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6. CONCLUSIONS

Les conclusions més rellevants extretes d'aquest treball sén les segiients:

« L'acumulacié d'acetat és un dels factors que limita I'eficiéncia d'un procés
de cultiu en bioreactor de cél-lules d'Escherichia coli. La seva formacio i
secreci6é depen tant de la composicié del medi de cultiu, de la concentracio
inicial de glucosa, del mode d'operacio i condicions de cultiu en bioreactor,
com del genotip de la soca. Convé caracteritzar I'efecte de cadascun
d'aquests factors sobre la fisiologia i metabolisme cel-lulars i adequar-los
per tal de reduir la seva formacid, ja que la seva acumulacié al brou de
fermentacié inhibeix el creixement i redueix |'expressié de gens

recombinants.

« Tot i que els diferents modes d'operaciéo de cultiu en bioreactor i les
estrategies d'alimentacio en cultius en discontinu-alimentat i cultius en
continu permeten reduir el rendiment de formacié d'acetat, en soques
d’Escherichia coli K12 la seva sintesi és constitutiva, i per tant, no es pot
eliminar del tot la seva formacié. No obstant, les estratégies d'alimentacié
de glucosa de manera que resulti limitant del creixement, minimitzen la seva

formacié i permeten augmentar el rendiment cel-lular.

« L'andlisi de fluxos metabdlics intracel-lulars revela que existeix un desajust
entre la capacitat de captacié i degradacio de la glucosa en la glucélisi fins a
piruvat i la incorporacié d'acetil-CoA al cicle dels acids tricarboxilics (CAT).
L'entrada de glucosa a una velocitat que excedeix la capacitat de les vies
centrals del metabolisme fa que el substrat principal del CAT, l'acetil-CoA,
no pugui ser acomodat pel cicle. La formacié d'acetat actua com a valvula de
seguretat dels excedents d'intermediaris de les vies centrals del
metabolisme que la cel-lula no pot aprofitar en la generacié de noves

ceél-lules i CO;, alleugerint el col-lapse que es dona a nivell del CAT.
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La formacié i secrecié de subproductes en condicions de creixement
aerobic en medis amb glucosa no és un fet dillat d'Escherichia coli K12. La
soca d'Escherichia coli BL21, en les mateixes condicions, produeix lactat, a
més a més d'acetat, com a subproducte majoritari. El llevat Saccharomyces
cerevisiae produeix etanol com a subproducte majoritari del metabolisme
aerdbic quan creix amb glucosa com a font de carboni. Les cél-lules animals,
com I'hibridoma KB26.5, produeixen lactat com a subproducte del
metabolisme aerobic de la glucosa. La causa de la formacié d'aquests
subproductes és I'elevada velocitat d'incorporacié dels substrats,
principalment la glucosa, fet que provoca un col-lapse metabolic degut a un
desajust entre les capacitats del catabolisme i l'anabolisme, tot i que a
diferents nivells del metabolisme intermediari. Mentre que a Escherichia
coli la formacié d'acetat és deu fonamentalment a un mecanisme de
compensacié dels excedents de carboni que no poden ser oxidats al CAT
fins a CO, i H20, en cél-lules eucariotes com Saccharomyces cerevisiae o
I'hibridoma KB 26.5 la formacié d'etanol i lactat respectivament, es deu a la
limitada capacitat dels mecanismes de transport entre el citosol i el
mitocondri (on té lloc el CAT i la respiracié) que permeten la regeneracié
dels cofactors reduits. En tots els casos la formacié de subproductes
suposa una disminucié de l'aprofitament dels recursos disponibles, i en
segon terme un factor de limitacié del creixement, i per tant, de l'eficiéncia

del procés.

La redistribuciéo de fluxos metabolics per tal de reduir la formacié de
subproductes, des de I'enfoc de I'Enginyeria Metabolica, ha de tenir en
compte en primer lloc la reduccié de la velocitat especifica de captacié de
glucosa, i en segon lloc la disminucié de l'acumulacié d'acetil-CoA per

augment de la capacitat d'acomodar-lo a nivell del CAT
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Conclusions

Es possible redistribuir els fluxos metabdlics intracel-lulars mitjangant
modificacions geneétiques senzilles de gens que codifiquen per enzims de les
vies centrals del metabolisme. No obstant, la modificacié en un sol gen pot
ser inefectiva o tenir un efecte parcial respecte l'objectiu fixat, degut a la
complexitat del metabolisme i la seva regulacié. Per aquesta rad, I'obtencié
d'una regulacié més eficient passa per l'expressié de miltiples gens que

actuin a dieferents nivells del metabolisme cel-lular.
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7. MATERIALS I METODES

7.1. INSTRUMENTACIO GENERAL DE LABORATORI

L'equipament de laboratori usat per a la realitzacié d'aquest treball es defalla a
confinuacié:

Per a la preparacié de medis de cultiu i reactius aixi com per a la determinacio del
pes sec de les mostres es va ufilitzar una balances digitals de tipus analitic i granatari
(AC100-Mettler; SBC22-Scaltec; PT600-Mettler). Per a la realitzacié de cultius de
cellules bacterianes i de llevats en medi solid (agar) es van utilitzar varies estufes
d'incubacié a temperatures entre 28°C i 37°C (varis models-Memmert). Els cultius de
cellules en suspensié en matras agifat es van realitzar en incubadors d'aire o aigua
amb agitacio orbital (HT-Infors i arcé de Gallenckamp). Els culfius de céllules
animals es van realitzar en un incubador de CO, al 5% de saturacié (3862 IR-Forma
Scientific). Els cultius en bioreactor de céllules en suspensié es van realitzar en
diferents equips bioreactors de sobretaulad’entre 1i 2 litres de volum dtil (Biostat-L,
Biostat-B i Biostat-MD-B.Braun Biotech). Tots els equips anaven equipats amb sondes
de tfemperatura, pH, pO, i escuma i coniroladors d'aquests parametres. Com a
equipamentaccessori pel desenvolupament dels diferents cultius en bioreactor es van
utilitzar petites bombes peristaltiques (Eyela i MasterFlex) i una bomba de membrana
amb capgals esterilitzables (FE-211-B.Braun Biotech). També es va disposar d'un
programari de monitoritzacio i control dels principals parametres de fermentacié
(MFCS v.3.2. B.Braun Biotech). Per mantenir les condicions d'esterilitat durant les
manipulacions de material es van utilitzar cameres de flux laminar horitzontal (BH-
10-Telstar)i de flux vertical (AV-100- Telstar). Ambdds eren irradiades amb llum U.V.
durant 10-15 minuts abans de treballar-hi. Per a |'esterilitzacié de totel material de
vidre, medis de cultiu i bioreactors es van utilitzar autoclaus eléctrics de laboratori
(Autester-Selecta i 400-Varioklav). Per a |'esterilitzacié de medis de cultiu o
components sensibles al calor s'usaven filires de 0.22 um de didmetre de porus
(Millex-6S-Millipore). Les observacions de cel-lules es realitzaven en un microscopi

optic (model BH-2-Olympus) des de 400 a 1000 augments. El recompte directe de
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ceéllules animals es realitzava en un microscopi invertit de conirast de fases (TMS-
Nikon) mitjangant un hemacitomeire (Improved Neubauer Chamber-Brand). El
seguiment dels cultius bacterians per densitat optica es va realitzar en un
espectrefotometre (PU8620-Philips). Pera la determinacié del pes sec celular (PSC)
s'ufilitzava un forn a 105°C (Selecta). Per a centrifugar el material bioldgic
s'ufilitfzaven microcentrifugues (112-Sigma), centrifugues de sobretaula (Megafuge
1.0-Heraeus Sepatech) i supercentrifugues refrigerades (J2-21M-Beckman).Per a la
determinacio analitica de D-glucosa i L-lactates va utilitzar un analitzador automatic
(YSI 2700 Select-Yellow Spring Inst). Per a la determinacié analitica de sucres,
dacids orgdnics i aminodcids es van utilitzar cromatografs liquids d'alfa resolucié
(HP1050 i HP1090-Hewlet Packard). Es disposava també del programari Millenium
(Waters) pel tractament dels resultats dels analisis per HPLC. Per a les fecniques de
DNA recombinant es va utilitzar una série d'equipament especific com cubefes
d'electroforesi per a gels de DNA (PharmaciaLKB), fonts d'alimentacio
(PowerPack200-BioRad) i un equip termociclador per a I'amplificacié de gens per
PCR (Hybaid-Biorad). Per a la visualitzacié del DNA tenyit amb bromur d'etidi es va
utilitzar un equip fransiluminador de raigs ultravioleta i, per a realitzar fotos de les

bandes dels gels, una camera (Polaroid amb carrets tipus #545).

