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RESUM

La seqiienciacié del DNA ens permet coneixer la composicié quimica d'un determinat
gen. Existeixen técniques per comprovar si un gen s'expressa en una cellula o teixit: son els
protocols coneguts amb el nom de transferencia northern (detecta la presencia de RNA mis-
satger) o la transferencia western (que detecta la presencia de proteina). En els darrers deu
anys han sorgit tot un seguit de tecniques que han permes passar de l'estudi individual
dels gens a l'estudi global. Aixi, la genomica estudia la seqiiencia de milers de gens alhora,
la transcriptomica comprova la presencia de tots els missatgers presents en una cellula en
un moment determinat i la protedmica fa el mateix, pero analitzant el contingut global de
proteines. En aquest capitol es presenten de manera resumida que sén i que aporten cadas-
cuna d’aquestes tecniques.

Paraules clau: genomica, transcriptomica, protedomica.

LABORATORY TECHNIQUES FOR THE STUDY OF GENES
AND THEIR EXPRESSION

SUMMARY

The DNA sequencing allows us to know the chemistry composition of a gene. Other-
wise, it can be evaluated if a gene is expressed in a cell by the northern blot protocol (which
checks for the presence of a messenger RNA) or by the western blot (which evaluate the
levels of a protein). In the past 10 years, the development of the new molecular biology
techniques allowed us to study the genes of a genome in a more global view. Then, the
genomics study the sequence of a thousands of genes at the same time, the transcriptomics
check for the presence of all the messengers in a cell, and the proteomics do the same but
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analyzing the protein global content. In this chapter are presented the main concepts and
the principal achievements of all these techniques.
Key words: genomics, transcriptomics, proteomics.

INTRODUCCIO

Per a un bioleg que fa vint anys va fina-
litzar els seus estudis a la universitat, la ge-
nomica, la proteomica, els microxips de DNA, o
els xips de proteines poden semblar paraules
d’altres branques del coneixement, potser
una fusi6 de la informatica i la biologia. I
el problema no és que els professors de la
facultat deixessin d’explicar una determi-
nada part del temari: és que en els darrers
deu anys ha aparegut tota una metodologia
d’analisi dels gens i de la seva expressio que
ha revolucionat sens cap mena de dubte la
biologia.

Per entrar pausadament en tots aquests
conceptes nous, val a dir que no sé6n més
que aproximacions globals a l'estudi mole-
cular de les ceHules. En el capitol anterior es
feia referencia a les tecniques que permeten
l'estudi individual de gens. Altres eines que
permeten coneixer gens de manera indivi-
dualitzada sén la seqtienciacié del DNA i
l'analisi de la seva expressié mitjancant 'es-
tudi dels RNA missatgers i les proteines.
En canvi, la genomica, la transcriptomica o
la protedomica permeten l'analisi de milers
de gens, milers de missatgers o milers de
proteines alhora. Per tant, més enlla de les
paraules, les «omiques» no sén metodolo-
gies estranyes, sin6 analisis massives dels
components moleculars de la ceHula.

Per facilitar la comprensi6 d’aquestes tec-
nologies noves, en aquest capitol presenta-
rem la tecnica que permet l'estudi individu-
al d'un gen (per exemple la seqiienciacio del
DNA) i tot seguit la seva «Omica» correspo-
nent (per exemple, els estudis genomics).
Ho farem seguint el fil argumental propo-
sat en la presentacié de diapositives que
podeu trobar en el CD. En aquest capitol és

clau la visualitzacié d'esquemes i dibuixos;
per tant, és millor llegir-lo tenint al davant
les imatges de la presentacio.

ES POT LLEGIR LA SEQUENCIA
D’UN GEN

Lestudi de les diferencies entre seqtien-
cies dels acids nucleics es pot realitzar mit-
jancant les tecniques de seqiienciacio. Hi
ha diferents estrategies per seqiienciar els
gens, pero la més implementada avui dia és
la inventada el 1975 por Frederick Sanger,
de la Universitat de Cambridge (Sanger et
al., 1977)

La tecnica de Sanger consisteix a sinte-
titzar fragments de DNA utilitzant com a
motlle el DNA que es vol seqiienciar, mit-
jancant la reaccié de PCR (vegeu el capitol
anterior). La clau del metode esta en el fet
que la sintesi de DNA es pot parar si en lloc
d'un desoxiribonucleotid (ANTP) safegeix
un analeg artificial del tipus didesoxiribo-
nucleotid (ddNTP) que, en no tenir el grup
—OH en el carboni 3’ no permet l'addicié
posterior d'un dNTP nou, i daquesta ma-
nera s'interromp l'elongacid de la cadena de
DNA. Aquests ddNTP son, per tant, nucle-
otids terminadors de la reaccié de sintesi
del DNA.

