IX Premi PRBB al millor treball de recerca en
Ciencies de la Salut 1 de la Vida

2014

Treball finalista

Organismes modificats geneticament i les seves
aplicacions

Marti Recort Fornals
Tutor: Rosa Riera

INS Francesc Macia (Cornella)



Treball de recerca

ORGANISMES
MODIFICATS
GENETICAMENT |
LES SEVES
APLICACIONS

Marti Recort Fornals

Cornella de Llobregat, 2012-1014



-Aquest treball alterna I’estructura estandard d’un treball de recerca amb I’estructura
dels articles cientifics. Primerament es varen dur a terme les investigacions que van
donar lloc als articles i, per respectar la seva integritat, s’ha optat per organitzar el
treball d’aquesta manera.-

Marti Recort Fornals



1.- Qué és un organisme modificat geneticament (GMO)?..........cccccvevviieiieeiecie e, 1
2.- Primers organismes modificats i introduccid dels GMO.............ccccoveveivieieece e, 1
3.- Com €S ProdueiXen 1S GMO.........coiie i 1
K T0 O |V o3 (01 1= of o J PSSR SRS 2
3.2.- CANG GENELIC. ...ttt 3
3.3.- Transferéncia mitjangant plasmidiS..........cccvveriiiinininieiece s 3
3i4.- VECTOIS VITAIS.....ccuiiiicieie et 4
3.5.- Transferencia de gens mitjancant eSPermMa.........cccoveveeveeieeiieseesieseeseennenn 5
3.6.- TransferénCia NUCIEA...........c.ccveveiieiieececee e 5
3.7.- GMO per modificar ’expressio d’un gen i el “Gene targeting”................... 5
4.- Aplicacions dels organismes MOdIfICALS. .........corirereriiiniseee e 6
4. 1= AHMENTACIO. .. .veivieiieiieieite ettt sttt sttt neeneas 7

4.1.1.- Estudi de la Mortalitat de Daphnia magna alimentades amb

blat de moro transgénic DKC 6667 YG........cccceveiieiveieeieese e 8
4.2.- MEAICAIMENTS. ..ottt bbbt 22
4.2.1.- Procés de sintesi de la insulina mitjangant GMO......................... 22
O R (1Y =T (o= Tod o SRS 23

4.3.1.- Estudi del paper de la mitofusina-2 (Mfn2) en la regulacié de
la via de senyalitzacio de la inSulina............ccooeriiinniininccee, 24
5. CONCIUSIONS. ...ttt e bbbttt e e 36

B.- BIDHOGrafia........oooiiiiic e 36



1.- Queé és un organisme modificat geneticament (GMQ)?

Un organisme modificat genéticament (GMO) és un organisme al que se li ha modificat
algun dels seus gens produint-hi alteracions, extraient part del gen o afegint nova
informacio. Erroniament s’utilitza la paraula transgénic per referir-se als GMO pero,
mentre que tots els transgénics sén GMO, no tots els GMO sén transgénics. Considerem
transgenics a aquells organismes als que se’ls hi ha introduit informaci6é genética d’un
altre organisme.

2.- Primers organismes modificats i introduccié dels GMO:

Abans del descobriment de les técniques d’enginyeria genética actuals, ja han existit
organismes modificats de forma natural en el planeta. La propia reproduccié amb les
recombinacions de material genétic, les mutacions 1 fins hi tot la simbiosi d’alguns
organismes com foren els afragmabacteris que van captar, fa uns 1500 milions d’anys,
bacteris aerobis originant els mitocondris i també cianobacteris o cloroxibacteris dels
quals esdevindrien els cloroplasts, son casos d’organismes modificats i variacions en el
material genétic.

El primer cas documentat d’obtencié d’un organisme modificat mitjancant técniques de
laboratori data del 1973, on Harbert Boyer i Stanley Cohen van aconseguir transferir el
DNA d’un bacteri a un altre. En el mateix any va ser creat el primer animal transgenic,
un ratoli, per Rudolf Jaenisch i en 1’any 1983 es produi la primera planta transgénica,
una planta de tabac que iniciaria la produccio a gran escala de conreus agricoles de
GMO.

Actualment, els GMO sén fonamentals en molts camps de la investigacio, la medicina i
en alimentacid. Molts dels vegetals o derivats que mengem o serveixen d’aliment per
altres animals son GMO; el conreu i comercialitzacid d’aquests €s legal en la majoria de
paisos pero les normatives i lleis d’etiquetatge no sempre son les mateixes. Al
novembre de 2013, es va anunciar 1’autoritzacié de la primera produccié a escala
industrial d’animals transgeénics aprovada en la historia; Canada va donar permis a
I’empresa dels Estats Units AquaBounty Technologies per criar en les seves
piscifactories el salmo atlantic de creixement rapid en baixes temperatures que havien
obtingut mitjancant enginyeria genética. Que es permeti comercialitzar aquest salmé
encara depén de 1’aprovacio de les respectives agéncies alimentaries de cada pais.

3.- Com es produeixen els GMO:

A nivell d’enginyeria genética i deixant de banda els encreuaments, mutacions i altres
processos naturals capacos de modificar organismes geneticament, existeixen gran
varietat de tecniques i procediments per a la seva obtencio.



Per a aconseguir un GMO el primer pas, sol ser, el descobriment del gen d’interés i
posteriorment el seu aillament. Per a extreure aquests fragments del material genétic
s’utilitzen els enzims de restriccio (veure Figura 1), biomolécules capaces de
recongixer una determinada sequencia de nucleotids i tallar-la (extraient el gen
d’interés). A aquest gen se li adjunten mitjancant ligases altres gens per a controlar la
seva ubicacid i expressio en els organismes on sera introduit. Les sequéncies afegides
solen ser: una sequiéncia promotora per a regular I’expressio del gen (la transcripcid
d’aquest a RNA), un gen de terminaci6 per a aturar la transcripcio i un gen marcador i/o
un gen reportador per a poder saber quins organismes han incorporat la seqiiéncia
desitjada (son exemples gens que aportin determinada resisténcia a certs antibiotics i
gens que permetin obtenir senyals lluminoses com és el cas de la GFP -proteina verd
fluorescent-). Finalment aquesta sequencia es introduida mitjangant enzims de restriccio
1 ligases a I’organisme que es vulgui modificar.

Figura 1. Actuaci6 del enzims de restriccid
tallant I’ADN. Font: Tecnologia de ’ADN
recombinant | El codi de la vida.

Per tal d’augmentar el nombre d’organismes GMO aquestes seqiiéncies solen ser
primerament introduides en un virus recombinant o en els plasmidis bacterians (DNA
circular independent del DNA del cromosoma i capag d’aportar i transmetre informacio
d’un bacteri a un altre). Tant els virus com els bacteris es reprodueixen i transmeten la
seva informacid rapidament, d’aquesta manera es pot aconseguir una elevada poblacid
de virus recombinants o bacteris amb el plasmidi per després ser utilitzats per contagiar
a altres cél-lules.

Algunes de les tecniques per a introduir els gens seleccionats als organismes sén les
seguents:

3.1.- Microinjeccio:

La microinjecci6 és un procés mecanic que consisteix en la injeccio de substancies dins
de cel-lules vives mitjancant microagulles que travessen la membrana cel-lular i en
alguns casos la membrana nuclear (veure Figura 2).

Dins de la transgeénesi d’animals, un procés destacat €s la microinjecci6é pronuclear que
consisteix en la introduccid del gen desitjat mitjangant la injeccid d’una solucid
d’aquest gen al pronucli d’un ovul fecundat amb la conseqiient gestaci6 de I’ovul.



Durant molts anys s’ha utilitzat aquesta técnica per I’obtencié de ratolins transgenics
pero és una técnica poc eficient perqué la integracio del gen desitjat al material genétic
de I’ovul fecundat depen de 1’atzar.

Figura 2. Fotografia ~ d’una
microinjeccié on es pot apreciar la
microagulla entrant al nucli. Font:
Transgenic  Mouse  Facility |
University of California - Irvine.

3.2.- Cano genétic:

El can6 gencétic és una técnica d’obtencié de GMO basada en la introducci6 del material
genétic desitjat a un altre organisme mitjancant un cand/pistola (veure Figures 3 i 4)
que projecta a gran velocitat microboles d’or o tungst¢ impregnades del material genetic
a les cel-lules diana. Aquesta técnica sol ser utilitzada per 1’obtenciéo de cel-lules
vegetals GMO pero, a l'igual que les microinjeccions, és una técnica poc precisa perque
la uni6 del gen introduit al DNA de la c¢l-lula depén de ’atzar.

Figura 3. Fotografia d’un cané genétic. Font: Helios PDS
1000/He Biolistic Particle Delivery System ("GeneGun™)
from BioRad. Picture taken by xmort in 2005.

3.3.- Transferencia mitjangant plasmidis:

Els bacteris utilitzen els plasmidis per transmetre informacié entre ells i poder sintetitzar
les proteines que codifiquen. Produint un sol plasmidi GMO i introduint-lo en un
bacteri, aquest pot transmetre la informacio a altres bacteris obtenint un elevat nombre
d’organismes modificats (veure Figura 4). En aquest fonament es basa I’actual obtencid
d’insulina.
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Figura 4. Esquema de I’obtencié d’una planta transgénica mitjancant la transférencia de
plasmidis o el cand genétic. Font: Plans, Genes and Crop Biotechnology, Maarten J.