7.2.LINIES CEL-LULARS i VECTORS PLASMIDICS

En la realitzacié daquest ftreball es van emprar fonamentalment cel-lules
bacterianes del genere Escherichia. També es van emprar, quan es va generalitzar
la problematica central en aquest treball (apartat 4.10), un llevat del génere

Saccharomyces i una cellula animal, I'hibridoma KB-26.5.

El genotip d'aquetes soques s'especifica a continuacio.

7.2.1 Linies cel-lulars
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7.2.1.1.Soques bacterianes

Escherichiacoli MC1061 (Meissner et al., 1987): K12 hsadR2, mcrB1, araD139,
AO(ara ABCHeu)y9;, O(lac)X74, galU, galK16, rpsL, thi, strA.

Escherichia coli BL21(Studier etal. 1986): B, F dcm ompT hsdS(rg. mg.)
Escherichia coli DH5-a (Hanahan, 1983): F/endAl hsdRl7(n m.") supE44 thi-1
recAl gyrA(Nal) relAl O(lacZY A-argF)ys{m80lacZ1'M15).

Escherichiacoli K12 wt (Bachmann i Reeves, 1994): K12 salvatge (Coli Genetic
Stock Center: C6SC#5073) soca F* rfbB51(del).

Escherichia coli PPA211(Ruijter etal. 1992): K 12 ptsG2 ptsMl strA glk-7 (Tn10
linked to pts) thi, rpsL. Soca modificada defectiva pel gens necessaris pel
fransport de glucosa i manosa a través del sistema de transport de la
fosfotransferasa (PTS). Cedida pel Dr. Pieter Posima de I'Institut de Recerca
Bioquimica E.C. Slater de la Universitatd Amsterdam

Escherichia coli F15 (Terada et al. 1995): K12 hospedadora del plasmidi pT3
cedida pel Dr. Katsura Izui del Departamentd Agricultura Bioldgica de la Facultat
d'Agricultura de la Universitatde Kyoto.

7.2.1.2. Llevat

Com a cél.lula de llevat es va utilitzar una espécie salvatge de Saccharomyces

cerevisiae .

7.2.1.3. cél-lula animd

La linia cel-lular animal ufilitzada en aquest freball fou I'hibridoma KB-26.5, que

prové de la fusié entre cél.lules de mieloma NS1 i limfdcits B de ratolins Balb C.

L'hibridoma KB-26.5 produeix un anticos monoclonal (IgG;) especific contra

I'antigen A, d'eritrocits. Aquest anticos monoclonal és un dels que s'ufilitzen en la

determinacio del grup sanguini del sistema ABO huma. La linia cel-lular que prové

delsLaboratoris Knickerbocker SAE (Barcelona).

7.2.2.Vectors plasmidics
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Els vectors d'expressié plasmidics emprats en aquest treball sén els segiients:

pJCO46: plasmidi derivat de pJLA602 (Schauder etal. 1987) que expressa el gen
lacZ d’E.coli sota el conirol dels promotors en tandem p, i pr del bacteriofag
lambda i el repressor termosensible del gen cI857" que codifica per un repressor
de la transcripcié que s'inactiva per temperatura a partir de 28°C (Casadaban et
al. 1980). A partir d'aquesta temperatura i fins a 42°C, el repressor inactivat
permet ‘inici de la transcripcid i per fantla sintesi de la profeina recombinant p-
galactosidasa d' Escherichia coli. Aquest sistema d'induccié és moltapropiat per al
canvi d'escala en la produccié de proteines recombinants (Caulcott i Rhodes,
1986), ja que no requereix |'addicié d'inductors quimics com I'acid nalidixic o la
mitomicina C (Mot etal. 1985). Malgrat tot s'han descrit alguns problemes com la
foxicitat per |'hoste del producte expressat, la formacié de cossos d'inclusid o

I'incorrecte plegament de la proteina recombinant(Schein etal. 1991).
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Figura 7.1: plasmidi d'expressio pJCO46.

El plasmidi porta a mésa més un "Multi Cloning Site" o regié rica en dianes de
restriccio on es poden insertar gens foranis. El gen lacZ es va obtenir per PCR
(Vent®polymerase) de pAZe3 (Zakallos et al. 1987) amb els encebadors o “primers”
BEG3 (5'-666GATCCCCTCGTTTTACA-3) i BEG2 (5'-
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GGGAATTCTTTTTGACACCAGA-3') en els quals es van infroduir les dianes Bam
HI i EcoRI. Els fragments de DNA es van digerir amb aquests dos enzims i van
serlligats a continuacio. El plasmidi pJCO46 expressa la B-galactosidasa a parfir
del vuite codd. (Corchero i Vila, 1994). El plasmidi pJCO46 s'ha utilitzat com a
plasmidi d'expressié de proteines recombinants model a Escherichia coli. També
s'ha modificat convenientment per tal d' expressar altres gens diferents del lacZ,
utilitzant el mateix sistema regulador termoinduible d'expressié de gens

recombinanis.

« pJLA603: Es un plasmidi idéntic al pJLA602 pero amb una diana de

restriccio menys al MCS No cont la diana per NcoL
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Figura 7.2: plasmidi d'expressio pJLA603.

« pTS6L1: El plasmidi pTS611 conté el gen estructural per 'EIIC*, pts6, sota
el control del promotor tac (Pi.). Com a resultat de la preséncia del
repressor lac (lacI?), I'expressié del gen ptsG pot ser modulada segons la
quantitat d' IPTG afegit al medi de cultiu. El vector d'expressio pTSG11
conté, a més a més, el gen de resisténcia a I'ampicil-lina (gen bla). La regié

rrnB representa part de |'operé d'E. coli que conté el gen per el component
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55 del rRNA i els seus dos senyals de finalitzacio de la transcripcié. Per
evitar la recombinaciéo del gen ptsG plasmidic amb el DNA del genofor
bacteria i que es pugui restituir el genotip PTS salvatge, la soca PPA211 és

RecA".

Figura 7.3: plasmidi d'expressio del gen ptsG, pTSG11.

pT3: Aquest plasmidi, de 5.2 Kb de grandaria, conté un fragment DNA de
3.2 Kb de longitud amb el gen ppc a partir del nucleotid 230 després del lloc
d'inici de la transcripcié, i manté la regié promotora del gen salvatge. Per
tant, s'expressa constitutivament com aquest, i estd sotmes al control pels
mateixos efectors al-lostérics que el gen salvatge. El plasmidi pT3 conté, a
més a més, el marcador de selecciéo de resisténcia a I'ampicil-lina. Permet
obtenir concentracions de PEPC de fins el 30% de la proteina total, en
cellules d'Escherichia recombinants creixent en glucosa (Terada et al.

1995).
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Figura 7.4: plasmidi d'expressié del gen ppc, pT3.

pTrc99A (Amann et al. 1988): plasmidi que permet I'expressié regulada de
gens a E. coli que porta el promotor fort d'expressio, hibrid trp/lac, el lloc
d'unié a ribosomes (RBS) lacZ, el MCS de pUC18 que permet l'insercié en
tres pautes de lectura i el finalitzador de transcripcié rmB. La preséncia de
I'alel /acI’ en el plasmidi assegura la repressié del promotor hibrid trp/lac

durant la clonacié i el creixement en qualsevol soca hoste.
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Figura 7.5: plasmidi d'expressié pTrc99A.
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7.2.3. Manteniment de les linies cel-lulars

7.2.3.1.Manteniment de les soques bacterianes i de llevat

Es guardaven estocs glicerinats de totes les soques en vials de 2 ml a -85°C. La
concentracié final de glicerol per E. coli és del 15 % p/v mentre que pels llevats és
del 20%. Per a congelar les soques es preparen vials de 2 ml de volum amb 0.150 ml
de glicerol esteril per Escherichia colii 0.200 ml per Saccharomyces cerevisiae i,
s'hi afegeixen 0.850 ml 0 0.800 ml d'un cultiu saturat (crescut durant tota la nit:
12-16 hores de duracid) de les cél-lules bacterianes o de llevat respectivament.
S'agita bé al vortex i es congelen seguidament amb neu carbdnica i acetona. A

continuacié es guarden al congelador de -80°C.