Per dur a terme el procés de seqiiencia-
cid, es prepara un tub i s'afegeix una bar-
reja dels quatre dNTP (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) i una barreja dels quatre ddNTP.
Aquests darrers s'afegeixen a una concen-
tracié molt menor per permetre que, durant
la sintesi de les cadenes de DNA, s’incorpo-
ri la majoria de les vegades el ANTP i no el
nucleotid terminador. De totes maneres, de
tant en tant s’incorporara un terminador i
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la sintesi s’aturara, i es produiran fragments
de DNA de grandaries diferents en funcio6
del lloc on s’hagin incorporat. Un cop fina-
litzada la reaccid, els productes obtinguts
se separen per electroforesi en gels de po-
liacrilamida. Aquests gels tenen el mateix
principi de separaci6 que els gels d’agarosa
(vegeu el capitol anterior), pero a causa de
la seva estructura altament ordenada tenen
una grandaria de porus més uniforme, fet
que permet una resolucié molt alta a 'ho-
ra de separar fragments de pesos similars;
de fet, poden separar fragments de DNA de
fins a un parell de bases de diferencia. Tot
i que els seqiienciadors en gel encara son
molt utilitzats, els equips de seqiienciacio
més moderns utilitzen sistemes d’electro-
foresi capilar, que presenten molts avan-
tatges, comparats amb una electroforesi
tradicional en gel. Els capillars presenten
una dissipacié de calor molt més eficient,
cosa que permet la utilitzacié de voltat-
ges més alts i, per tant, temps de carrera
molt més curts; també, com que el sistema
de deteccié és més sensible, es requereix
menys DNA per mostra que amb els gels
tradicionals (Righetti et al., 2002).

Els quatre nucleotids terminadors estan
marcats cadascun amb un fluorocrom di-
ferent. Aixi, al final de lelectroforesi, no
solament tenim separats els fragments de
DNA en funcié de la seva grandaria, sino
que també es poden visualitzar les bandes
de color diferent en funcié del nucleotid
terminador incorporat. Per tant, al final del
procés només cal llegir 'ordre d’aparicio de
bandes de colors diferents per saber 'ordre
de la seqiiencia del DNA (vegeu-ne l'esque-
ma a la presentacio).

Potser l'aplicaci6 més coneguda de les
tecniques de seqtiienciacio és el Projecte Ge-
noma Huma. La idea del projecte va sorgir
el 1985, pero el treball no es va iniciar for-
malment fins I'any 1990, i s’hi varen impli-
car centenars de laboratoris de tot el mén. El
febrer de 2001 es varen publicar conjunta-

ment dos estudis sobre la seqiienciacié del
genoma huma, I'un liderat per una empresa
privada (Venter et al., 2001) i l'altre per un
grup de cientifics de la comunitat internaci-
onal (Lander et al., 2001), aquest tltim amb
I'objectiu de fer publics i accessibles els re-
sultats obtinguts. L'objectiu d’aquest projec-
te era catalogar i analitzar tots els gens que
es troben en els cromosomes i que consti-
tueixen el genoma de l'especie Homo sapi-
ens. En definitiva, es pretenia descriure la
seqliencia de tot el DNA present en el nucli
d’una célula humana, és a dir, esbrinar l'or-
dre de les «lletres quimiques» o nucleotids.
De totes maneres, la seqiienciacié del DNA
és la tasca més senzilla de tot el projecte.
La interpretacié de les dades és el pas més
complicat: és resoldre un trencaclosques, i
és la veritable missi6 del projecte.

Per desgracia, la tecnica de seqiienciacio
de Sanger solament és capac¢ de generar
seqliencies d'uns sis-cents nucleotids de
mitjana d'un sol cop. Per aixo, per obtenir
la seqiiencia del genoma huma cal descom-
pondre el DNA en fragments de cinc-cen-
tes lletres, seqiienciar-los, i enganxar-los
en l'ordre correcte. Per tant, cal imaginar
el Projecte Genoma Huma com un trenca-
closques gegant, format per sis milions de
peces! (tres mil milions de nucleotids divi-
dits per cinc-cents nucleotids obtinguts en
cada seqiiencia), que cal anar empalmant
laboriosament fins poder llegir la seqiiencia
de cada cromosoma de manera continua. El
gran problema del projecte ha estat aconse-
guir ordinadors suficientment potents per
poder processar tal quantitat d'informacio i
aconseguir empalmar tots els fragments.