Chrispeels, David E. Sadava.

3.4.- Vectors virals:

L’us de vectors virals, la transgenesi viral, consisteix en la introduccié de gens en

cel-lules mitjangant virus recombinants. S’exposen les cel-lules,

“in vitro”, a solucions

amb elevades concentracions de virus recombinants als que préviament se’ls hi ha
introduit el gen d’interés. Aquests virus infectaran a les cél-lules introduint el material
genétic modificat amb el gen desitjat (veure Figura 5). Per a aquesta técnica s’utilitzen
virus que no puguin malmetre la cel-lula i es solen fer servir retrovirus, en concret els
lentivirus que tenen la propietat d’infectar sense necessitat de formar virions.
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Figura 5. Integraci6 d’un
gen a una cel-lula i obtencio
de les respectives proteines
mitjancant retrovirus. Font:
Wikipedia (adaptat).



3.5.- Transferéncia de gens mitjancant esperma:

Basant-se en 1’habilitat dels espermatozoides per captar DNA exogen, descoberta en
1971 pel senyor Bracket al 1989 es va comencar a utilitzar la transferéncia de gens
mitjan¢ant esperma per 1’obtencié d’animals GMO. Aquesta técnica consisteix en
I’obtencio de I’esperma de I’animal d’inter¢s, la incubacio de I’esperma amb plasmidis
que tinguin el gen que es vol introduir (en aquesta etapa el DNA exogen entra a
I’espermatozoide 1 s’integra en zones especifiques del genoma d’aquest) i, finalment, la
inseminacio artificial mitjangant I’esperma modificat i la comprovacio de que els
embrions hagin heretat el gen.

3.6.- Transferéncia nuclear:

La transferéncia nuclear és la principal teécnica utilitzada en les clonacions d’animals.
Consisteix en I’extraccio del nucli d’una de les cel-lules de 1’organisme que es vol
clonar i la integraci6 d’aquest en un ovul fecundat al que préviament se li ha extret el
nucli (veure Figura 6). D’aquesta manera 1’organisme resultant constara del mateix
material genétic que el donant (el material genetic dels mitocondris diferira a no ser que
I’0vul inicial s’obtingués d’una femella de la mateixa familia que la cél-lula que es vol
clonar).
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Figura 6. Esquema de la clonacié d’una ovella mitjangant transferencia nuclear. Font: Biologia
710, Espacio Curricular de 4° Afio Secudaria. ESCUELA PROVINCIAL 710, Puerto Madryn,
CHUBUT (adaptacio).

3.7.- GMO per modificar I’expressio d’un gen i el “Gene targeting”:

Les técniques esmentades fins aquest punt tenien I’objectiu d’introduir gens a altres
organismes perque aquests poguessin sintetitzar determinades proteines pero, en
investigacid basica, sovint el que es pretén és coneixer la funcié d’un o més gens i aixo
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s’aconsegueix modificant I’expressié d’aquests, ja sigui a nivell de cultius cel-lulars o
d’organismes. EIs tipus de modificacions més coneguts son:

-“Knockouts”: S’inactiva un gen eliminant-ne un fragment o induint-li una mutacio.

-“Knockdown”: Es disminueix I’expressio d’un gen introduint petits fragments de DNA
o RNA complementaris a la regid que es vol modificar. Aquests s’hi enllagaran 1
disminuiran la transcripcid/traduccio d’aquella regio.

-“Knockins”: Es muta un gen o se’l canvia per un altre.

“Gene targeting” és, actualment, la técnica més precisa per I’obtencid de transgénics
utilitzada, principalment, per 1’obtencié d’organismes knockout o knockin. La seva
complexitat encara impedeix que es pugui aplicar en tot tipus d’organismes.

Pel “gene targeting” es requereixen cel-lules mare embrionaries, cel-lules capaces de
diferenciar-se en qualsevol tipus de cél-lula. La tecnica consta de les seglients etapes:

Primer s’han d’obtenir embrions en fase de blastocits i aillar-ne les cél-lules mare.
Aquestes cel-lules seran modificades mitjancant la recombinacié homologa de DNA
foragen en llocs precisos del genoma de les cel-lules diana (els metodes per aconseguir-
ho varien depenent de les cél-lules amb les que es treballi). Seguidament es realitza un
screening del DNA genomic de les cel-lules modificades per detectar quines han
introduit la modificacio en el lloc desitjat i se’ls analitza el cariotip i la possible
presencia d’irregularitats. Les cél-lules seleccionades seran introduides en les cavitats
d’un blastocit 1 aquests, amb cel-lules mare modificades i altres originals, es transferiran
a femelles de la espécie per ser gestats. Finalment s’estudien els fills generats, els quals
tindran els dos tipus de cél-lules (modificades i originals) i s’encreuaran mascles i
femelles heterozigotics respecte al gent modificat per obtenir-ne d’homozigotics.

Mitjangant aquesta técnica es pot aconseguir inhibir o fer que s’expressi un gen en una
regio determinada de I’organisme (un teixit, un organ...) podent estudiar la funcié del
gen en aquella zona.

4.- Aplicacions dels organismes modificats:

La modificaci6 d’organismes no només té una finalitat evolutiva, també és un gran
recurs utilitzat en la produccié d’aliments i una cina fonamental en I’ambit de la
investigacid i en la sintesi de medicaments. Les seves aplicacions son molt diverses i
sense ells no disposariem de molts de la avengos en ciéncia que existeixen avui dia,
parlem de la seva importancia en els camps més destacats.



4.1.- Alimentacio:

Mitjancant modificacions en el material genétic d’animals i plantes s’intenta obtenir
organismes que aportin més produccio, és a dir, organismes que puguin créixer mes,
gue ho facin en menys temps, en condicions menys favorables i que resisteixin a
determinades plagues que els puguin fer malbé (veure Figures 7 i 8).

Figura 7. Comparacié d’un salmé transgénic

de gran creixement amb un salmé normal (els Figura 8. Comparacio de dues
dos de 18 mesos). Font: Asociacién de panotxes de blat de moro normals a
Fotografos Profesionales de Espafia. I’esquerra amb dues GMO resistents a

plagues. Font: Associated Press.

La introduccioé d’aquests organismes en 1’alimentacié humana té una vida relativament
curta. Des que es va produir la primera planta transgeénica al 1983, el consum d’aquests
tipus de cultius s’ha incrementat considerablement, tot i que encara no es coneixen les
seves repercussions sobre la salut humana i els ecosistemes, a llarg termini.

Com a primera part practica del nostre treball de recerca vam realitzar un estudi on es
mostra com un blat de moro modificat genéticament pot repercutir en 1’ecosistema on €s
conreat. Aquest treball es va realitzar al 2012 en el marc del projecte Joves i Ciéncia i
tots els resultats obtinguts van ser recollits i presentats en forma d'article cientific, el
qual us presentem a continuacio, aixo fa que pugui haver alguna informacié que es
repeteixi en la introduccio feta en el treball de recerca, perdo hem preferit mantenir la
integritat d'aquesta publicacio:



4.1.1.- Mortalitat de Daphnia magna alimentades amb blat de moro
transgenic DKC 6667 YG.

Marti Recort Fornals

Abstract La introduccié dels organismes genéticament modificats (GMOs) en
I’alimentacio humana té una vida relativament curta. Des que es va produir la primera
planta transgenica al 1983, el consum d’aquest tipus de cultius ha estat incrementant
considerablement tot i que encara no es coneixen les seves repercussions sobre la salut
humana i els ecosistemes a llarg termini.

Hi ha hagut diversos estudis sobre la toxicitat dels GMOs, pero els resultats obtinguts
sovint son contradictoris. L’objectiu d’aquest treball ha estat comprovar la toxicitat dels
GMOs mitjancant Daphnia magna (conegudes com puces d’aigua). Per fer-ho hem
utilitzat sis recipients en les mateixes condicions amb Daphnia. En dos d’ells els
subjectes han estat alimentats amb blat de moro geneticament modificat (GM) DKC
6667 YG, altres dos amb blat de moro no modificat i els dos ultims amb pin¢o com a
control.

El seguiment dels individus s’ha realitzat amb lupes binoculars de 40x, s’han anotat les
mides de les Daphnia i calculat els indexs de natalitat i mortalitat, prenent fotografies i
representant el resultats en grafiques.

Els resultats d’aquest estudi indiquen, d’una manera objectiva i sense cap intervencié de
les empreses productores d’GMOs, els riscs associats al conreu i consum d’aquest tipus
d’organismes.

La hipotesi inicial era que les puces d’aigua alimentades amb blat de moro transgénic
exhibissin menor creixement aixi com reduides taxes de natalitat i supervivencia. En la
primera setmana les Daphnia dels medis amb GMO havien mort.



Introduccié Un aliment genéticament
modificat és aquell al qual se li ha afegit
un 0 més gens mitjancant biotecnologia
I enginyeria genetica perque pugui
adquirir unes propietats especifiques al
sintetitzar determinades proteines. La
finalitat sol ser obtenir conreus
resistents a determinades plagues, als
herbicides i1 pesticides, permetre’n el
conreu en sols poc fertils i, entre
d’altres, augmentar el creixement del
producte.