Les soques nes mantenen en capsula de Petri amb 20 ml de medi LB-agar per E. coli i
YEPG-agar per Saccharomyces cerevisiae, amb o sense els antibiotics adequats en
cada cas, a partir dels cultius glicerinats de les soques que s'han d'ufilitzar. Amb una
nansa de sembra (nanga de Kéeller) s'agafa una aliquota d'un dels vials glicerinats
sense descongelar i es sembra en placa d'agar. També sha uftilitzat un sistema
comercial de glicerinacié amb boletes imbtides de glicerol (Cryo-billes AEB400100-
AES Laboratoires, FR), que permet refirar una perla congelada cada cop que s'ha
d'iniciar un assaig i sembrarla en agar per tal de revificar-la abans de preparar el

culfiu inocul en medi liquid.

Lesplaques d Escherichia coli s'incuben generalmenta 37°Ci, les de Saccharomyces
cerevisiae a 30°C en una estufa durant 12-24 hores i posferiorment es conserven a

4°C durant un mes, coma maxim.

També es s'han efectuat comprovacions rutinaries de les soques per resisténcia a
antibidtics i pel sistema de reparacié del DNA RecA (irradiacié a la llum U.V des de
10 a 90 segons daliquotes d'un cultiu liquid en plaques d'agar no selectives i

comprovacioé de la capacitat de reparar el DNA). Ocasionalment es s'han comprovat
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tfambé algunes caracteristiques nutricionals (auxotrofies d'aminoacids o vitamines) a

alguna caracteristica quimica.

7.2.3.2. Manteniment de la linia cel-lular KB-26.5

Es conserva un estoc de la linia cel-lular en criotubs en nitrogen liquid (-196°C). Per
fer els experiments es procedeix a la descongelacié d'un criotub i es manté I'
hibridoma en cultiu en suspensié per un periode no superior a dos mesos. El
manteniment de |'esterilitat en tots aquests processos és de gran importdncia i es
comprova regularment I'absencia de contaminants. La majoria de procediments per
aquesta linia cel-lular d'hibridoma s'han basat en treballs previs del grup (Memoria

de Tesi Doctoral d' Anna Sanfeliu (1995) i d'Albert Tinté (1999)).

Congelacié d'hibridomes

Per tal de preparar un estoc de 10 criotubs (Nunc 377267) de cél-lules congelades

es segueixen una serie de passos que s'expliquen a continuacié:

1. Es cultiven entre 160 i 200 ml (4 flascons amb 50 ml) de cel-lules fins que es
trobin al mig de la fase exponencial (aproximadament a les 48 hores de cultiu),
ja que la concentracié final cellular en el criotub haurd de ser de 8x10°
cel-lules vives/ml i la concentracié a la meitat de la fase exponencial és de
I'ordre de 5x10° cél-lules vives/m.

2. Es preparen els medis de congelacio:

Medi A: Medi base amb 10% FCS (45 ml medi base + 5 ml FCS); es manté a
temperatura ambient.

Medi B: Medi base amb 10% FCS i 20% dimetilsulfoxid (DMSO)(Sigma D-
2650)(7 ml medi base + 1 ml FCS + 2 ml DMSO); a 0-4°C .

3. Es transfereixen els cultius a congelar (160-200 ml) a tubs de centrifuga de 50
ml esteérils (Nunc, 339497) i es centrifuguen a 500 g durant 5min.

4. Es descarta el sobrenadant de cada tub, es resuspenen els sediments en un total
de 40 ml de medi A i es determinen la concentracio i la viabilitat cel-lulars. A

partir de la concentracié de cél-lules vives, es calcula el volum amb que caldria
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resuspendre les cel-lules després de centrifugar-les per tal de tenir una
concentracié final de 8x10° cél-lules vives/ml.

5. Es centrifuguen els 40 ml a 500 g durant 5 minuts. Es llenca el sobrenadant i es
resuspen el sediment amb la meitat del volum calculat anteriorment de medi A.
Es manté 10 minuts a 4°C.

6. S'afegeix |'altra meitat del volum, de medi B (que conté DMSO). El DMSO és
un crioprotector que travessa la membrana cel-lular, pero és altament toxic per
la cel-lula. Per aixo és important que quan s'afegeixi el medi B les cél-lules es
trobin a 0-4°C i que es faci lentament per tal d'evitar I'estrés osmotic.

7. Es transfereix la suspensié de cel-lules als criotubs, préviament preparats en
una gradeta sobre gel (Iml de la suspensio per criotub), i es posen rapidament a -
80°C.

8. A les 24 hores es transfereixen els criotubs al contenidor de N, liquid (CMR
8031 Cryomed, Forma Scientific)

Cada criotub conté: 0.5 ml de cél-lules en medi base amb 10% FCS

0.5 ml de medi base amb 10 % FCS i 20% DMSO

Descongelacié d'hibridomes

Una descongelacio rdpida de la suspensié cel-lular és essencial per a la seva

recuperacié optima. El procés de descongelacié consta dels segiients passos:

Es preparen:

Medi C: 20 ml de medi base amb 20% de serum (16 ml medi base + 4 ml FCS). Es

posen 10ml en 2 tubs de centrifuga esterils (Nunc, 339497) i s'escalfen a 37°C.

Medi D: medi utilitzat normalment pel manteniment de la linia cel-lular (medi base

amb 0.5-5% FCS, segons les cel-lules en concret).

1. S'agafa el criotub del contenidor de N; liquid i es posa rapidament en un bany a
37°C.

2. S'agita fins que el contingut estigui practicament del tot desglagat. Es
important que no es deixi més temps del necessari en el bany donat que el medi

de congelacio porta DMSO que és toxic per a les cél.lules.

216



Materials i Métodes

3. S'afegeixen lentament unes gotes dels 10 ml de medi C pre-escalfat a 37°C. A
continuacio es passa tot el contingut del criotub al tub de centrifuga que conté
la resta dels 10 ml de medi C.

4. Es centrifuga a 500 g durant 5 minuts. Per tal d'eliminar el DMSO que porta el
medi de congelacid es realitza un altre rentat: es llenga el sobrenadant i es
resuspen el pellet amb els 10 ml restants de medi C. Es treu una mostra i es fa el
recompte cel-lular (cél-lules vives i mortes). Es calcula el volum de medi que
caldria afegir per tenir una concentracié cel-lular de 5x10° cél-lules vives/m.

5. Es centrifuga a 500 g durant 5 minuts.Es llenga el sobrenadant i es resuspen el
pellet amb el volum de medi D calculat a I'apartat anterior.

6. Es transfereix a un flascé de cultiu i s'incuba a 37°C a |'incubador de CO,.

Normalment els dos primers dies s'observa una davallada de la viabilitat cel-lular;
aquest fet fa imprescindible canviar el medi diariament, durant els dos primers
dies, per eliminar possibles restes de DMSO i sempre fenint present de no utilitzar

un nivell d'indcul inferior de 2x10° cél.lules vives/ml.

Manteniment de la linia cel-lular en cultiu en suspensié

Una vegada es disposa de la linia descongelada, es manté cultivant-la en suspensio
en flascons de 25 cm® durant un periode no superior a dos mesos. Els cultius es
realitzen en volums de 10 ml i es dilueixen cada 2-3 dies amb medi fresc per
obtenir un indcul inicial entre 1-15 x 10° cél-lules vives/ml. D'aquesta manera
sempre es disposa d'un estoc de cél-lules a partir del qual es podien fer créixer i

preparar els inoculs per portar a terme els diferents experiments.

El procediment seguit per fer el subcultiu (o resembra) de la linia cel-lular és el

seguent:

1. Es procedeix a |I'observacié del cultiu en flascé directament al microscopi optic
invertit de contrast de fase (Nikon TMS-F) per veure si es detecta

contaminacio i/o deterioracié del cultiu. Quan un cultiu s'incuba per un
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periode superior a tres dies sense canviar-li el medi, s'observa una davallada de
la viabilitat cel-lular aixi com una disminucié del pH, que es fa aparent per un
canvi de color de l'indicador de pH de vermell cap a taronja-groc, i la
morfologia cel-lular es veu deteriorada. Per tal d'impedir aquesta deterioracié
del cultiu i disposar sempre d'un estoc de cel-lules amb una alta viabilitat, es
porta a terme un canvi del medi de cultiu per medi fresc acompanyat d'una
dilucio de les cel-lules. Aquest procediment s'ha de portar a terme de forma
sistematica i acurada.