Una altra de les dificultats que han de
resoldre els ordinadors és que en aquesta
enorme sopa de lletres cal cercar els ele-
ments que constitueixen els gens. El geno-
ma huma solament conté entre trenta mil i
quaranta mil gens, i la resta son fragments
de DNA no codificants, en molts casos sen-
se funci6 coneguda: introns, regions entre
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gens, etc...). Del total de tres mil milions de
nucleotids, solament un 2 % porta el mis-
satge dels gens. De nou, fan falta ordina-
dors molt potents capagos de processar una
quantitat tan gran d’informacio.

ES POT LLEGIR LA SEQUENCIA
DE MILERS DE GENS D’UNA
MATEIXA PERSONA ALHORA

Les tecniques de genomica fan referéncia
a un conjunt de protocols heterogenis que
permeten analitzar milers de gens alhora
sense haver d’utilitzar el laboriés metode
de seqiienciacid. Aquestes tecniques no do-
nen resultats detallats sobre la seqiiencia
dels gens, perd donen una visio global del
genoma. D’aquesta manera es poden com-
parar genomes de la mateixa especie, o fins
i tot d’especies diferents.

En el mateix niimero de la revista Nature
en que es va publicar el primer esborrany
de la seqiiencia del genoma huma (Lander
et al.,, 2001) es parla també dels SNP (o SNIP,
de l'angles single nucleotide polymorphisms).
No era la primera vegada que es descrivi-
en: ja es coneixien com a RFLP, també de
I'angles (restriction fragment length polymorp-
hism), i no sébn més que variacions d'una so-
la lletra en la seqiiencia referencia del nos-
tre genoma que s'observen quan comparem
dos cromosomes entre si, sempre que es-
tiguin presents en almenys un 1 % d"una
poblacié determinada. Cal tenir en compte
que alguns d’aquests SNP els podem trobar
en la part codificant dels gens, els anome-
nats cSNP, que poden canviar I'aminoacid
normal per un altre en la proteina amb les
implicacions funcionals que aix0 suposa
(Brooker, 1999; Miller i Kwok, 2001).

De totes maneres, cadascuna de les per-
sones d’aquest planeta, amb l'excepcié dels
bessons monozigotics, t€ un genoma tnic, i
encara que quan comparem dues persones,
aquestes tindran un 99,9 % d’identitat entre

si, els separen milions de diferéncies. Un
total d'1,42 milions de SNP eren detectats ja
el 2001, quantitat que correspondria a una
densitat d'un SNP per cada 1,91 kilobases
(Lander et al., 2001). Actualment aquestes
xifres s’han incrementat fins a un total de
deu milions de SNP o polimorfismes d'una
lletra, i aproximadament un canvi cada
tres-centes bases. Aquestes xifres s’han ob-
tingut gracies a l'esforg internacional cristal-
litzat en el projecte Hapmap (0 mapatge
d’haplotips —I'haplotip és la combinacié de
diversos SNP en un mateix cromosoma—)
(Couzin, 2002). Lobjectiu d’aquest projecte
ha estat determinar el patrons comuns de
variacio de la seqiiencia de DNA en el ge-
noma huma, mitjancant la caracteritzacié
de les variants SND, les seves freqiiéncies
i la correlacié entre aquestes, obtingudes
amb l'estudi de mostres de DNA de dife-
rents poblacions del mén, com sén Africa,
Asia i Europa. Una de les conseqiiéncies
d’aquest projecte ha estat el desenvolupa-
ment de tecnologia puntera que ha permes
el genotipatge de totes aquestes variants
en un temps record i amb una exactitud
altissima.

La disponibilitat d’aquest ampli cataleg
de SNP obre la possibilitat del seu estudi
com a marcadors genetics en I'estudi d’asso-
ciaci6 a malalties complexes (com poden ser
la diabetis, el cancer, I'arteriosclerosi, etc.)
en estudis d’identificacié genetica (paterni-
tat, procedencia de mostres biologiques) i
estudis evolutius.

Les tecnologies desenvolupades en la de-
teccio dels SNP sén moltes i variades. Totes
intenten discriminar els dos allels del po-
limorfisme i poder genotipar individus, és
a dir, separar entre gent que porta les dues
copies «normals» o més abundants —els
anomenem homozigots normals o comuns—,
individus que sén portadors de dues copies
de l'allel polimorfic, mutat o rar, que sén els
homozigots rars o polimorfics i, per acabar, els
individus que en porten una copia de ca-
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da, és a dir, els heterozigots. Amb les analisis
també podem calcular la proporcié d’amb-
dos allels en la poblacié: el més abundant
s‘anomena normal, referéncia o major; l'altre
és el minoritari, mutant o menor.

A continuacio, exposem una de les moltes
possibilitats tecnologiques que actualment
es tenen per detectar SNIP. Per entendre-la
utilitzarem conceptes explicats en el capitol
anterior. Es tracta de la tecnica de lligacié
i extensio, que és el metode mes especific
i relativament facil d'optimitzar, pero és el
més lent i el que requereix el major nombre
d’oligonucleotids o sondes per portar-se a
terme. Per facilitar-ne la comprensio, reco-
manem seguir les imatges que podeu tro-
bar en el CD adjunt.