Adversament, 1’addicié de gens a un
organisme pot generar productes
metabolics  desconeguts. A nivell
socioeconomic els GMO  poden
comportar una homogeneitzacié de la
produccié agraria, un monopoli durant
la produccid i venta de llavors. Des del
punt de vista ecologic poden produir un
desequilibri en el medi on sén conreats,
creant hibrids durant la possible
pol-linitzaci6 d’altres plantes, poden fer
disminuir la biodiversitat i fer apareixer
noves plagues i altres herbes resistents
al producte GM. [1, 2, 3]

El cultiu de GMO sol estar relacionat
amb un increment de 1’Us de pesticides i
herbicides, com a conseqiéncia és
habitual la contaminacié de la terra i
’aigua dels voltants del conreu.[1]

A Espanya es conrea blat GM des de
1998. La llei 9/2003 [4, 5] és la que
regula la utilitzacid, 1’alliberament 1 la
comercialitzacio6 de GMO. La Llei
preveu mesures especifiques per avaluar
els riscos que hi pugui haver al sembrar
GMO tant per a la salut humana com
per al medi ambient. També contempla

avaluacions del risc per a la salut i el
medi ambient en el cas de la
comercialitzaci6 de GMO, aixi com
propostes d'etiquetatge i condicions per
a 1'as 1 maneig d’aquests productes.

Aquestes regles no obliguen a etiquetar
tots els productes transgenics com a tals
si només porten un reduit percentatge de
GMO o son derivats d’animals els quals
han estat alimentats amb GMO [6],
d’aquesta manera molts dels productes
gue consumim poden contenir derivats
d’algun aliment GMO 1 el consumidor
no ho pot saber. ElI govern disposa de
les llistes amb els camps on es cultiven
GMOs pero aquesta informacié no és
d’us public 1 per coneixer si el producte
que sembren en un camp ha estat
modificat o no, s’ha de tenir contacte
directe amb 1’agricultor o analitzar el
producte al laboratori.

Per comprovar els efectes dels GMO
conreats a Espanya alimentarem amb
blat de moro colonies de Daphnia
magna. Les Daphnia son crustacis
planctonics de l'ordre dels Cladocers
que habiten en medis aquatics com els
bassals dels rius, amb un pH
lleugerament basificat on s’afavoreix el
seu cicle a temperatures de 20 °C [7, 8,
9]. Generalment s’alimenten de
fitoplancton  per0  poden ingerir
microorganismes com bacteries, aixi
com matéria organica esmicolada i
dissolta. Les Daphnia disposen de
reproduccio sexual quan les condicions
son favorables perd durant 1’hivern o en
situacions adverses es reprodueixen
mitjancant partenogénesi, resultant una



poblacié formada majoritariament per
femelles les quals podem diferenciar
dels mascles per ser més grans, amb
unes antenes més petites i sense la
presencia d’un ganxo copulador. [8]

La cobertura externa de les Daphnia
permet veure el seu interior, els seus
organs, i gracies a la seva mida que
oscil-la entre 0,2 i 50 mm es poden
observar amb lupes binoculars, fent que
siguin de gran utilitat en laboratoris per
diverses investigacions [10] com la que
realitzarem, cercant una possible
toxicitat del blat de moro GMO DKC
6667 YG en un medi aquos.

Materials i métodes

Aliment:

La investigaci6 es fara mitjancant
Daphnia magna cedides pel Centre de
documentacié i experimentacié en
ciéncies de Vall d’Hebron (CDEC).

Per fer I’estudi utilitzarem blat de moro
conreat a Espanya i pinso per animals:

-El control el realitzem amb el pinso
gue mantenia vives a les Daphnias en el
Centre de documentacid i
experimentacié en ciéncies de Vall
d’Hebron.

-El blat de moro no GMO prove de
Camunas, Toledo, conreat sense la
presencia d’herbicides ni pesticides.

-El GMO ve de camps d’Agramunt,
Urgell. En concret treballarem amb
DKC 6667 YG, produit per Dekalb,
Montsanto. D’acord amb les pagines de

Dekalb i Montsanto aquestes son les
propietats del producte que apareixen en
la seva fitxa comercial:

Taula 1 Informacié fidedigna de les

pagines web de Dekalb, només s’ha
traduit [11, 12, 13]

Cicle Cicle 700

Us Doble aptitud, gra

Localitzacié Andalusia, Arago, Castella
La Manxa, Catalunya,
Extremadura, Madrid,
Navarra

Tipus de | Hibrid simple

varietat

Cicle FAO 700

Tipus de sol Tota mena de sols

Sanitat Molta alta tolerancia a virus
i alta resistencia a caiguda

Qualitat  del | Varietat molt estable en tot

gra tipus de condicions

Posicionament

Altissim potencial productiu
per tot tipus de zones amb o
sense virus

Potencial de | Altissim

rendiment

Descripcio Gra cristal-li d’alta qualitat,
Morfologica excel-lent per “stay green” i

apte per gra i “silo”

Modificacions | YieldGard
genétiques

Assecat Molt alt

Densitat  de | Recomanat per altes
plantacio densitats de sembra.
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En 1998, després de l'avaluacié pel
Comité Cientific de Plantes de la UE, es
va aprovar el cultiu d'hibrids de blat de
moro amb la tecnologia YieldGard per
proteccio contra barrinadors (Decisi6 de
la Comissié de 22 dabril de 1998,
publicada al DOCE el 1998.05.05). Els
aliments elaborats amb gra d'aquests
hibrids es consideren substancialment
equivalents als procedents d'hibrids
convencionals, segons la decisio de juny
de 1998 dacord amb el Reglament
Europeu de Nous Aliments. [14]

Yieldgard és el nom d’una tecnologia
aplicada al blat de moro Dekalb per fer-
los resistents a plagues d'insectes del
grup dels Lepidopters (majoritariament
Ostrinia 1 Sesamia). Aquests materials
son capacos de produir petites quantitats
d'una proteina insecticida (Cry 1Ab)
provinent  del  bacteri Bacillus
thuringiensis (Bt). Aquesta proteina és
molt efectiva contra els barrinadors i
altres organismes quan intenten danyar
el blat de moro. [15]

Bt és un bacil, gram positiu, capac de
formar endospores de llarga vida. S’ha
demostrat que la majoria de les
proteines produides per Bt
contribueixen a intoxicar els insectes
que les ingereixen. Una d’aquestes
proteines és la Cry, anomenada aixi per
la seva forma cristal-lina.

L’aillament de proteines de Bt es va
utilitzar per primera vegada en un
insecticida comercial Francés en 1938 i
ara es coneixen els Bt de la subespécie
kurkati que entre d’altres proteines Cry,
produeix la CrylAb. Actualment estan
aprovades les preparacions microbianes
de Bt a nivell mundial. Aquestes
preparacions solen contenir una barreja

de pesticides microbians (incloent la
proteina  Cry) que interactuen
ampliament entre si per influir en la
toxicitat vers els insectes. [16, 17, 18,
19, 20, 21]

El blat de moro GM que utilitzarem va
ser conreat en un medi amb preséncia
de Camix, un herbicida en forma de
suspo-emulsié (SE) desenvolupat per
Syngenta. Esta compost per dues
materies  actives  herbicides,  S-
metolaclor i Mesotrione i un protector
del cultiu, Benoxacor. La combinacio
de les dues materies  actives
complementaries fa que tingui un ampli
espectre d'accid, incloent les espécies
principals de males herbes que creixen
en els cultius del blat de moro (tant
dicotiledonies com monocotiledonies).
[22, 23, 24]

Informacié sobre propietats fisiques i
quimiques rellevants del producte:

Estat fisic: liquid.

pH: 4,3-10,0g/1.

Densitat: 1,06 g/ mla 20 ° C.
Viscositat, dinamica: 552 mPa.s a 20° C
Propietats comburents: No oxidant.

(Veure Taula 2, Components perillosos
del Camix).

Metodes:

En una cambra amb llum solar i amb
una temperatura mitjana de 20°C es van
col-locar sis recipients. Aquests van ser
omplerts amb 320 ml de la mateixa
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aigua mineral que utilitzaven per criar
les Daphnia en el CDEC. El pH inicial
de I’aigua era de 7,08. Es van col-locar
a cada medi 45 exemplars de Daphnia
amb una mida mitjana de 0,8mm.
Deixant reposar les Daphnia pel canvi
d’ecosistema, al dia segilient es va fer
recompte i havien mort uns 5 exemplars
per medi.

D’aquesta manera el 4 de Desembre de
2012 (dia 1 de D’experiment) es va
incloure a cada medi 0,59 del menjar
corresponent [25, 26, 27, 28]. En dos
medis es va col-locar pinso (control 1
(C1) i control 2 (C2)), en altres dos el

Taula 2, components perillosos de Camix:

blat de moro GM DKC 6667 YG
(GMO1 i GMO2) i en els dos ultims
recipients el blat de moro no GMO
(NoGMO1 i NoGMQ?2). Cada un dels
medis es va oxigenar tres vegades al dia
(mati, migdia i nit), cada dia de
I’experiment.

Des del inici fins al final de
I’experiment, els sis medis han estat
tractats amb les mateixes condicions.
S’ha realitzat un seguiment de la
poblacid, de la seva mida, de la
freqliencia cardiaca, el pH del medi i del
seu comportament (veure Figura 1).