Es treu una mostra del flascé de cultiu amb una pipeta Pasteur i es fa el
recompte cel-lular. El volum necessari de cél-lules que cal agafar per sembrar un

flascé de cultiu nou es calcula segons |'expressié:

V ()= cel.lules/ml de l'inocul 10 ml

cél.lules/mlenel flasc

1. L'indcul que s'utilitza és de 0.4-15x10° cél-lules vives/ml, tal com
s'especifica als apartats de resultats i discussié corresponents.

2. S'afegeixen 10 ml de medi base fresc a un flascé de cultiu i s'incuba a
37°C amb una atmosfera amb un 5% de CO, per atemperar el medi de cultiu i
per equilibrar el pH.

3. Es centrifuga el volum V de cultiu, calculat anteriorment, a 500 g durant 5
minuts.

4. Es llenga el sobrenedant i es resuspen el sediment amb els 10 ml de medi
fresc que estaven a 37°C. Aquesta operacié es repeteix cada 2-3-dies

durant els dos mesos segiients.
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7.3. MEDIS DE CULTIV

7.3.1. Medis pel cultiu bacteria

7.3.1.1_Med complexe de Luria Bertani LB (Maniaftis etal. 1982)
Medi de cultiu apte pel cultiu d'un gran nombre de bacteris sense requeriments

especials. La seva composicié es detalla a la segiient taula:

Component concentracio

Peptona tripsica de caseéina 10 g/I
NaCl 10 g/I
Extracte de llevat 59/l

Taula 7.1: Composicio del medi LB.

Un cop dissolts els components s'ajusta el pH a 7.4 amb NaOH al 30%. En cas
d"usar-lo com a medi solid pel cultiu en placa, s'hi afegeixen 15 g/| d'agar.
S'esterilitza la solucié per calor al autoclau a 121°C durant 15 minuts per volums de
fins a 1 litre i 20 minuts per volums de fins a 2 litres. Si cal s'hi afegeixen els

antibiotics adequats un cop la temperatura ha baixat per sota de 50°C.

7.3.1.2. Medi definit M9 (Maniatis etal. 1982).
Medi mineral sali glucosat de composicié definida pel cultiu de bactferis sense

requeriments especials. La seva composicio es detalla a la faula 7.2.

Lessalsde Ca® i Mg* es preparen concentrades i s'esterilizen per calor, cadascuna
per separat, i la glucosa fambé preparada a part s'esterilitza a I'autoclau a 121°C
durant 15 minuts. Aquests components s'afegeixen a les sals d'amoni i fosfat

préviamentesterilitzades a I'autoclau a 121°C durant 15 minuts.
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Component concentraci
)
NH,CI 1.0 g/l
NaCl 05 "
KH.PO, 30 "
Na,HPO, 60 "
CaCl, 0.1M 1 ml/l
MgS0,7H,0 1M 1.5ml/I
Glucosa 2-15g/I

Taula 7.2: Composicio del medi M9.

7.3.1.3. Medi definit M9E

Medi de cultiu de composicié identica al medi M9 pero enrriquit amb sals d'amoni i
oligolements. Durant el desenvolupament d'aquest treball es va detectar que, en
alguns cultius en bioreactor, hi havia limitacié de la font d'amoni. Aquesta limitacié
es va atribuir a una pérdua per evaporacio de la font d'amoni. Aquest fet no
permetia completar el creixement i esgotar la font de carboni, i per tant, completar
els experiments. Un cop es va establir que la limitacié del creixement era deguda a
la manca d'aquest component (tecnica d'addicié per polsos de diferents
components) es va treballar sempre amb el medi suplementat amb 3 g/I de NH,CI
(concentracié maxima a partir de la qual es detecta inhibicié del creixement a
E.coli (Lee et al. 1987)), i d'aquesta manera assegurar la correcta provisio de la
font de nitrogen pel creixement. Posteriorment, per tal de millorar la qualitat del
medi de cultiu i afavorir el creixement bacteria es va enriquir aquest amb una
solucié d'oligoelements. Aquest medi redefinit s'anomena M9 Enriquit (M9E) i fou
el medi minim comunament emprat pel cultiu d'Escherichia.

La composicié del suplement d'oligoelements és la segiient:
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Component concentracio
FeSO,7H,0 40 mg/I
MnSO,H,0 10 "
AlCl-6H,0 10 "
CoCl,;,6H,0 4 "
ZnS0,7H,0 2 "
Na,MoO42H,0 2 !
CuCl,;:2H,0 1 "
H3;BO; 05 "

Taula 7.3: Composicié del suplement d'oligoelements del medi M9E

La solucié d'oligoelements es prepara concentrada 1000 vegades i s'utilitza en una
proporcié de 1 ml/l, previament esterilitzada a 121°C durant 15 minuts. La sal de
ferro s'afegeix al medi de cultiu abans de la inoculacié esterilitzant-lo directament

per filtracio (Filtres Millex-GS de 0.22 um).

7.3.1.4. Medi semicomplexe CAM9/CAM9E

Medi de composicid identica al M9/MIE al qual si afegeixen 2 g/l de casaminoacids.
El pH s'ajusta a 7.4 ambNaOHal 30%. El procedimentde preparacié és el mateix que
ens anteriors medis de cultiu M9 i MOE. Els casaminodacids s'esteriliizen

conjuntament amb les sals majoritaries a 121°C duranr 15 minuts.

7.3.1.5. Suplements dels medis de cultiu

Antibidtics: L anpicil-lina (Britapen, amoxicilna 1 g) és un bactericida que impedeix
la formacié de componentsde la paretbacteriana (unié de molecules de peptidglica), i
per tant inhibeix el creixement. S'ha emprat a concentracié final de 100 pg/ml.

L estreptomicina (CEPA, sulfat d'estrefptomicina 1g) és també un bactericida que
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impedeix la sinfesi de profines a nivell de fraduccid. S'ha emprat a concentracié
final de 25 pg/ml. Per a una més facil manipulacié es preparen en dissolucio
concentrada 1000 vegades: 100 mg/ml per [l'ampicilina i 25 mg/m per
I'estreptomicina. S'ufilitzen en una proporcié d'1 ml/| de medi a preparar.

S'esterilifzen perfiltracié i es guarden en aliquotes d'1ml a -20°C.

Vitamines: Les vitamines (Merck laboratories) s'esterilitzen per filiracid i
s'afegeixen al medi de cultiu en fred Es preparen solucions concentrades en volums
d1mli es guarden a -20°C. La tiamina (tiamina-HCI-2H,0) es prepara en solucié a

concentracié 1M, s'esterilitza per filiracié i s'usa en una proporcio d'1ml/litre.

Isopropil-B-D-fiogalactésid (IPTG; P.M=238.3): (Roche Mol. Diagnostics 724 815)
Inductor de I'expressié moltefectiu. Quan la céllula creix en medi complexe o en
medi minim amb glucosa la transcripcié de |'operé lac d'E.coli (lacZ, lacY'i lacA) esta
bloquejada pel repressor lac, producte del gen vei lac I7. Quan la cellula creix en
presencia de lactosa o del inductor no metfabolitzable IPTG (andleg quimic de la
galactosa), el repressor lac deixa de bloquejar la unié de la RNA polimerasa i per fant
permet la franscripcié delsgens lacZ, lacY i lacA. El producte del gen lacZ, I'enzim B-
galactosidasa talla la lactosa en glucosa i galactosa (pero no I'IPTG). Es prepara una
solucié amb 2 g d'IPTG en 10 ml d'aigua ultrapura i s'esterilitza per filtracié (0.22
UM diametre de porus), es dispensa en volums d'1ml i es guarda a -20°C. Per a cultius
en bioreactor es prepara la concentracié desitjada pel volum de medi de cultiu (2
litres) en 10 ml d'aigua ultrapura, i s'afegeix directamenta aquest, un cop esterilitzat

i refredat el medi, per filiracié (0.22 pM diametre de porus).