En aquesta tecnica, s‘utilitza l'enzim
DNA-ligasa, capag de realitzar unions en-
tre dues molecules de DNA. Quan dos oli-
gonucleotids adjacents sén units al DNA
diana, seran lligats només si aquests s’apa-
rellen perfectament en el punt dunid; és
a dir, si l'aparellament no és perfecte, la
DNA-ligasa no podra unir els dos oligonu-
cleotids adjacents. La base del metode esta
en el disseny d’aquests oligonucleotids. El
primer i el segon (P1 i P2 al dibuix) donen
sensibilitat a la técnica, ja que son els que
indiquen si la hibridacié amb el DNA dia-
na és perfecta o si hi ha una base que balla.
El tercer oligonucleotid (P3) és més llarg i
té tres regions amb seqiiéncies diferents: la
primera s'uneix al DNA diana de manera
especifica, just al davant dels primers oligo-
nucleotids (P1 i P2); la segona és una regio
central, també amb una seqiiencia especi-
fica de nucleotids, que després servira per
unir-se en un punt concret del xip de DNA;
la tercera, anomenada universal, és comuna
a tots els oligonucleotids P3.

Un cop s’ha produit la lligaci6 entre els
dos nucleotids es procedeix a I'amplifica-
ci6 per PCR dels productes resultants de la
lligacid. Per aixo sutilitzen un altre cop els
encebadors P1iP2, pero aquest cop marcats

amb un fluorocrom, i també s’utilitza 'ence-
bador P3. Fixem-nos que en una reaccio es
posen tots els encebadors, perqué en realitat
no sabem quin funcionara. Si el pacient era
homozigot per a I'allel normal llavors haura
lligat l'oligonucleotid P1 i s'amplificara amb
l'encebador P1; en cas contrari, ho fara amb
els encebadors P2, i si és heterozigot tindra
una barreja de productes amplificats amb
els encebadors P11 P2.

A continuaci6 es procedeix a desnatura-
litzar els productes amplificats i a la hibri-
dacio en el xip del DNA. Aquest xip és una
peca metallica hexagonal que conté una fi-
bra optica d'uns 0,5 cm de costat, on hi ha
dipositades una gran quantitat de gotes de
DNA: unes 30.000. Aquestes plataformes,
anomenades en angles microarrays (‘arren-
gleraments petits’) son un prodigi de l'en-
ginyeria que han permes la miniaturitzacio
dels processos d’analisi (Fan, 2006). En ca-
da gota del xip de DNA podem trobar una
petita quantitat de DNA amb la seqiiencia
complementaria de la regid especifica cen-
tral de l'oligonucleotid P2. Precisament
gracies a aquesta seqiiencia especifica, cada
DNA amplificat s'unira a un punt determi-
nat del xip de DNA, cosa que després ens
permetra la seva localitzacid. En realitat,
els DNA s’hibriden en cinc o sis punts dife-
rents de I'hexagon, per tal de tenir mesures
per quintuplicat i estar segurs de la consis-
tencia de l'observacid. Aixo fa que en cada
xip puguem analitzar mil cinc-centes varia-
cions de nucleotids per persona. Fixem-nos
que des del punt de vista de la informacié
practica, si estem avaluant els SNIP de mil
cinc-cents gens diferents, el resultat del xip
equival a «seqiienciar» mil cinc-cents gens
de cop!

Per acabar, tenim el procés de deteccio de
les fluorescencies, que es podria fer a ull,
mitjangant la utilitzacié d'un microscopi de
fluorescencia i avaluant el resultat de cada
gota. Pero aix0 seria molt costds i es podri-
en fer molts errors, ja que les gotes estan ex-
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tremadament juntes dins el xip. Per evitar
aquests problemes s’utilitzen uns lectors
automatics d’alta resolucié que informen
en una pantalla dordinador del resultat
global del xip i els resultats de cada gota.
El producte final és un informe detallat de
la presencia de mil cinc-cents SNIP d'una
persona.

ES POT LLEGIR LA SEQUENCIA
D’UN GEN DE MOLTES PERSONES
ALHORA

Les tecniques de genomica tenen moltes
aplicacions. Per exemple, de vegades en la
practica clinica ens trobem amb mutacions
molt representades en certes malalties i, en
aquests casos, el fet de trobar tals muta-
cions és un diagnostic clar de la malaltia.
Fins ara s’havia d’amplificar el gen i portar-
lo a seqiienciar, pero si es volen fer cribrat-
ges rapids a un cert nombre de pacients, de
vegades s'utilitzen estrategies genomiques.