Nom quimic No. CAS Classificacio Classificacio Concentracio
No. CE (67/548/CEE) (REGLAMENT (CE)
No
NUmero de registre
1272/2008)
S-Metolacloro 87392-12-9 Xi, N Skin Sens.1B; H317 37,4 % WIW
R43 Aquatic Acutel; H400
R50/53 Aquatic Chronicl;
H410
alcans, 90622-58-5 Xn Asp. Tox.1; H304 7-10 % W/W
C11-15-iso- 292-460-6 R65
R66
Mesotriona 104206-82-8 N Aquatic Acutel; H400 | 3,8 % W/W
R50/53 Aquatic Chronicl;
H410
1,2-Propandiol 57-55-6 - 2-8% W/W
200-338-0
acid dodecil 27176-87-0 C Acute Tox.4; H302 2-8% W/W
bencenosulfénic 68584-22-5 R22 Skin Corr.1A; H314
0 287-494-3 R35
benoxacor 98730-04-2 Xi, N Skin Sens.1; H317 1,9 % W/IW
01-2119382304-42-0 R43 Aquatic Acutel; H400
000 R50
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-Per analitzar la poblaci6 cada dia -La mida es prenia amb un paper

s’observa meticulosament els medis fent mil-limetrat plastificat on podiem situar
recompte dels individus. les Daphnia 1 anotar les dades.
-La freqiiencia cardiaca resultava de la -El pH de cada medi va ser mesurat amb
mitjana de les frequéncies calculades tires de pH i un pH-metre digital.

mitjancant un  cronometre, lupa
binocular i microscopi.

-El comportament, la seva tendéncia a
viure en colonies i els seus moviments
van ser observats en els propis medis i
amb lupa binocular.

Riscs al consumir GMO?

Figura 1. Esquema i fotografia dels | Comprovar-ho amb Daphnia
principals materials utilitzats durant la

investigacio.
Medi amb GMO Medi amb no GMO Medi amb pinco (control)
. Si No
Quines? S’observen diferencies? No es detecta cap
problema
Mida Fregliéncia Comportament pH Poblacio

cardiaca

Interpretar els resultats en base
a altres estudis

Extreure conclusions
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Resultats
Mida:

El creixement de les Daphnia es va
mantenir constant al llarg de tot el
procés i dels diferents medis, les ultimes
mesures  observades indiquen una
mitjana de 2mm, el que demostra un
creixement superior a un mil-limetre
respecte la mitjana inicial de 0,8mm.

Frequéncia cardiaca:

Com el creixement, la frequéncia era
forca constant. Les variacions depenien
més de ’estrés que sofrien les Daphnia
al moment de manipular-les que del
propi medi i de ’aliment que rebien.
S’han  detectat maxims de 260
pulsacions per minut (ppm) i minims de
110 ppm.

Comportament:

De comportament tampoc s’ha apreciat
cap diferencia d’un medi respecte 1’altre
0 respecte a la conducta inicial. Les
Daphnia en els medis es dispersen
ocupant tot el volum, formant grups i es
pot apreciar la seva peculiar forma de
desplacar-se per I’aigua gracies a les
seves antenes com si anessin saltant
(d’aqui el sobrenom de Puces d’aigua).
Sota lupa binocular es podia apreciar la
seva ingesta de matéria organica (veure
Figura 2), la seva defecacid i
diferenciar entre mascles i femelles
(mirant la presencia de ganxo copulador
en mascles i de bossa incubadora en
femelles).

Figura 2. Daphnia (a I’esquerra) al costat
d’una massa organica. Observat amb lupa
binocular 40x.

pH:

A T’estudiar el pH (veure Taules 3,415
i grafics 1, 2, 3) s on es comencaven a
notar les diferéncies. Partiem d’un pH
lleugerament basificat de 7,08. Al
finalitzar la primera setmana es
conservava un pH proxim a la
neutralitat en els controls i el no
transgénic (pH 6,94 en C1, 7,11 en C2,
7,05 en NoGMOL1, 7,07 en NoGMO2)
mentre que en els dos recipients amb
transgenic el pH comenca a acidificar
notablement arribant a nivells de pH
6,02 en GMO1 i 5,89 en GMO?2 al dia
8. Per comprovar aquest succés es va
preparar un seté recipient el qual va ser
omplert amb la mateixa aigua del
Montseny i blat de moro GM (sense cap
Daphnia) (GMO3), 6 dies després es
tornava a detectar un pH acidificat (pH
6,08).

En la tercera setmana del projecte, es va
detectar un pH constant respecte a la
segona setmana en els controls i el no
GMO, en canvi, en el medis amb blat de
moro GM s’incrementa el pH.
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Taula 3igrafical, pHen C1, GMO1i NoGMO1

C1 GMO1 | NoGMO1 [P'g
7 -
Dial |7,08 7,08 7,08 6 -
> mCl
Dia7 |6,94 6,02 7,05 4
B GMO1
3 -
Dia 14 | 6,86 4,94 6,97 5 = NoGMO1
1 -
Dia21 | 6,85 6,35 6,62 0. Dia
Dia1l Dia7 Dia 14 Dia 21
Taula 4 i grafica 2, pH en C2, GMO2 i NoGMO2
C2 GMO2 | NoGMO2 | P4
7 -
Dial |7,08 7,08 7,08 6 -
> Q2
Dia7 |71 5,89 7,07 4
B GMO2
3 -
Diald | 691 |516 |685 , | " NoGMo2
1 -
Dia21 |6,95 6,13 6,42 o Dia

Dia1l Dia7

Dia 14 Dia21

Es pot apreciar com al llarg de les tres setmanes (21 dies) el pH del controls i els NoGMOs es mantenen
proxims a la neutralitat mentre en el GMO s’acidifica fins la segona setmana i1 després torna a pujar.

Taula 5 i grafica 3, pH en la prova amb GMO sense Daphnia (GMO3)

GMO3
Dial 7,08
Dia7 6,08
Dia 14 59
Dia21 |-

GMO3

o oe] F=s o] co T
|

HGMO3

Dia

Dia1 Dia7 Dia14Dia21

En aquest tercer recipient amb
GMO pero sense Daphnia ni
renovacié diaria de 1’oxigen es
pot comprovar com el medi
també s’acidifica.
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Poblacio:

Respecte a la poblaci6 s’han
comptabilitzat diariament les Daphnia
que hi havia en cada medi (les Daphnia
es troben en constant moviment, els
valors de la poblacié son aproximacions
el més precises possibles). Al inici els
valors entre medis no diferien gaire, tots
feien petites pujades i baixades o es
mantenien estables, fins al sisé dia. En
el recipient GMO1 només es comptaven
cinc Daphnia i en el GMO2 dues,
mentre la resta de medis seguia igual.
Al dia seguent, seté dia, havia mort tota
la poblacié en GMO1 i GMO2. (Veure
Grafics 4 i 5 de poblacid)

Figura 3. Primeres imatges dels fongs
en GMOI. Els dies anteriors s’havia

notat un canvi de color en la matéria que
surava en el medi.

Figura 5. Darreres imatges dels fongs
en GMOL1. Es poden apreciar el color
verdos i blanc tipic de les floridures.

Altres:

A part de les observacions
mencionades, el dotzeé dia es comenca a
detectar la formaci6 de fongs en la
superficie de GMO 1 i GMO2 (veure
Figures 3, 4, 5 i 6). Al seté recipient
(GMO3), sense Daphnia, on hi havia
blat de moro GM, no es va detectar la
presencia de fongs durant les tres
primeres setmanes d’observacio.

Final:

Al donar per acabat ’experiment el dia
23 de Desembre de 2012, 21 dies des
del seu inici, les poblacions de control i
blat no GM han sobreviscut mentre que
les poblacions de GMO van morir en
menys d’una setmana.

Figura 4. Primeres imatges dels fongs en
GMO2. Va sofrir el mateix procés que en

GMOL1. Notis el cimul que es forma en el centre

del recipient.

Figura 6. Darreres imatges dels fongs
en GMO2.
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Grafics 4 i 5 de la poblacié en els medis.
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Comen C1iNoGMO1, C2iNoGMO?2 es mantenen regulars. En GMO2 17

es torna a apreciar una decaiguda en el sis¢ dia i I’extinci6 en el seté.




Discussi6 La principal motivacié a
I’hora de realitzar aquest estudi era
obtenir uns resultats objectius i
allunyats de la influéncia de les
empreses  productores de GMO.
Actualment, en 2012, no hi ha hagut cap
generacié humana que s’hagi alimentat
amb productes transgénics des del
naixement fins a edats adultes per poder
comprovar els seus efectes a llarg
termini. Els estudis sobre els seus
possibles perills son realitzats en
laboratoris controlats utilitzant animals
com rates, Daphnia i marietes per
veure’n els efectes [27, 29, 30, 31]
Alguns estudis no detecten cap
anomalia en aquests productes ni en la
seva ingesta perd en d’altres s’ha
detectat la formacié de tumors en rates.
[32]

En el nostre experiment vam decidir
treballar amb blat de moro DKC 6667
YG per ser una varietat sobre la que
s’han fet pocs estudis i que es conrea en
diversos camps de Catalunya. L’us de
Daphnia en comptes d’un altre animal
va ser degut al seu cicle de vida, els
pocs mitjans que necessiten per
mantenir-se vives i a 1’observacio del
seu interior sense dificultats, facilitant
uns resultats en poques setmanes.