Antiescumant: En els cultius en bioreactor s'afegeix 1 gota per litre de medi d'un
antiescumejant quimic (MAZU DF 7960 de Dow-Chemical). Per mantenir el control
de la formacio d'escuma en els cultius en bioreactor es prepara una solucié diluida

al 20% d'aquest antiescumant, esterilitzat a I'autoclau durant 15 minuts.
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7.3.2. Medis de cultiu per Llevats

Saccharomyces cerevisiae és una de les céllules eucariotes més estudiada i
utilitzada amb fins tant de recerca com de produccié de productes d'interés, i entre
aquests, també proteines recombinants. Son cél-lules relativament senzilles i facils
de cultivar i s’han emprat com a model d'estudi per a comprendre millor la majoria
de processos que es donen en les cél-lules eucariotes. El cultiu de llevats és simple i
més economic que el d'altres fongs i linies cel-lulars també eucariotes i, es disposa
d'un gran nombre d'eines genetiques i moleculars per al seu estudi. Els llevats
presenten un genoma, organitzat en cromosomes, molt més petit que el d'altres
cel-lules eucariotes com les cel-lules animals, perd la resta d'estructures cellulars i

organuls subcel-lulars sén molt semblants que els dels eucariotes superiors.

Els sucres sén la font de carboni i energia més comud per fongs i llevats i la D-
glucosa, el carbohidrat més amplia i facilment utilitzat. Existeixen diferents
transportadors per diferents sucres (permeases) i hi ha també diferéncies en quant
als sistemes de transport per un mateix sucre d'un genere de llevat a un altre
génere. A Saccharomyces el transport de glucosa es realitza per difusié facilitada:
I'entrada es déna per diferéncia de gradient de concentracié sense consum
d'energia. S’han descrit dos tipus de permeases de transport d'hexoses
(hexokinases) a Saccharomyces, unes d'alta afinitat (K,: 1-5 mM) i unes altres de
baixa afinitat (K,> 20 mM). Segons la disponibilitat de glucosa, la cél-lula presenta
predomini d'unes o altres, modulant aixi la velocitat d'incorporacié dels sucres al
llarg del creixement. Els llevats poden ser aerdbics obligats o anaerobis facultatius
segons metabolitzin els sucres en presencia o abséncia d'oxigen. No obstant, la
respiracié és obligada quan el creixement es realitza a partir de fonts de carboni
diferents als sucres, com per exemple els hidrolitzats de proteines. Saccharomyces

cerevisiae és un llevat és anaerobi facultatiu.
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7.3.2.1.Med complex YEPG

Component concentraci
o

Bactopeptona 20 g/l

Extracte Llevat 10 g/I

Glucosa (dextrosa) 20 g/l

Taula 7.4: composicio del medi YPEG

La glucosa s'esterilitza per filtracid i s'afegeix a la resta de components esterilitzats

a I'autoclau (121°C durant 20 min)un cop freds.

7.3.2.2. Medi Definit amb glucosa ( Medi de Wickerham's):

Component concentraci
0
(NH,),S04 4 g/l
KHPO4 1 g/l
MgS0O,7H,0 05 g/l
NaCl 05 g/l
CaCl,2H,0 0.335 g/l
FeCl;-6H,0 0.020 g/1
ZnS047H,0 0.040 g/1
Na,MoO42H,0 0.010 g/I
Cu SO45H,0 0.004 g/1
H3;BO; 0.050 g/1
Glucosa 20 -40g/I
Mio-inositol 10 mg/|
Pantotenatcalcic 2 mg/|
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Acidnicotinic 0.4 mg/I
Piridoxina-HClI 0.4 mg/|
Tiamina-HCI 0.4 mg/|
pABA 0.2 mg/|
Riboflavina 0.2mg/I
Biotina 0.02 mg/I
Acidfalic 0.002 mg/|

Taula 7.5: composicié del medi definitde Wickerhams.

Per a preparar aquest medi es preparen quatre solucions per separat concentrades
100 vegades (i s'ufilitzen després en una proporcié de 10 ml/I):

- lessalsde K', Mg*, i Na";
el CaCl,;

elselements traga de bor, zenc, ferro, sodi i coure;

les vitamines.

La glucosa es prepara en una solucié concentrada 20 vegades.

Tots els components excepte les vitamines s'esterilitzen per calor 121°C durant 15
minuts i es guarden a femperatura ambient. Les vitamines s'esterilitzen per filtracio i
es guarden a la nevera de 4°C. La sal d'amoni es pesa per separat en cada experiment

i s'esterilifza per filtracié.

7.3.3. Medis de cultiu d' hibridomes: DMEM

El cultiu de cellules animals presenta un gran interés en |'obtencié de biomolecules
complexes amb una correcta conformacié i activitat bioldgica. Aquest procés
presenta una serie de caracteristiques diferenciades respecte el culfiu de
microorganismes, que cal tenir en compte en desenvolupar el procés: velocitats de
creixement i concentracions cellulars més baixes, medis de cultiu més complexes,

resistencia als metabolits toxics limitada i alta sensibilitat als estimuls externs. Per
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fant, és moltimportant fenir en compte una série d'aspectes a |'hora de dur a terme el
procés, entre els quals destaquen la seleccié de la composicié del medi de cultiu, el
subministrament d'oxigen, el conirol sobre I'acumulacié de productes toxics, la
disminucié al maxim delsesforgos tallants de I'agitacié i la regulacié d'altres factors

comel pH, la femperatura o la pressié osmotica (Freshney, 1994).

Els medis emprats en el cultiu de céllules animals sén de composicié complexa i molt
ricsen nuirients. En general aquests medis han estat formulats per operar en sisfemes
en discontinu, en els que s'addicionen fots els nutrients al principi del cultiu de
manera que la durada del procés s'estén fins al moment en que s'esgota un dels
nutrients o s'acumula algun dels productes del metabolisme cellular a nivells
inhibitoris. Basicament, els medis inclouen una font de carboni, habitualment glucosa,
una mescla equilibrada de sals minerals que permeten mantfenir un pH i una pressié
osmotica en elsmarges adients i un gran nombre d'aminodcids i vitamines essencials
que la cellula no pot fabricar per si mateixa i que, per tant, cal incloure en la
formulacié inicial del medi. Normalment cal fambé un suplementd'entre un1 i un 20%
v/v de serum fetal bovi (FCS), producte que proporciona una serie d'elements traga,
lipids, factors de creixement i hortmones que son imprescindibles per garantir el

creixementde molis tipus de cél-lules animals (Freshney, 1989).

El subministrament d'oxigen al cultiu cellular i I'agitacié del medi no es poden
realitzar amb els sistemes convencionals o amb aeracié per bombolleig. Cal tenir en
compte que les cellules animals no tenen paret cel-lular, per fant sén enormement
sensibles als esforgos fallants que originen els mecanismes d'agitacié i aeracié. Per
aquest motiu les cel-lules animals es culfiven a velocitats d'agitacié lentes (40-100
rpm), amb pales inclinades o helixs marines, i amb sistemes daeracié sense
bombolleig, com ara un tub de silicona permeable als gasos submergit en el medi de

cultiu.
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La femperatura optima per la majoria de cellules animals oscil-la entre els 35 i els
37°C. Toti aixo poden tolerar baixades considerables de temperatura, en canvi un
augment de la temperatura per sobre dels 39°C provoca una rapida mort del cultiu. Pel
que fa al pH del medi, el rang optim per les céllules animals varia entre les diferents
especies i linies cellulars, pero es potsituar entre 7.0 i 7.4, uns valors molt propers
alsexistents a la sang. Un pH del medi fora d'unrang de valors entre 6.6 i 7.8 fa que
les céllules comencin a perdre la viabilitat. Els valors optims d' osmolaritat del medi
sénsimilars als existents en el plasma sanguini de la majoria de mamifers, entre els
290i 310 mOsnVkg. L'interval acceptat per gran partde les cellules animals pero, és
una mica més ampli, entre 260 i 320 mOsm/kg. En aquells processos on hi ha una
addicio confinuada de nutrients concentrats és facil arribar a sobrepassar aquest

rang, provocant la inhibicié del creixementcel-ular.

7.3.3.1. Medi base
El medi base emprat pel cultiu d'hibridomes ha estat DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), que conté sals inorganiques, aminodacids i vitamines

imprescindibles pel creixement de I'hibridoma.