En les presentacions del CD es pot trobar
un esquema del protocol de determinacio.
De manera resumida direm que primer cal
extreure el DNA dels pacients, després es
colloca en un microxip i després s'analitza
amb una sonda de DNA fluorescent que té
la mutacié que es vol analitzar. Si els paci-
ents presenten la mutacid, la sonda s'unira
als DNA i donara senyal fluorescent, i a I'in-
revés sino la tenen.

ES POT SABER SI UN GEN
EXPRESSA EL SEU mRNA

Sovint, en molts projectes de recerca o en
proves de diagnostic clinic, es vol saber si
en un gen s’esta fabricant 'mRNA o la pro-
teina corresponent. Entre altres aplicacions,
l'estudi de l'expressioé dels gens pot ser ttil

per:

— Coneixer en quins teixits s'esta expres-
sant un determinat gen.

— Estudiar quins gens s’expressen quan
s'administra un farmac.

— Determinar si una proteina virica o
bacteriana esta present en l'organisme.

Si es vol saber si un gen s’esta expressant,
generalment s'avalua la quantitat de protei-
na que codifica. De totes maneres, en molts
treballs d'investigaci6 s’estudien els nivells
de mRNA, ja que pot donar-se el cas que un
gen es transcrigui pero no es tradueixi.

En valorar els nivells d'un mRNA concret
d'una celula apareix un problema compli-
cat: es vol buscar una agulla en un paller.
La ceHula té molts mRNA i cal utilitzar una
tecnica que permeti detectar-ne un de sol.
Aquesta tecnica rep el nom de transferén-
cia northern (Alwine et al., 1977). El peculi-
ar nom anglés donat a aquesta técnica no
ilustra molt el seu funcionament, el qual
resumim a continuacié amb l'ajut dels es-
quemes presentats en el CD.

En primer lloc, es prenen unes quantes cel-
lules en un tub i es trenquen les membranes
per alliberar-ne el contingut. A continuacio,
s’eliminen les proteines presents mitjangant
I'addici6 de fenol; d’aquesta manera s'obté
una solucié més o menys pura de molecules
de RNA. Aquest tipus de molecules tenen
carrega negativa, de manera que si s’apli-
quen directament a un gel d’electroforesi
d’agarosa (vegeu el capitol anterior), en un
parell d’hores s’hauran separat en funci6
del seu pes molecular.

Posteriorment es transfereixen els RNA
separats des del gel d’agarosa a una mem-
brana d'un derivat de paper (nitroceHulosa)
per fer-los més accessibles a la sonda espe-
cifica que s’afegeix a continuacid. Aquesta
sonda és la clau de la tecnica: es tracta d'una
molecula de DNA complementaria a 'RNA
buscat. Aquesta sonda es troba marcada
amb biotina unida a les citosines, les quals
podran ser detectades posteriorment amb
l'ajut d'un anticos. Quan s’afegeix la sonda
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a la membrana, lliscara per sobre d’aquesta
buscant una seqiiéncia complementaria, i si
la troba s’hi enganxara. Es renta bé la mem-
brana i a continuacio6 s’afegeix l'anticos an-
tibiotina per detectar els punts d'unio de la
sonda. Aquest anticos porta unida una pro-
teina (com per exemple la fosfatasa alcalina)
que hidrolitza un compost quimic incolor
i el torna acolorit. Al final el que tenim és
l'aparicié de bandes de color a sobre de la
membrana que ens indicaran la preséncia
de I'mRNA cercat. En lloc de biotina, la son-
da de DNA pot estar marcada radioactiva-
ment, i aquesta és una altra estrategia per
poder visualitzar-la.

ES POT SABER QUINS GENS DEL
GENOMA EXPRESSEN EL SEU RNA

Mentre que la transferencia northern ens
permet estudiar la presencia d"un sol gen,
la transcriptomica estudia la presencia de
moltes molecules de mRNA, alhora que
permet estudiar les variacions dels mRNA
(o transcrits) entre teixits diferents o perso-
nes diferents. Les tecniques transcriptomi-
ques es basen en les tecniques genomiques
descrites anteriorment, i es presenten a con-
tinuacié de manera resumida.