Les Daphnia dels dos controls i dels
medis amb NoGMO han restat vives
mentre les dels medis amb DKC 6667
YG van morir en el transcurs de la
primera setmana. No podem donar una
explicacié concreta per aquest fenomen
perque hi ha variables que cal tenir en
compte, perd si podem plantejar
hipotesis.

El nostre estudi ha tingut certes
limitacions, sobretot en el material a
utilitzar. L’espai era un laboratori
improvisat en un habitatge, tot el
material que teniem estava en optimes
condicions pero tot era prestat i per tant
nomeés disposavem del més
imprescindible. Els controls de pH han
estat setmanals perqué el pH-metre el
necessitaven en el centre i només el
podiem utilitzar els caps de setmana,
durant la setmana el seguiment es feia
amb tires de pH.

Grans cientifics han realitzat les seves
investigacions ens els seus habitatges i
amb recursos limitats. Aquesta ha estat
una gran experieéncia, 1’experiencia de
poder descobrir i investigar pel nostre
compte. Si els nostres resultats
s’estudiessin  detalladament 1 amb
millors tecnologies es podria confirmar
si el causant de la mort de les Daphnia
és només el blat GM o ha estat degut a
factors externs. En el nostre cas
descartem la possibilitat de
contaminacié  procedent del propi
laboratori, només van morir en els dos
medis de GMO mentre la resta es
mantenia constant, si hi hagués hagut
contaminacio en el laboratori els altres
medis també s’haguessin vist afectats.

D’aquesta manera reduim les possibles
hipotesis. Per una banda pot ser que
aquesta varietat de blat de moro sigui
perjudicial per les Daphnia. També
s’haurien d’analitzar les propietats del
sol, I’aigua 1 I’atmosfera dels camps on
va ser conreat el GMO i el no GMO,
cercant aspectes que puguin haver
contribuit als resultats de 1’experiment.
Coneixem que mentre es conreava el
blat de moro DKC 6667 YG es va
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aplicar I’herbicida Camix al sol sense
contacte directe amb les plantes. Abans
de comengar 1’experiment es va netejar
bé el producte amb el mateix tipus
d’aigua amb que es van omplir els
medis per0 d’alguna manera les
panotxes poden haver absorbit alguns
dels components perillosos del pesticida
(Veure Taula 2 dels components
perillosos de Camix) i d’aquesta manera
resultar unes panotxes que poden
intoxicar els medis aquosos.

En DP’article només consten les dades de
les tres primeres setmanes d’observacio
perque en la primera ja havien mort les
Daphnia en els medis en GMO i en les
setmanes seglents les poblacions dels
altres medis seguien vives. Tot i aixi, es
van seguir fent observacions per
completar el cicle de vida de les
Daphnia, que sol ser de 40 dies. Només
cal nomenar [D’aparici6 de fongs en
GMO3 a la quarta setmana i el
naixement de noves Daphnia en els
controls i en NoGMO a partir del 4 de
Gener de 2013 (dia 32).

Referint-nos al pH i a la formacio de
fongs, creiem que els primers dies de
I’experiment 1’aigua va degradar i
dissoldre els tipus de blat de moro i
pinso que s’havia dipositat en cada
medi. El blat de moro GM podria estar
format amb components que acidifiquin
I’aigua, d’aquesta manera s’explica el
descens del pH i com a conseqiiencia la
mort de quasi tota la poblacid en el sise
dia i la mort de la resta al dia seguent.

Creiem que gracies a les condicions del
laboratori i les propies Daphnia mortes
es van poder formar fongs en la

superficie dels medis amb GMO. Si
aquests ~ fongs  absorbissin els
components del medi, s’explicaria com
en la tercera setmana el pH torna a pujar
en GMOL1 i GMO2. [33, 34]

Després de totes les observacions ens
decantem per la hipotesi de que el blat
de moro GM DKC 6667 YG fos
contaminat per I’herbicida Camix.
D’aquesta manera al dipositar-lo en un
medi aquds el propi blat de moro
s’aniria degradant 1 cedint els seus
components toxics al liquid, aixo
comportaria el descens del pH i amb
aquests dos factors s’impediria la vida
de les Daphnia.

Tot i aixi, segueix sent una hipotesi.
S’hauria de comprovar en un nou
experiment si Camix contamina les
produccions de blat de moro i altres
aliments produint posteriorment la mort
en Daphnia.

Es podria conrear el mateix model de
blat de moro GM amb i sense
I’herbicida 1 un altre aliment que es
conegui que no mata a les Daphnia amb
I sense herbicida. Posteriorment
instal-lar cinc medis amb Daphnia. En
un d’ells caldria fer servir un aliment
que no les mati, sense haver estat
conreat amb herbicides. En el segon, el
mateix aliment perd amb preséncia de
I’herbicida 1 en el tercer i el quart amb
el blat de moro GM, un d’ells havent
estat conreat amb I’herbicida 1 1’altre
no. Finalment es podria utilitzar un
recipient amb Daphnia que s’hagin
mantingut vives durant mesos i aplicar
directament una certa quantitat de
Camix.
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Amb els resultats de mortalitat d’aquest
experiment es podria confirmar si
I’herbicida Camix aplicat al sol
contamina el producte final. Si no el
contaminés hauriem de decantar-nos per
una altra hipotesi del nostre experiment.

D’aquesta investigacio podem
concloure que, en concret, les panotxes
GM que vam fer servir contribueixen a
la mort de les Daphnia. Aquests
resultats no diuen de forma general si
tots els productes transgénics son toxics
0 no, pero ens permet plantejar que els
cultius on s’apliquen determinats
productes quimics, no sols afecten sobre
I’objectiu, sind6 que malmeten a altres
organismes propers als camps de cultiu.
L’estomac huma te un pH molt
acidificat (~pH 2), per aix0 molts
productes que nosaltres ingerim i
suportem, poden produir efectes
adversos i fins i tot la mort a altres
organismes. Per saludables que puguin
ser els GMO, la seva produccid
continua requerint 1’us de productes
toxics i per tant, el descontrol a nivell
d’ecosistema.

Es necessari regular 1’as dels productes
quimics que s’apliquen als camps i
congixer que pot passar si s’introdueix
un organisme amb propietats
modificades, saber com s’alterara en el
medi i en la cadena alimentaria dels
organismes proxims.
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4.2 .- Medicaments:

Els GMO poden ser utilitzats per fabricar medicaments i1 productes d’us terapeutic. Un
exemple son les vacunes d’hepatitis B que es produeixen a partir de llevats als quals
se’ls hi ha introduit el gen encarregat de produir I’antigen HBsAg, extret de I’embolcall
dels virus d’aquesta malaltia. També sén coneguts els metodes per obtenir proteines
humanes com 1’hormona del creixement i determinats factors de coagulacié que
anteriorment s’obtenien amb processos laboriosos, cars 1 poc productius mentre que
actualment son sintetitzats en grans quantitats i a preus reduits gracies a bacteris i llevats
modificats amb els gens necessaris per la produccié d’aquestes productes.

Aquest també és el cas de la insulina, un dels medicaments més sintetitzats i consumits
a nivell mundial. Actualment la podem obtenir de bacteris modificats mentre que en el
passat la gent que en necessitava més de la que el seu cos produia, 1’havia d’aconseguir
menjant pancrees, on aquesta es sintetitzada, d’animals com porcs. En aquest apartat ens
centrarem en la importancia d’aquesta 1 el seu procés de sintesi mitjancant organismes
modificats.

4.2.1.- Procés de sintesi de la insulina mitjancant GMO.

La insulina, hormona polipeptidica formada per 51 aminoacids i produida en el
pancrees, va ser descoberta a comencaments del segle XX. La seva principal funcié és
la regulacié dels nivells de glucosa en sang i la captacio d’aquesta per les cél-lules com
a font d’energia, el seu excés pot provocar hiperinsulinisme i la seva mancancga diabetis.
Mitjangant la uni6 d’aquesta hormona amb un receptor de membrana cel-lular es
desencadena tota una serie d'esdeveniments dins la cel-lula. Dins de les seves vies de
senyalitzacio cal destacar la via de la PI3K, encarregada, mitjangant 1’activacid
d’aquesta per la insulina, de transportar la proteina GLUT4, transportadora de glucosa,
del citoplasma a la membrana cel-lular permetent I’entrada de la glucosa.