La preseéncia de NaHCO; al medi permet mantenir el pH d'aquest a un valor inicial
de 7.1 que és l'optim requerit pel cultiu d'hibridomes. El pH es controla amb el tampé
C0O,:NaHCO; que requereix la preséncia d'una atmosfera de 5-10% de CO; al cultiu.

Les reaccions d'equilibri que es donen sén:

CO; (fase gasosa) <=> CO, (liquid) <=> H,CO3 <=> HCO 3 + H'

El roig de fenol és un indicador de pH usat, de manera que, el color del medi esdevé
rosa quan el pH és superior a 7.6, vermell si el pH es troba entre 7.6 i 7.0, taronja
quan varia entre 7.0 6.6, i groc quan es troba per sota de 6.6. Aquest medi DMEM
base, amb unes concentracions inicials de glucosa 25 mM i glutamina 6 mM, és el

que s'ha utilitzat per mantenir la linia cel-lular, fer créixer inoculs i realitzar
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experiments de cel-lules en suspensio. Per a la preparacio del medi base cal

realitzar una solucié amb els segiients components:

Component concentracio

DMEM (Biological Industries, 11-055-1K) 13.83 g

L-Glutamina (Sigma, 6-5763) 0.292 g
NaHCO; (Panreac) 37¢9

Roig de fenol (Sigma, P-5530) 0.015 g
Glucosa (Panreac) 0.450-1.802 g
Aigua ultrapura mQ 1 litre

El medi s'esterilitza per filtracio mitjangant membranes de 0.22 um de didmetre de
porus (Millipore, Sterivex-GP) a l'interior d'una cambra de flux vertical (Telstar,
AV-100). S'impulsa el medi amb una bomba peristdltica (Masterflex, 7521-45 amb
un capgal Easy-Load 7518-00).

Posteriorment, és necessari suplementar el medi esterilitzat amb els segiients

components:

Component Quantitat

Serum fetal de vedella (FCS, Fetal calf serum) 20 ml (2% v/v)

B-mercaptoetanol (Solucio 0.1 M) 05ml  (0.05mM)
Insulina (Solucié 4 UI/ml) 05ml  (0.002 UIL/ml)

El medi es manté a 4°C en abséncia de llum durant un periode no superior a dos

mesos.
7.3.3.2.Estocs de components per a suplementar els medis de cultiu

Els medis de cultiu emprats se suplementen amb unes solucions estoc esterils de

sérum, B-mercaptoetanol, insulina i, en determinats casos, neomicina.
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Serum fetal de vedella (FCS): el serum emprat als experiments és subministrat per
Biological Industies (ref. 04-001, lot 651493) en ampolles de 500 ml i
s'emmagatzema a -30°C. Previament al seu Us, cal inactivar el complement que hi
pugui haver en el serum. Un cop inactivat el serum, es preparen aliquotes esterils
de 10, 20 i 50 ml, i es guarden a -30°C. Les cel-lules de la linia d'hibridoma

estudiada en aquest treball requereixen ser cultivades en medi amb 2% FCS.

B-mercaptoetanol: es prepara una solucié de 70 pL de B-mercaptoetanol (Sigma, M-

6250) en medi DMEM base per obtenir una concentracié final de 0.1 M.
S'esterilitza per filtracié i es preparen aliquotes de 0.6 ml en tubs Eppendorf

esterils que es guarden a -30°C. D'aquests, s'afegeixen 0.5 ml per litre de medi.

Insulina: es prepara una solucié de 0.5 ml d'insulina (Actrapid HM Novo, Insulina
Humana Monocomponent, 40 UIL/ml) estéril en 4.5 ml de medi DMEM base esteril
per obtenir una concentracié final de 4 UL/ml (0.16 mg/ml). La solucié es guarda
en una ampolla esteril a 4°C. La proporcié d'aquesta solucié que s'afegeix al medi

de cultiu és de 0.5 ml/I de medi.

7.4. SISTEMES I ESTRATEGIES DE CULTIU DE CEL-LULES
En un primer apartat es consideren els sistemes de culfiu de bacteris i llevats, i en el

segiient apartat els sistemes de cultiu de cellules animals.

7.4.1. Cultiu en matras agitat

El culfiu de microorganismes (bacteris i llevats) en matrds agitat representa I’eina
bdsica de treball pera I’estudi del comportament d” una soca, i és un pas previ obligat
al cultiu en bioreactor, ja que permet realitzar el canvi d'escala necessari per a
I'inoculacié ambel volum i concentracié de cel-lules adequada. El seu Us inclou, des de
|’estudi i caracteritzacid inicial d” una soca, a la determinacié de la cinética de
creixement de les cellules i de produccié fant de metabdlits com de proteines

recombinants. També s’ufilitza per a revificar soques congelades. S'han ufilitzat
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matrassos tipus Erlenmeyer amb deflectors, sempre mantenint una relacié medi de
culfiu:volum total del matras de 1:5, per assegurar una optima transferencia d'oxigen

al medi durant el creixement.

En totcultiu en matras I' indcul es prepara a parfir d'una colonia aillada d'un cultiu en
medi solid. Es sembra un matrds amb 10 ml de medi fresc i s'incuba durant tota la nit
(O/N) en un agitador orbital a 250 rpma la temperatura desitjada: 37°C pels bacteris
i 30°C pels llevats. Ocasionalment s'han realitzat incubacions a 28°C i 42°C pels
cultius bacterians de soques recombinants amb vectors d'expressié termoinduible
segons el nivell d'expressié desitjat. El cultiu inocul desenvolupat durant la nit es
fransfeeix posteriorment (1:50) en matrassos de 250 ml o 500 ml de volum per a la
realitzacié de cada estudi i seguidament es posen a incubar a la femperatura

apropiada.

En experiments de cultiu en bioreactor en que es vol comprovar el nivell d'expressié
dels gens recombinants termoinduibles sense afectar el culfiu per I'increment de
femperatura, s'extreuen aliquotes d'aquest (5-10 ml) a diferents femps del culfiu i es
posen a incubar en matrassos de 25-100 ml a la temperatura d'induccié: 28°C, 30°C,
37°C o0 42°C. En els experiments amb soques recombinants amb vectors d'expressié
induibles per IPTG s'addiciona I'inductor quimic al principi del culfiu mantenint-se

les condicions d'incubacié invariables durant tot| experiment.

El volum de I'indcul varia entre el 2 i com a maxim el 10% (v/v) i depen de la
concentracié de biomassa assolida per aquest. Es preten comengar sempre els cultius
amb una concentracié de biomassa entre 0.1-0.3 g/l de PSC. D'aquesta manera els

culfius comengen sempre en les mateixes condicions.

7.4.2 Cultiu en bioreactor de tanc agitat

Descripcié dels equips bioreactors utilitzats
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Elsbioreactors de laboratori usats en aquest estudi sén tots bioreactors de tanc agifat
de sobretfaula, esterilitzables a I'autoclau i que permeten la mesura i conirol de les
seglients variables: temperatura entre 8°C per sobre la femperatura ambient de I'aigua
i 60°C, velocitat d'agitacié entre 0 i 1200 rpm,pHentre 2 i 12 , pO, entre 0 i 100 %
del valor de saturacié amb aire. A més a més consten de coniroladors per |'addicié
d'antiescumant. Cada equip consta d'unvasde culfiu de 2 litres dtils (3.2 I. total) amb
camisa fermostatica i tapa d’acer inoxidable amb orificis d’entrada (o "ports") per a
les sondes de temperatura (P+-100), de pH (eléectrode d' electrolitgelificat InPro 3000
d’Ingold) i de pO; (sonda polarografica d'Ingold),a més de les sondes d’antiescuma i
nivell (sondes de conductivitat). Disposen també de ports addicionals a la tapa per a
Iaddicié de suplements del medi i agents correctors del pH i escuma i d' un port
d'inoculacié. L’eix d’agitacio té 3 discs amb 6 pales planes d’agitacié cadascun
(pales tipus Rushton) regulables en algada. El vas disposa també d'uns deflectors per

evitar la formacio de vortex deguta I'agitacié.