Tali com es pot seguir en les illustracions,
existeixen xips de DNA dela grandaria d'un
portaobjectes, on hi ha trenta mil microgo-
tes, perfectament cartografiades, cadascuna
de les quals conté un gen diferent del geno-
ma huma; podem dir, per tant, que aquest
xip de DNA conté tot el genoma huma co-
dificant. Si extraiem I'RNA d’un pacient, el
marquem amb un fluorocrom i el llancem
sobre el xip, els diferents RNA s’hibridaran
amb els corresponents gens fixats al xip.
Quan amb l'ajut d'un lector de fluorescencia
analitzem els resultats, podrem comprovar
que hi ha gens que tenen fluorescencia (i
que per tant expressen 'mRNA) i gens que
no. Fins i tot es pot quantificar una mica la

fluorescencia i deduir el grau d’expressio
d'un gen concret. D’aquesta manera obte-
nim el perfil d’expressio de tot el genoma!
Si resulta que estavem analitzant un teixit
malalt, podem comparar el seu perfil d’ex-
pressié amb el perfil d'un teixit sa i obser-
var-ne les diferencies. No us heu preguntat
mai quins gens estan desregulats en un
determinat tipus de cancer? Potser aquests
seran la causa del creixement desmesurat
del teixit. Doncs aquestes analisis permeten
respondre aquest tipus de preguntes.

Una millora d’aquesta tecnica també es
troba representada de manera esquematica
en el CD adjunt. Es tracta de la hibridacié
diferencial en la qual els dos teixits (el teixit
problema i el control) es marquen amb fluo-
rocroms diferents i s’hibriden al mateix xip.
Siun gen del xip té color verd és que només
s’expressa en el teixit 1, si té color vermell
només s’expressa en el teixit 2 i si té color
groc és que s’hi han unit RNA dels dos co-
lors i, per tant, s'expressa en els dos teixits.

ES POT SABER SI UN GEN
EXPRESSA PROTEINES

Per saber si un gen s'esta expressant, és
a dir, si esta fabricant la proteina corres-
ponent, es necessita disposar d’anticossos
que reconeguin i s'uneixin especificament
a la proteina que volem. La seva obtenci6
és un procés rutinari que es pot veure es-
quematitzat en les diapositives. En primer
lloc, es purifica la proteina que es vol inves-
tigar i s'injecta a un animal d'una especie
diferent (normalment s‘utilitzen conills).
Lanimal desenvolupa una reaccié immuni-
taria i fabrica anticossos contra la proteina
injectada. Després d'unes poques setmanes
s’extreu serum sanguini de 'animal i es pu-
rifica, i d’aquesta manera s'obtenen grans
quantitats d’anticossos contra la proteina
desitjada. Els anticossos poden distingir
proteines molt similars i es poden utilitzar
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per determinar la quantitat total d'una pro-
teina en qualsevol barreja.

Limmunoassaig €s una tecnica que per-
met la deteccié de determinades substanci-
es d’origen biologic presents en I'organisme
encara que sigui en quantitats extremada-
ment petites. Generalment s‘utilitza per al
diagnostic de malalties: detectar cellules
tumorals, hormones, virus o bacteris. L'im-
munoassaig més famos és la prova de l'em-
baras.

Limmunoassaig ELISA (de l'angles en-
zyme linked immunosorbent assay, ‘enzimo-
immunoassaig sobre fase solida’) té lloc en
unes plaques especials amb diversos pous
per realitzar multiples deteccions de mane-
ra simultania. En el fons dels pous es troba
un polimer especial al qual s'unira l'anticos.
Les etapes d’aquest assaig es poden seguir
en l'esquema de la presentacié animada.

De vegades, la molecula que es vol detec-
tar en un pacient és un anticos, com en el
cas de les allérgies o les infeccions viriques.
Per exemple, en les analisis sanguinies ru-
tinaries per detectar el VIH no es busca el
virus directament, sind que es pretén deter-
minar si la persona analitzada ha fabricat
anticossos contra el virus. En aquest cas la
molecula que s'utilitza com a «trampa» per
cagar els anticossos és un fragment d'una
proteina virica. Aquest fragment es pot
sintetitzar quimicament i unir-lo al fons
dels pous d'una placa d’ELISA, a la qual
s'afegeix una mica de serum del pacient.
Després de realitzar un rentatge, s'afegeix
el segon anticos marcat, que detectara
la preséncia d’anticossos humans. De nou, la
presencia de color en la placa d’"ELISA con-
firmara el diagnostic; en aquest cas ens dira
que el pacient és seropositiu, és a dir, que
en la seva sang s’ha detectat la presencia
d’anticossos contra el VIH.

Els ELISA generalment s'utilitzen per
detectar proteines presents en mostres més
o menys senzilles, com les mostres d’orina o
sérum sanguini. Pero quan la mostra a ana-

litzar és molt més complexa, per exemple,
quan existeix un gran nombre de proteines
i en una gran concentracio, s'utilitza una
tecnica de immunoassaig més sensible i es-
pecifica: la transferéncia western. Es tracta,
doncs, un altre cop, d'una técnica que per-
met trobar una agulla en un paller immens
(Towbin et al., 1979).