Les cel-lules B dels Illots de Langerhans son les encarregades de produir i secretar la
proinsulina a partir de la informaci6 genetica continguda en el cromosoma 11 (Cr. 11
p15.5). Aquesta es dirigeix a I’aparell de Golgi on la proinsulina es dividida en dues
cadenes les quals podran generar dos ponts disulfur entre les seves cisteines construint
la insulina. Antigament s’intentava suplir el déficit de insulina mitjangant insulina
porcina pero aquesta no era facil d’aillar i alhora diferia en un aminoacid respecte a la
insulina humana produint al-lergies a alguns consumidors. En 1980 Hoechst va
solucionar el problema d’aquest aminoacid aconseguint-lo canviar per 1’adequat pero el
procés de sintesi i el preu de la insulina seguien sent massa elevats. No fou fins 1977
que Riggs, Itaura i Boyer, amb els previs descobriments dels bacteris transgenic i del
gen que codifica per la insulina humana, van intentar sintetitzar les dues cadenes de la
insulina per separat i ajuntar-les posteriorment. En 1’actualitat la insulina es sintetitza a
partir d’aquest principi.
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Mitjancant enzims de restriccio es tallen les parts del gen de la insulina i s’incorporen
respectivament a dos plasmidis préviament modificats, per tal que un produeixi una
cadena de la insulina i I’altre la segona cadena. Aquest plasmidis sén incorporats al
bacteri Escherichia coli pel fet de que son els bacteris més estudiats i es reprodueixen
rapidament aconseguint molts organismes capacos de sintetitzar una de les dues
cadenes. Un cop sintetitzades, les cadenes son purificades extraient part d’altres
proteines que hagin pogut contenir al ser fabricades i finalment les dues cadenes sén
unides mitjangant ponts disulfur (veure Figura 9).
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Figura 9. Esquema de la sintesi de insulina mitjancant bacteris GMO. Font: Universidad de Murcia (adaptacid)

L’avantatge de la produccié d’insulina mitjangant GMO no només ha estat disminuir el
temps de sintesi i abaratir-ne el preu, siné que també ha permés modificar I’estructura
de la insulina millorant-ne els seus efectes. El primer cas data del 1996, quan Humalog
va intercanviar la posicié de dos aminoacids aconseguint augmentar la velocitat en que
la insulina feia efecte i, actualment, es poden adaptar les caracteristiques de la insulina a
les necessitats dels pacients.

4.3.- Investigacio:

Mitjangant la modificacié genética és possible obtenir animals que pateixin malalties
humanes per tal de poder-les investigar i provar farmacs i terapies abans d’aplicar-les a
un ésser huma. També €s possible la insercid, 1’extraccid i la transposicid de gens en
determinats organismes o cel-lules per tal de coneixer la seva funcid. Les técniques més
conegudes son la sobreexpressid del gen, la seva inhibici6 coneguda com knock out o la
reduccio de la seva expressio coneguda com knock down.

Com altra part practica del nostre treball de recerca, vam intentar comprovar si una
proteina intervenia en la via senyalitzacio de la insulina emprant com a model cel-lules
modificades gencticament, seguidament podem trobar [’article que narra aquesta
practica.
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4.3.1.- Estudi del paper de la mitofusina-2 (Mfn2) en la regulacié de la
via de senyalitzaci6 de la insulina.

Marti Recort Fornals

Abstract Dades de la Organitzacido Mundial de la Salut (OMS) situen la malaltia de la
diabetis o diabetis mellitus com una de les 10 principals causes de mort en el mon. Sent
un tema transcendent, és la principal causa de preocupaci6 en salut publica i un dels
temes més presents en 1’ambit de la investigacio.

Cientifics de diferents paisos treballen en aquest camp, cercant farmacs i terapies per
millorar les condicions de vida dels malalts. Principalment s’investiga en la diabetis de
tipus 2 o diabetis d’adult, caracteritzada per la resisténcia del propi cos a la insulina. En
aquest estudi hem volgut comprovar la intervencié d’una proteina encarregada de la
dinamica mitocondrial, la Mfn2, en la via senyal de la insulina per tal de coneixer els
mecanismes del nostre cos i com resoldre i regular la resistencia a aquesta hormona.

Per fer-ho ens hem ajudat de 1’enginyeria genética, modificant un cultiu cel-lular per tal
de bloquejar I’expressio de Mfn2 i poder comprovar si els nivell de la proteina quinasa
B (Akt), proteina que forma part de la via senyal de la insulina, es mantenen estables o
es veuen afectats i, per tant, veure si la Mfn2 intervé en aquesta via.

Basant-nos en I’article Mitofusin 2 (Mfn2) links mitochondrial and endoplasmic
reticulum function with insulin signaling and is essential for normal glucose
homeostasis [1], la nostra hipotesi era que els nivells d’Akt serien inferiors en les
cel-lules modificades que produien menys mitofusina-2, adversament els nivells de
proteina es van mantenir constant tant amb ’expressié de la Mfn2 bloquejada com en
els controls.
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Introducci6 La diabetis mellitus o
diabetis és una malaltia basada en un
conjunt de trastorns metabolics que
afecten a diferents organs i teixits
caracteritzant-se per [’augment dels
nivells de glucosa en sang, la
hiperglucémia. Aquesta malaltia és
principalment deguda a la baixa
produccié de I1’hormona insulina,
secretada pel pancrees i al mal us
d’aquesta per part del cos.

Dins dels diferents tipus de diabetis, la
tipus 2 és caracteritza per la resisténcia
a I’acci6 de la insulina per part de la
cél-lula i per una secrecié deficient de
I’hormona per part del pancrees, donant
com a resultat elevats nivells de glucosa
en sang.

Es coneix que en pacients obesos o
malalts de diabetis tipus 2, ’expressio
de Mfn2 es veu reduida en les cel-lules
de muscul esqueletic [2, 3]. La Mfn2
intervé en diferents funcions cel-lulars
com la proliferacié de la cél-lula, el
metabolisme oxidatiu, 1’autofagia 1 la
dinamica mitocondrial [4-8]. Els
mitocondris  s6n els  organuls
encarregats de la respiracié cel-lular,
capacos de convertir matéria organica
en energia. Perquée els mitocondris
funcionin correctament deuen estar en
constant fusid i fissio entre ells, fet en el
que intervé la Mfn2, participant junt
amb la mitofusina-1 en el procés de
fusio.

En aplicar insulina a les cél-lules, els
receptors d’insulina (tirosina/quinases)
creen residus fosforilats on es poden
unir els “insulin receptor substrate 1”

(IRS1) que també fosforilen i serveixen
d’uni6 per fosfoinositol 3-quinasas
(Pi3K), els quals son activats fosforilant
a Akt qui mobilitza a glucose
transporter type 4 (GLUT4), una
proteina de membrana transportadora de
glucosa que en condicions basals es
troba en un 90-95% al citoplasma i al
ser activada per Akt migra cap a la
membrana plasmatica, fusionant-shi i
permetent Il'entrada de glucosa a
I’interior de les cél-lules.

Fonamentant-nos en els pacients de
diabetis tipus 2 que tenien l’expressio
de Mfn2 reduida, la nostra hipotesi era
que aquesta havia d’intervenir en la via
senyal de la insulina, creant una
disfunci6 mitocondrial i per tant
produint una especie reactiva d’oxigen
activant les c-Jun N-terminal kinases
(JNK) que soOn serina/quinases que
inhibeixen la via de senyal de la
insulina perqué  fosforilen els
aminoacids (AA) de serina dels IRS1
impedint que es fosforilin AA de
tirosina i, com a consequéncia,
dificultant la  producci6  d’Akt
fosforilada 1 ’entrada de glucosa a la
cél-lula (Mirar Figura 1).

Per comprovar-ho vam treballar amb la
linia cel-lular C2C12 de cel-lules del
muscul esqueletic de ratoli (mioblast
sense diferenciar a miotubs). Vam fer 2
grups de cél-lules infectant-ne un amb
adenovirus que contenien el gen
productor d’uns micro RNA especifics
per fer un knockdown (bloqueig) a la
regi0 de I’RNA missatger cel-lular
encarregat de produir la Mfn2. A més,
I’adenovirus també estava preparat per
transmetre el gen que codifica per la
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proteina verd fluorescent (GFP) per tal adenovirus que contenien la informacid

de tenir les c¢l-lules que s’havien de la GFP i, en lloc del que produiria els
modificat marcades. L’altre grup va ser micro RNA, una seqliéncia scramble
el control al que vam infectar amb (no especifica per cap gen del ratoli).
Insulina
Receptorde T - .
insulina Resisténcia a la insulina

GLUT4

Lk

Translocacio @
de GLUT4 1

/
- Vesicules
/ - ambGLUT4

1
Sintesi T P e
de proteines
Creixementi

diferenciaci6
cel-lular

Disfuncio mitocondrial

Figura 1. Via senyal de la insulina. Font: Seminario resitencia Insulina Mfn2 Marzo12 (adaptacio).
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Materials i métodes

Intervé la Mfn2 en la via
senyalitzacio de la Insulina?

Comprovar-ho amb mioblasts
modificats genéticament

Control (Ct)

Ct + Insulina (Ct+1)

Knockdown Mfn 2 (Kd)

Preparacio dels cultius cel-lulars

Transduccié adenoviral

Addici6 insulina

Extraccio i quantificacié de proteines

La Mfn2 intervé
en la via
senyalitzacio de la
insulina

Identificacié de proteines

Si No

S’han observat

diferéncies?

Figura 2. Disseny experimental.

Alguna variable no
s’ha controlat
correctament o la
Mfn2 no influeix
en la via
senyalitzacio de la
insulina
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Vam comencar amb dues plaques de
petri amb cel-lules de muascul esquelétic
de ratoli, mioblasts, de la linia C2C12.
Les plaques contenien 25mM d’un medi
anomenat ‘“Dulbecco's Modified Eagle
Medium” (DMEM), que contenia els
compostos necessaris per mantenir la
cel-lula i ajudar-la a créixer, tals com
aminoacids, sals (clorur de calci, clorur
de potassi, sulfat de magnesi, clorur de
sodi i fosfat de monosodi), glucosa i
vitamines (acid folic, nicotinamida,
riboflavina, B12). També contenien un
10% de “fetal bovine serum” (FBS) que
conté diversos factors de creixement per
les cél-lules, HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic  acid) un
tampo i antibiotics com la penicil-lina i
I’estreptomicina.