En elsequips digitals (Biostat-B i Biostat-MD) la pressié parcial d'oxigen dissolt, pO,
pot ser controlada a través d'un llag de conirol amb cascada amb la velocitat
d’agitacidi/oambunaunitat de mescla de gasos de manera que permet I'enriquiment
del corrent d'entrada d'aire amb oxigen pur. D'aquesta manera es potassegurar que la
variable es mantingui durant fot el culfiu en el valor prefixat. En els equips analogics
(Biostat-L) només es potcontrolar la pO2 pervariacié de la velocitat d'agitacié. Quan
convé s'enriqueix el corrent d'entrada d'aire amb oxigen pur, mantenint la pressio
final a 1 bar d'una mescla d'aire i oxigen sinfetic i el cabal a de gasos en 1 vvm.
Aquest fet és d'especial rellevancia si el microorganisme que es vol cultivar és de
metabolisme anaerobic facultatiu com Escherichia coli o Saccharomyces
cerevisiae. En general en un cultiu discontinu d'Escherichia coli amb qualsevol font
de carboni com a substrat i a velocitat de creixement entre 0.2 i 1.0 h el consum
d'oxigen és quasi idéntic: 10-20 mmols /g PSC-h (Andersen i von Meyenburg,
1980), i superior al de qualsevol llevat. Aquest fet indica que arriba un moment en

que la respiracié funciona al limit i que la cel-lula encara que tingui més recursos

231



Materials i Métodes

no pot augmentar més la seva capacitat respiratoria i per tant anabolica. El valor de
consum maxim d'oxigen per Escherichia coli és de 20 mmols/g PSC-hora. El valor
minim que es considera per entrar en condicions anaerobies és de menys de 1
mmol/g PSC- h. La transferéncia d'oxigen al medi depén de la temperatura,
composicio del medi i condicions d'operacié (cabal d'aire i velocitat d'agitacid)

pero es pot considerar en sistemes com el descrit d'entre 50 i 100 mmol O, /I “h.

Després d'esterilitzar el bioreactor a I'autoclau a 121°C durant 20 minuts, es deixa
refredar i shi afegeixen els components del medi que s'esterilitzen per filtracid.
Si cal es compensa el volum d'aigua perduda per evaporacié addicionant-ne la
necessdria estérilment. Es convenient tarar el vas de cultiu del bioreactor per fal
de realitzar aquesta compensacié6 de volum després de lesterilitzacié. A
continuacié es connecten totes les sondes amb els corresponents cables, s'enceben

els agents correctors de pH, i s'omple el circuit de termostatitzacié.

Un cop establerts els parametres de temperatura i agitacié i assolits els valors
programats de treball es calibra la sonda d'oxigen amb nitrogen pel valor zero de
calibracié i amb aire o amb aire i oxigen fins a la saturacié del medi pel valor del
100%. La sonda d'oxigen convé polaritzar-la un minim de 6 hores abans de
I'esterilitzacié o bé recalibrar-la després del test d'esterilitat.La sonda de pH es
calibra a pH 4.0 i 7.0 amb tampons calibrats, préviament a la esterilitzacié del vas
de cultiu. En tots els cultius es deixa el bioreactor en condicions d'operacié durant
24-48 hores per tal de realitzar un test previ de la seva correcta esterilitzacié, o
bé en fot cas es retira una aliquota esterilment i s'incuba en un matras per tal

d'assegurar l'esterilitat del medi.

La inoculacié del reactor es realitza bé a través d'una xeringa hipodermica a
través d'un port de la tapa del vas proveit d'un septum de silicona, o bé a través
d'una ampolla preparada a tal fi, connectada amb el vas per un tub de silicona, i

insuflant aire pel filtre d'aire del tap de I'ampolla.
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En tots els casos l'aire es subministrat estéril per filtracioé amb un filtre
esterilitzable de 0.22 pum de diametre de porus. La sortida de gasos es realitza a
través d'un sistema condensador de gasos proveit d'una camisa per on circula aigua

freda equipat amb un filtre de 0.22 pm de diametre de porus.

La presa de mostres es realitza manualment mitjangant un sistema de presa de
mostres proveit amb I'equip que permet I'extraccié de brou de fermentacié per
aspiracié en un tub de 15 ml, la retirada del volum mort del circuit de nou cap al
bioreactor per impulsié i després la retirada de la mostra també, de nou, per
impulsié amb aire a través del filtre, per un altre conducte que permet la recollida
en un tub apropiat. El sistema va proveit d'un filtre per a I'esterilitzacié de I'aire
que permet |'operacio. L'operacié de retirada final de la mostra es realitza al

costat de la flama d'un metxer Bunsen, per evitar contaminacions.

L'addicié d'agents correctors es realitza mitjangant tres bombes peristaltiques
independents (Watson-Marlow) amb un rang de cabals entre 5-15 ml/minut. Cada
solucid, de sosa, dcid o antiescumant, esta degudament preparada i estéril en una
ampolla (Schott GL45) que disposa d'un tap amb dues sortides: una per la solucié i
una per l'entrada d'aire. La primera condueix els agents a través d'un tub de
silicona connectat a una entrada a la tapa del vas de cultiu. La segona s'equipa amb
un filtre d'aire per a mantenir les condicions d' esterilitat durant I'operacio. Els
agents correctors s'addicionen automaticament, per accionament de les bombes,

mitjangant el llag de control de pH i escuma.

7.4.3.Estrategies de cultiu de cél-lules en bioreactor

7.4 3.1 Cultiu discontinu

El cultiu discontinu (o batch) és un mode d'operacié en que s'afegeixen tots els
components hecessaris pel creixement de la poblacié de cél-lules abans de la seva

inoculacid i que durant el desenvolupament d'aquest només es suplementa amb aire i
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agents correctors de pH i escuma si convé. El cultiu finalitza quan s’han esgotat els
nutrients o nutrient principal del medi de fermentacié o bé quan el creixement es

veu inhibit per acumulacié de productes del metabolisme toxics per a les cel-lules.

El mostreig periodic del brou de fermentacio permet determinar la concentracié de
biomassa i la concentracié de metabdlits del brou de fermentacié. Les mosires es
prenen de forma aséptica, al costat d” una flama, i totseguit es dipositen en gel per
fal de reduir el metabolisme i poder avaluar |’estat del cultiu d"aquell moment. El volum
de mostra és de 1 a 10 ml de brou sense superar en cap casal final del cultiu el 10% del

volum de trehall total.

7.4.3.2. Cultiu discontinu-alimentat

L'operacié en discontinu-alimentat és un cultiu discontinu alimentat amb medi fresc a
partir d'un deferminat moment del creixement. Per aquest motiu fofs els cultius
discontinu-alimentat comencen amb una fase de culfiu discontinu, i per tant el
profocol és el mateix que en aquest (aparfat anterior). No obstant al ser un cultiu
alimentat es sol comengar amb un volum més red.iit, per exemple la meifat del volum de
treball final, i s'acaba quan s'ha ocupat el volum dtil total. Es requereix una bomba
addicional per al subministrament del medi d'alimentacié. La composicié del medi
d'alimentacié potserla mateixa que la de la fase de culfiu discontinu, toti que sovint
perallargar al maxim el procés i evitar ocupar totel volum Gtil del vas abans de que
s'aturi el creixement es prepara concentrat. En altres casos I'aliment és un sol
nutrient, usualment el substrat principal, que es pot esgofar abans que els altres. En
altres casos és una o varies solucions de nutrients. En |I'operacio discontinu-alimentat
no es retira cap corrent de medi processat del reactor durant la durada del procés,
excepte el volum requerit de mostreig, que en cap cas excedeix el 10 % del volum

total.
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7.4.3.3. Cultiu en continu

El cultiu continu és una eina molt adient per estudiar I'efecte de variacions en la
composicidé o concentracié de nutrients sobre el creixement i per veure els efectes
en el metabolisme, en especial sobre el consum de substrats i la formacio de
subproductes. El cultiu en continu es basa en I'addicié continuada de medi fresc, i
en I'extraccio de brou de cultiu a la mateixa velocitat, de manera que el volum de
treball es manté constant amb el temps. Si el cultiu esta ben agitat, es pot treure una
mostra representativa de la concentracié de substrat i de la poblacié de cél-lules a
la sortida junt amb el brou. Quan realitzem un cultiu continu i s'assoleix un estat
estacionari, les concentracions de substrats i productes, i la velocitat de
creixement es mantenen constants. Aquest fet no es pot aconseguir en cultiu
discontinu o discontinu-alimentat, ja que les condicions van variant al llarg del

procés.