La similitud del nom amb el de la tec-
nica descrita en l'apartat anterior ja sug-
gereix que les passes a seguir seran molt
semblants. Basicament, es prenen unes
quantes cellules (procedents d'un cultiu de
teixit, per exemple) en un tub i mitjancant
un procediment fisic (pressio, ultrasons,
xoc osmotic...) es trenquen les membranes
per alliberar el contingut cellular, i se n‘ob-
té un homogeneitzat. A continuacid, aquest
homogeneitzat es barreja amb un detergent
anionic (normalment I'SDS, dodecil sulfat
sodic) que s'unira a les proteines i les des-
naturalitzara i carregara negativament.
Després d'uns minuts, la barreja es colloca
en un gel delectroforesi d’acrilamida i
s’hi aplica un camp electric. Les proteines
avangaran cap al pol positiu, pero les més
grosses es retardaran en comparacio de les
petites. D’aquesta manera, les proteines es
distribuiran al llarg del gel segons el seu
pes molecular. Aquests tipus d’electroforesi
rep el nom de SDS-PAGE (de I'angles sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electropho-
resis, ‘electroforesi en gels de poliacrilami-
da en presencia de dodecil sulfat sodic’), a
causa dels dos principals components que
porta: I'acrilamida i I'SDS.

Un cop separades les proteines, es trans-
fereixen a una membrana (que en aquest
cas sol ser de nilé) per fer-les més acces-
sibles a l'anticos especific que s'afegeix a
continuacid. Un cop afegit, la membrana
s'agita de manera que l'anticos llisqui per
sobre seu, i si troba la proteina correspo-
nent s’hi unira. El complex proteina-anticos
format sobre la membrana pot detectar-se
mitjan¢ant I'addicié d"un segon anticos que
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reconeixera la presencia dels anticossos pri-
maris (normalment, aquest segon és un an-
ticos fet en cabra que reconeix anticossos de
conill en general). Per poder visualitzar
totes aquestes interaccions, el segon anti-
cOs porta unit un enzim que produeix un
compost acolorit com en el cas de la tecnica
d’ELISA.

ES POT SABER QUINS GENS DEL
GENOMA EXPRESSEN PROTEINES

La proteomica es pot definir com l'estudi
del proteoma o conjunt de proteines expres-
sades en la céHula en un moment donat. Es
una area de recerca amb un creixement fort
en l'era postgenomica, i té com a objectiu fo-
namental la identificacié dels nivells d’ex-
pressio de proteines, 'estudi d’'interaccions
entre proteines i la determinacié de possi-
bles modificacions posttraduccionals.

Lanalisi proteomica permet als investiga-
dors estudiar el contingut proteinic global
d'un compartiment subcellular, cellular, tei-
xit o organisme en un moment determinat
i sota unes certes condicions ambientals. Es
una aproximacié molt adient per comparar
diferents estats d'un sistema biologic; per
exemple, sa versus malalt, cellules control
versus estressades, teixit alimentat versus
teixit en deju, etc.

Les estrategies de la protedomica es poden
agrupar en dos grans passos: la separacio
de les barreges complexes de proteines i la
identificacié posterior de cada una. El con-
junt de proteines es pot separar fent servir
gels de SDS-PAGE, l'electroforesi 2D (elec-
troforesi en dues dimensions) o la croma-
tografia liquida multidimensional. La iden-
tificacié de proteines es fa basicament amb
dues tecniques complementaries: l'aplica-
ci6 de l'espectrometria de masses per a la
identificacié de proteines i la seqiienciacio
automatica de l'extrem N-terminal de pro-
teines mitjancant degradaci6 d’Edman. A

continuacio detallarem algunes d’aquestes
tecniques.

Lelectroforesi 2D (dues dimensions) €s
una tecnica que permet analitzar mes-
cles complexes de proteines procedents
de mostres biologiques. D’entrada, cal un
tractament de la mostra per obtenir-ne ex-
clusivament la fraccié proteinica i eliminar
possibles interferencies, com soén les sals,
entre d’altres. Inicialment, les proteines se
separen en una primera dimensid segons el
punt isoelectric (pI) mitjancant isoelectro-
enfocament en gels que tenen un gradient
de pH. En la segona dimensid, les proteines
se separen d’acord amb la massa molecu-
lar en un gel estandard SDS-PAGE (vegeu
l'apartat anterior). A continuacio, es duu a
terme la tinci6 dels gels (amb tincions es-
pecifiques de proteines, com el Comassie o
la tincié de plata), s'adquireixen les imatges
dels gels amb un escaner d’alta resolucio i
s’analitzen amb un programari especialit-
zat. Aixi es poden comparar gels i observar
canvis en el patré de taques: variacié d'in-
tensitats, aparicié o desaparicié de taques,
desplacaments d’algunes bandes, etc.