Aquestes dues plaques van ser
repartides en altres dues plaques de 6
pous cada una; 6 pous amb knockdown
de Mfn2 i 6 pous sense. Posteriorment
vam organitzar aquestes plaques de sis
pous en 4 grups; 3 pous amb bloqueig
de Mfn2 i preséncia d’insulina (Kd+l),
3 amb bloqueig de Mfn2 sense
presencia d’insulina (Kd), 3 sense
bloqueig de Mfn2 i presencia d’insulina
(Ct+1) i 3 sense blogueig de Mfn2 i
sense preséncia d’insulina (Ct).

Finalment es va realitzar un western
blot, per comprovar els nivells Mfn2, de
B actina (control de carrega) i de la
proteina quinasa B (Akt) (veure Figura
2).

Preparacié dels cultius cel-lulars:

L’objectiu del primer dia, el 8 de Juliol
de 2013, era passar les cél-lules de les
plaques inicials a les plaques de 6 pous

on s’infectarien amb els respectius
adenovirus. Per fer-ho vam comencar
observant les cel-lules en un microscopi
optic d’inversio a diferents augments
observant que les cél-lules estaven
enganxades al fons de la placa, unes
tocant amb altres (veure Figura 3).

7 4 \ N Y = -
Figura 3. Observacio del cultiu inicial i
extraccié del medi.

Les haviem de desenganxar per tal de
poder passar-les a la placa de 6 pous
amb el que vam comencar aspirant el
medi de les plagues mitjancant una
pipeta connectada a una bomba de buit.
El motiu per haver extret el medi era
que aquest inhibia I’efecte de la tripsina,
una proteasa que utilitzariem per
desenganxar les cel-lules de la placa i
separar-les entre elles.

Perque no quedessin restes del medi
vam netejar la placa amb 10mL de
phosfate buffer saline (PBS) i vam
aspirar novament, deixant el cultiu llest
per afegir-li ImL de tripsina i dipositar-
lo a la incubadora de 37°C durant 1
minut per potenciar 1’acci6 de Ila
proteasa.

Tornant a observar, les cél-lules
s’havien separat i havien adoptat una
forma esférica. Per a evitar que la
tripsina les degradés, es van afegir 4mL
del medi (DMEM), inhibint 1’efecte de
proteasa i donant-li els nutrients
necessaris. Prévia separacié de les
cél-lules  pipetejant-les  seguida i
rapidament, les vam passar a un tub
falcon de 15mL (veure Figura 4).
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J F
Figura 4. Cel-lules amb DMEM al tub
falcon.

Seguidament vam contar les cél-lules
que teniem mitjancant una cambra de
Neubauer per tal de coneixer la
quantitat de cél-lules que hauriem de
sembrar a cada forat de la placa de 6
pous. Vam agafar 10uL de les cel-lules i
els vam posar en un eppendorf junt a
90uL de DMEM per tal de tenir les
cel-lules diluides 10 vegades, facilitant
el recompte al aplicar-ho al Neubauer.

T om

Figura 5. Neubauer observat al
microscopi.

La cambra de Neubauer consta de
diversos porus formant una quadricula
on es queden enganxades les cél-lules i
mitjancant un microscopi se’n pot fer
recompte quadrat per quadrat (veure
Figura 5). Nosaltres vam recomptar una
mitjana de 13 cél-lules, xifra que vam
multiplicar per 10 per compensar la
dilucio i seguidament per 10000, escala
de la cambra amb la que treballavem,
obtenint com a resultat 1300000
cel-lules/mL. Tenint present els calculs i
gue normalment es sembren 250000
cél-lules a cada pou, vam afegir 2mL de

DMEM i 200puL de cel-lules per orifici i
ho vam posar a incubar durant tota la nit
a 37°C.

Transducci6 adenoviral:

Ens disposavem a realitzar la
transduccié adenoviral, infectant el
mili6 de cél-lules que s’haurien produit
en cada pou amb els adenovirus
especifics. En aquest punt vam
diferenciar les 2 plaques: Control (Ct)
contindria les cel-lules infectades amb
els adenovirus que transportaven
informacié per produir la GFP i una
seqliencia  scramble com  control.
Knockdown (Kd) seria infectat amb
adenovirus que també  portaven
informaci6 per la GFP i contenien un
gen que produiria uns micro RNA
encarregats de fer un knockdown a la
zona de I'RNA missatger de les
cél-lules on es produeix la Mfn2 (veure
Figura 6).

Figura 6.Plaques Ct i Kd.

Vam realitzar calculs partint de que
teniem 1000000 cel-lules per pou, que
la multiplicity of infection (moi),
numero mitja de virus infectant cada
cél-lula, seria 200, el que equival a 200
plaque forming units (pfu)/cél-lula i que
els virus estaven concentrats a 1x10™
pfumL.  10°  cél-lules/pou X
200pfu/lcél-lula  x 1mL/10Ypfu x
1000pL/ImL = 2uL/pou. Com cada
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placa constava de 6 pous, vam preparar
2 tubs falcon amb 12ml de DMEM i en
un vam afegir 12yl de 1’adenovirus
control i en I’altre 12uL de 1’adenovirus
que faria bloquejar D’expressio de la
Mitn2. Després d’aspirar el medi de les
plaques, vam aplicar 2mL de la solucio
del tub falcon corresponent a cada pou i
ho vam deixar incubar durant dos dies a
37°C i 5% de CO, perque el virus
pogués infectar correctament.

En treure les cel-lules de la incubadora
vam comprovar que el medi havia
canviat de color. D’un color vermellds
havia passat a un color taronja degut al
metabolisme de la glucosa que havia
passat a lactat. Vam extreure el medi
oxidat, vam netejar amb PBS i vam
tornar a posar 2mL de DMEM a cada
pou.

Addicié d'insulina;

Seguidament vam banyar part de les
cél-lules amb insulina, 2uL d'insulina
100uM a 3 dels pous de Ct i altres 2uL
a 3 dels pous de Kd (marcant-los) fent
que la insulina quedés a 100nM.
Després de 15 minuts vam aspirar el
medi, ho vam rentar amb PBS, ho vam
tornar a aspirar i ho vam posar al
congelador a -80°C perqué les cel-lules
no poguessin actuar fins que tornéssim a
treballar el seguient dia.

Extraccio i quantificacio de proteines:

Vam descongelar les cel-lules i, amb
I’objectiu d’aillar les proteines vam
afegir a cada pou 150uL d’un buffer
que contenia detergent tritd per trencar

les membranes cel-lulars i inhibidors de
les proteases i fosfatases per no
degradar les nostres proteines. Quan el
detergent havia fet efecte, vam rascar
les cél-lules del fons dels pous amb uns
scratchers (rascadors) i les vam passar a
uns tubs eppendorf (12 en total, 1 tub
per pou) on vam homogeneitzar les
cel-lules fent-les passar per una xeringa
10  vegades.  Seguidament vam
centrifugar els tubs a 700G (relative
centrifugal force (rcf)) durant 10 minuts
per tal de separar els restes cel-lulars
que formarien un pellet (precipitat) de
les proteines que quedarien al
sobrenedant.

Aquest sobrenedant era un homogenat
proteic i, per poder carregar la mateixa
quantitat de cada proteina en el gel del
western  blot, vam valorar la
concentracio  proteica mitjancant la
técnica de I’acid bicinconic. Afegint els
reactius especifics d’aquest metode,
aquests reaccionen amb els enllagcos
peptidics de les proteines i generen un
to de color directament proporcional a
la quantitat de proteina de la mostra
(una maquina s’encarrega de fer la
comparacié  color-quantitat)  (veure
Figura 7). Les concentracions d’una
mostra respecte 1’altra van ser molt
semblants, només diferia la primera, la
1 de Ct sense insulina, que era inferior a
la resta.

Figura 7. Maquina encarregada de
quantificar les proteines mitjangant la
técnica de 1’acid bicinconic. 30



Identificacid de les proteines:

Mentre realitzavem aquest procés, vam
preparar el gel d’acrilamida amb 15
pous per poder fer el western blot. Al
polimeritzar, 1’acrilamida forma wuna
malla porosa que dificulta el pas de les
proteines separant-les segons la seva
massa en Daltons, coneixent que les
nostres proteines tenien unes masses
d’uns 40kDa — 80kDa, vam preparar el
gel amb un 10% d’acrilamida (veure
Figura 8).

Vam afegir els components del gel
separador i seguidament el persulfat
amonic  (APS) per iniciar la
polimeritzacié. Sobre el gel separador
vam afegir isopropanol per tal que el gel
quedés recte. Quan el gel havia
polimeritzat vam extreure 1’isopropanol
i vam afegir els components del gel
apilador amb els seus components
polimeritzants a la placa del gel junt
amb la pinta de 15 forats.

FigUra 8.
d’acrilamida.

Preparacio  del  gel

Quan va haver polimeritzat, el vam
embolicar amb paper humit i paper de
plata, el vam deixar a la nevera per
utilitzar-lo al dia seglent quan
I’utilitzariem per a realitzar la técnica
del sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) per tal d’observar els

nivells de Mfn2, Akt i B actina (B actina
era una proteina que no s’havia
modificat en tot el procés i serviria com
control de carrega, per saber si hem
carregat més o menys quantitat de
proteines en cada pou).