Si es vol saber a quina proteina correspon
una banda concreta del 2D, es pot aplicar
I'espectrometria de masses. Per dur a terme
aquest procés és retalla la banda, es nete-
ja de contaminants i es digereix enzima-
ticament amb una proteasa (per exemple,
la trombina). Un cop digerida, els peptids
resultants s’ionitzen amb un laser i es fan
viatjar a través d'un tub atrets per un anode
que al final té un detector; aquest sistema
d’analisi es coneix amb el nom de MALDI
(de Vangles matrix assisted laser desorption-
ionization, ‘alliberament-ionitzaciéo facili-
tada per laser’). El temps de vol que tarda
el peptid a viatjar fins al detector (conegut
com a TOF, de l'angles time of flight, ‘temps
de vol’) és dependent de la massa molecu-
lar del peptid: els més grans arribaran més
tard i els més lleugers arribaran abans. Al
final del procés una pantalla d’ordinador
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ens representara els espectres de MALDI-
TOF, els quals indiquen el nombre i la gran-
daria dels fragments generats a partir de la
digesti6 d'una proteina purificada.

Cal tenir en compte que les proteases
utilitzades per a la degradaci6 de les pro-
teines tallen seqiiencies especifiques d’ami-
noacids i, per tant, podem predir el pes
molecular dels fragments resultants: és el
que es coneix com a empremta dactilar de les
proteines. Podriem fer el simil que sén com
els enzims de restriccié del DNA, que do-
nen fragments del pes esperat si es coneix
la seqiiencia del gen. Per tant, el pas final
de les tecniques de protedomica és comparar
els cromatogrames del MALDI-TOF amb els
cromatogrames predits per ordinador, que
es troben en diferents bases de dades elec-
troniques. Al final I'ordinador ens dira a
quina proteina pertanyen els diferents pep-
tids detectats pel MALDL

Si la determinacié de l'empremta pepti-
dica no és suficient per identificar una pro-
teina determinada, es poden obtenir petites
seqliencies dels extrems N-terminals dels
peptids mitjancant la degradacié d’Edman.
Aquestes seqiiencies parcials obtingudes
d'un o diversos peptids solen ser suficients
per identificar una proteina mitjancant la
recerca de les seqiiencies obtingudes en ba-
ses de dades informatiques.

CONCLUSIO

Les técniques d’analisi d'un gen par-
ticular han donat pas a estudis globals, i
en aquests moments disposem de perfils
d’expressio de gens en condicions molt va-
riades. Sabem com responen els genomes
en presencia de sal, davant variacions de
temperatura, de pH, d’infeccions, d’agents
tumorals, de situacions d’excés o manca de
nutrients, etc. Fixem-nos que la informacio
que s'obté és radicalment diferent a la de
la genetica classica: aqui la pregunta no és

«s’expressa un determinat gen en preséncia
de sal?», sind «que fa el genoma sencer da-
vant un canvi en la pressié osmotica?». Ai-
xi doncs, amb un sol experiment sabem les
quantitats d’expressié de tots els gens d'un
determinat genoma.

En qualsevol cas, la informacié que s'ex-
treu d’aquests tipus d’escomeses és limi-
tada i cal que s’interpreti amb molta cura.
En primer lloc, a causa de les limitacions
de la tecnica, ja que la miniaturitzacié dels
processos sovint porta a errors dificils de
detectar. Per minimitzar aquests errors,
recentment les revistes cientifiques més
importants demanen que els experiments
de perfils d’expressié (els experiments de
transcriptomica, per exemple) es presentin
per triplicat i que s’eliminin els resultats
que no coincideixin en els tres experiments.
També, les variacions subtils, aquelles que
potser tenen una importancia biologica
clau, sovint no poden ser detectades mit-
jancant les escomeses experimentals de les
«omiques», i cal fer experiments individu-
als de transferencies northern i western per a
cadascun dels gens que es volen analitzar.

Amb el temps s’anira millorant la sensi-
bilitat i la reproductibilitat dels resultats.
Mentrestant, la quantitat ingent d'informa-
cié que s’esta obtenint en els laboratoris no
s'analitza en detall (resultaria impossible)
pero s'emmagatzema en servidors espe-
cials, on passen a formar part d’enormes
bases de dades que estan al servei de la co-
munitat cientifica. D’aquesta manera, quan
algt esta interessat en l'estudi d'un gen con-
cret, el primer que fa és mirar si ha donat
algun resultat interessant en experiments
de transcriptomica o protedomica en altres
laboratoris. En definitiva, estem en un mo-
ment en qué es generen grans quantitats
d’'informacid, fet que sens dubte produira
una explosié del coneixement molecular
que tenim de la vida.
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