En 12 tubs eppendorf vam posar
respectivament 12uL de les nostres 12
mostres i vam afegir 4uL de loading
sample buffer (LSB) x4, un buffer que
contenia dodecilsulfat sodic (SDS),
substancia que a 95°C desnaturalitzaria
les proteines i faria que formessin
micel-les igualant les carregues. També
contenia glicerol per tal de donar
densitat, blau de bromo fenol per donar
color i dithiothreitol (DTT) que era un
agent reductor que s’encarregaria de
trencar els ponts de sulfur. En la mostra
nimero 1, Ct sense insulina vam
preparar 8,5uL de mostra i 2,8uL
d’LSB perqué al realitzar la tecnica de
I’acid bicinconic vam veure que no hi
havia suficient quantitat de proteina.
Mentre el buffer actuava durant uns 5
minuts a 95°C al termomixer, vam posar
el gel a la cambra per realitzar la
separacio de les proteines i la vam
omplir amb running buffer 1x, buffer
amb una concentraci6 especifica de sals
gue potenciaria el intercanvi de corrent
entre els pols de la cambra.
Seguidament vam carregar els pous amb
15pL de marcador i 16uL de la mostra
tal i com esta indicat a la Figura 9 i
vam deixar cérrer el gel durant 1 hora a
50mA.
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Ct1 Ct2 Ct3 | Ct+l1 | Ct+l2 | Ct+13

Figura 9. Mostres en els respectius
pous. M = Marcador, Ct = Control, Kd
= Knockdown, I = Insulina (banyats).

Mentre aquest corria, vam preparar els
productes i materials per realitzar la
transferéncia. El buffer de transferencia
constava de 80mL de buffer de
transferencia x10 més 560mL d’aigua
més 160mL de metanol. També vam
tallar 8 papers whatman i la membrana
de polyvinylidene difluoride (PVDF) a
una mida de 5,5cm x 8 cm i quan el gel
va estar preparat vam muntar-ho de
forma que quedés: placa, esponja, 2
whatman, gel, membrana PVDF
(préviament activada 15 segons en
metanol), 2 whatman i placa (veure
Figura 10). Seguidament ho vam posar
a correr durant una hora a 250mA per
fer la transferéncia (veure Figura 11).

Figura 10. Muntatge de les plaques
amb el gel.

f* f*L

! e S d
Figura 11. Gel en la cambra amb el
buffer on va correr a 250mA durant 1
hora.
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En treure la membrana, la vam banyar
durant 1 hora a temperatura ambient
amb PBS tween (PBS-T) a 0,1% amb
un 5% de llet en pols per a bloquejar-la
(les proteines de la llet bloquegen la
membrana minimitzant el background
en el revelatge). Al passar I’hora vam
realitzar 3 rentats de 10 minuts amb
PBS-T i seguidament vam afegir
I’anticos primari deixant-ho incubant
tota la nit a 4°C. Al dia seglient vam
tornar a rentar 3 vegades la membrana
durant 10 minuts amb PBS-T per
extreure 1’excés d’anticos primari i
seguidament vam afegir 1’anticos
secundari que incloia la horseradish
peroxidase (HRP) per tal d’augmentar
la sensibilitat de 1’anticos. 1 hora més
tard vam rentar novament 3 vegades
amb PBS-T durant 10 minuts tenint
llesta la mostra per ser revelada. (Els
anticossos  primaris  reconeixen la
proteina i els secundaris s’adhereixen a
I’anticos primari per acabar de localitzar
la proteina desitjada. En el nostre estudi
vam fer servir un anticos primari de
ratoli per la Mfn2 i la B actina, un de
conill per Akt i els respectius anticossos
secundaris anti-ratoli i anti-conill).

Vam afegir la luminata crescendo
western HRP i ho vam incubar durant 1
minut. Seguidament vam posar la
membrana en el film (veure Figura 12)
i ho vam revelar a la camera fosca.

Figura 12. Placa preparada per revelar.

Resultats

Figura 13. Revelatge de la membrana.
La primera linia correspon a la Mfn2
(~86kDa), la segona a Akt (~60kDa) i
I’Gltima a B actina (~40kDa). L’ordre
dels compostos segueix sent, d’esquerra
a dreta: marcador, 3 controls, 3 controls
previament banyats amb insulina,
marcador, 3 knockdown, 3 knockdown
préviament banyats amb insulina i
marcador.

Figura 14. Revelatge deixat més temps
on s’observa millor ’Akt pero la linia
de Mfn2 i B actina apareixen cremades.
Es respecta I’ordre de la Figura 13.

Els resultats (veure Figures 13 i 14) no
concorden amb la hipotesis inicial, els
nivells d’Akt no son inferiors en les
cél-lules modificades per produir menys
mitofusina-2 ni s’aprecia diferéncia
entre els cultius banyats amb insulina
respecte als que no ho han estat. Els
nivells de B actina (control de carrega)
semblen constants menys en Ct 1 on
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haviem carregat menys proteina pel que
aparentment les quantitats de proteines
per pou ha estat la mateixa. Els nivells
d’Akt 1 Mfn2 semblen molt similars
entre unes mostres i altres.

Discussio

Inicialment esperavem veure menys
quantitat de Mfn2 en les cel-lules
knockdown degut a la propia restriccio
de I’expressi6 de la proteina i també
esperavem trobar una expressio reduida
d’Akt deguda a la  disfuncio
mitocondrial produida per la mancanga
de Mfn2. (Figura 15). Adversament, els
nivells d’aquestes dues proteines es van
mantenir constants.

Resultats | Nivells Nivells
esimats: Mfn2 Akt

Ct Normals Baixos
Ct+l Normals Normals
Kd Baixos Baixos
Kd+l Baixos Baixos

Figura 15. Taula amb els resultats
estimats/hipotetics.

Per aquesta investigacié ens basavem en
I’estudi  Mitofusin 2 (Mfn2) links
mitochondrial and endoplasmic
reticulum  function  with  insulin
signaling and is essential for normal
glucose homeostasis on, treballant amb
miotubuls i seguint un protocol similar
al nostre, van obtenir resultats
favorables. Nosaltres voliem comprovar
aquests resultats mitjangant mioblasts,
cél-lules del muscul esqueletic de ratoli
que encara no s’havien diferenciat a
miotubuls pero els resultats no van
coincidir. Pensem que aix0 és degut a
que el nostre knowdown no va
funcionar correctament i que al ser

mioblast devien necessitar més quantitat
d’adenovirus que els miotubuls. Per
corroborar-ho s’haurien de fer nous
experiments dosis-resposta per veure
amb quina quantitat d’adenovirus es
reprimeix correctament la Mfn2 en els
mioblasts.

També esperavem notar diferencies en
els nivell d’Akt entre les mostres amb i
sense presencia d’insulina perd no vam
poder apreciar cap variacio. Sospitem
que la insulina podria haver estat
contaminada durant el procés afectant
als resultats, pel que s’hauria de
preparar una de nova i seguidament
repetir I’experiment esperant variacions.
Tanmateix, cal remarcar que les
cel-lules havien crescut amb un 10% de
serum que contenia insulina pel que
aquestes en podien contenir en basal i
aixo també podria haver influit en la
prova.
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5.- Conclusions:

La motivacié per fer aquest treball ve de 2011 quan em veia fascinat i intrigat per
descobrir el mon de la genética, dels organismes modificats i de les clonacions. Per
aquest motiu vaig aplicar al programa Joves i Ciéncia on vaig poder enriquir els meus
coneixements en aquests ambits i on es va donar peu a que realitzes la investigacid
sobre el blat de moro transgenic mitjancant Daphnia. Aconseguir tota la informacio i
material per redactar 1’article va ser tot un repte a nivell personal, era la primera vegada
que m’afrontava sol a articles cientifics i que havia de gestionar trucades i correus per
aconseguir el blat de moro modificat, el control i les Daphnia.

Al finalitzar ’article la meva curiositat seguia present i vaig aplicar al programa Crazy
About Biomedicine per poder satisfer-la. Els organitzadors d’aquest projecte van ser els
primers en preguntar-nos sobre qué voliem fer el treball de recerca i en oferir-nos les
seves instal-lacions per realitzar les parts practiques. Vaig ser destinat a un laboratori en
el que investigaven sobre la diabetis i, després de parlar amb el tutor i els companys de
practiques, vam decidir treballar amb cultius cel-lulars utilitzant cel-lules knockdown i
realitzant, al acabar, 1’article “Estudi del paper de la mitofusina-2 (Mfn2) en la regulacié
de la via de senyalitzacio de la insulina”.

Tenia dos articles amb un punt en comu, els GMO. Havia vist les seves aplicacions
practiques i em faltava acabar de conéixer alguns dels seus aspectes més teorics i
historics, per aquest motiu vaig decidir realitzar aquest treball de recerca, investigant
com son produits els GMO i podent exemplificar les seves utilitats mitjancant les
investigacions que havia realitzat.

Les intrigues que tenia al comencar han quedat resoltes i ara em puc aventurar a afirmar
que els GMO son imprescindibles pel mon actual que coneixem. Queden infinitat de
coses per descobrir dins d’aquest ambit i, encara que es plantegin problemes d’¢ética i de
salut respecte a la modificacié d’organismes, tant en medicina com en investigacio no
podriem haver arribat on som sense aquests. Gran part dels futurs descobriments dins de
la biologia dependran de la utilitzacid dels organismes modificats geneticament.
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