Hi ha varies modalitats de cultiu en continu segons el parametre que es mantingui
constant. El més utilitzat és el quimiostat. Aquesta modalitat consisteix en
dissenyar un medi d'alimentacié de tal manera que els nutrients que conté estiguin
en excés excepte un que sigui limitant del creixement. Aquest nutrient limitant
determinarad la velocitat de creixement que en Ultim terme quan s'assoleixi |'estat
estacionari homés permetra que creixin les cellules segons la velocitat
d'alimentacié. En |'estat estacionari la velocitat de dilucié (D) és igual a la
velocitat especifica de creixement (u) i per fant la concentracié de biomassa

roman constant.

El cultiu en continu consisteix en realitzar un cultiu discontinu i a partir d'un
determinat moment arrencar el cultiu en continu aportant continuament un corrent
de medi fresc a mesura que s'elimina un corrent de medi residual que conté
biomassa i productes del metabolisme. Es requereix de dues bombes addicionals,
una per l'alimentacié de medi fresc (bomba de membrana FE-211) i una altre per a

I'extraccio de medi processat (Watson-Marlow de l'equip bioreactor). Quan pel
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corrent de sortida s'obtenen continuament densitats cel-lulars d'igual concentracié
i concentracions de productes constants es diu que el cultiu ha assolit |'estat
estacionari del creixement. Es considera que un cultiu estd en estat estacionari
quan durant 3-5 temps de residencia (inversa de la velocitat de dilucié quan el
volum de cultiu és 1 litre). El principal avantatge d'aquest mode d'operacid és que la
producciéo de biomassa o del producte d'interes és constant un cop s'ha assolit
I'estat estacionari. Tot i la utilitat del cultiu en continu també presenta algunes
desavantatges. La complexitat del sistema de cultiu, del mode d'operacid, el desgast
dels components al llarg de la durada del procés i el risc de contaminacié en sén

algunes.

Muntatge experimental: L'equip bioreactor utilitzat en aquest treball per a

realitzar els cultius continus va ser un Biostat-L amb un vas de cultiu de 1.5 litres
de volum. Els cultius en continu es van realitzar amb un volum de treball de 1 litre.
El desenvolupament del cultiu indcul i les condicions de cultiu foren similars a les

del cultiu discontinu.

El manteniment del volum constant, s'assegura mitjangant una canula d'extraccié de
medi de fermentacié préviament tarada a 1 litre de volum del vas, mitjangant una
bomba peristaltica (Watson-Marlow) amb un cabal superior al d'alimentacié de medi
fresc. Les mostres s'obtenn d'aquest corrent amb un sistema de presa de mostres
manual. La bomba d'addicié és una bomba de membrana (FE211 de B.Braun Biotech)
amb un capgal esterilitzable que permet I'addicié de medi entre 1.2 ml/h i 6 I/h de
forma molt acurada. El tanc de medi fresc i/o la solucié concentrada de glucosa
s'esterilitzen a I'autoclau junt amb el capgal, acoblats a través d'un tub de silicona
provist d'un connector rdpid que permet la connexié a l'entrada del vas amb un
minim risc de contaminacié. A nivell de la conduccié de medi fresc d'entrada, just
abans d'entrar al vas de cultiu es disposa d'un sistema addicional de presa de
mostres que permet obtenir mostres del medi d'alimentacié del reactor, per tal de

mesurar correctament la concentracio de glucosa del corrent d'entrada. El dos
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tancs de medi, fresc i processat, aixi com la presa de mostres i el propi vas de
cultiu, estan connectats amb l'atmosfera exterior amb un filtre de 0.22 puM de
grandaria de porus (Acrodisc CR PTFE, Gelman Sciencies) per tal d'assegurar
I'esterilitat de l'aire que entra en contacte amb el sistema. Aquestes condicions junt
amb la utilitzacié d'una bomba de membrana permeten mantenir la velocitat de

dilucié fixada.

7.4.3.4. Cultiu de cél-lules animals

Per tal de preparar I'experiment de cultiu de cel-lules d'hibridoma referenciat a
I'apartat 4.10, s'han utilitzat els segiients sistemes i meétodes de cultiu, previament
posats a punt en un altre treball (Anna Sanfeliu, 1995. Memoria de Tesi Doctoral.

Dept. Enginyeria Quimica. UAB).

Flascons de cultiu (T-flask)

El manfeniment de la linia cellular es du a terme en flascons de poliestiré de 25 cm?
per cultius de finsa 10 ml, i de 260 cm® per cultius de finsa 50 ml de medi (marca
Nunc, T-flasks 136196 i 178891 respectivament) que es subministren esterils. Els
cultius es mantenen en volums de 10 ml, efeciuant-se el seu recompte i dilucié cada 2
o 3 dies amb medi fresc per a donar un recompte inicial de 1.0010° cél-lules
viablesthl™. Els flascons es mantenen dins un incubador (Forma Scientific CO,
incubator) amb una atmosfera que contéun 5% de CO, i un 95 % d'humitat relafiva.
En aquests flascons es realitza fant la ressembra de la linia cel-lular com els

experiments de cél-lules en suspensié.

Flascons agitats (Techne, Spinner flasks)

Sén recipients de vidre de borosilicat amb un volum Gtil de 125, 250 o 500 ml que
permeten I'agitacié de les cél-lules mitjangant una vareta-péndol tfambé de vidre
unida a la base del fap i amb un imant al exirem oposat, que actua de mosca d'un
agitador magnetic (Techne, MCS-104S per a 4 flascons). L'agitacié emprada en tots

els cultius és de 40 rpm. Els flascons disposen en la seva part superior de dues
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obertures destinades a la presa de mostres i a I'infercanvi de gasos, que es realitza a

fravés d'un filtre esteril de 0.22 um de didmetre de porus.

Els flascons i I'agitador es disposen dintre un incubador de CO, (Forma Scientific,
IR amb filtre HEPA, model 3862), a 37°C i en una atmosfera saturada dhumitat
(95%) per evitar I'evaporacié del medi i amb un 5% de CO, per controlar el pH en

medis famponats amb tampé bicarbonat.

Cultiu en bioreactor

El bioreactor utilitzat ha sigut un Biostat-MD (B.Braun Biotech) adaptat per cultiu
cellular amb un volum de 2 litres. La temperatura, el pH i la pO, es mantenen
constants a 37°C, 7.1 i 60 % respectivament. La temperatura del cultiu es regula

mitjangant una camisa externa per la que circula aigua termostatitzada.

El pH i la concentracié d'oxigen dissolt es controlen, respectivament, mitjangant
I'addicié de CO, i I'entrada alternativa d'aire o nitrogen pel corrent d'aireacié. El
corrent d'aireacié prové d'una estacié de mescla de gasos controlada per la unitat
de control digital de I'equip (DCV). L'aireacio es realitza amb un sistema de tub de
silicona permeable als gasos que permet la transferencia al medi sense bombolles.
L'agitacio es du a terme amb un sistema de pales inclinades a una velocitat de 60
rpm. El control d'aquests parametres el realitza la DCU (Unitat de Control Digital) a

partir de la lectura proporcionada per les sondes corresponents.

El bioreactor s'esterilitza a 121°C durant 30 minuts. Com que el medi de cultiu no es
pot esterilitzar per calor, el reactor s'omple amb tampé fosfat 0.1 M a pH 7.4 (PBS
NaCl 8 g; KH,PO,: 0.2 g:Na,HPO,12H,0 2.8 g: KCl 0.2 g; aigua ultrapura: 1 litre).
Un cop esterilitzat el vas de cultiu es substitueix el seu contingut pel medi de forma
aseptica. Posteriorment s'estableixen els valors de consigna i es calibra la sonda
d'oxigen. Un cop inoculat es van prenen mostres mitjangant un dispositiu manual

apropiat per a realitzar el seguiment del procés.
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7.5. DETERMINACIO DELS PARAMETRES DE SEGUIMENT D' UN
CULTIU PER METODES ANALITICS

7.5.1. Determinacio de la biomassa

7.5.1.1 Mesura de l'absorbancia del cultiu

L estimacio de la concentracié de biomassa per mesura de la densitat optica (OD) es
realitza llegint I'absorbdncia del brou enfront un blanc (medi de cultiu sense cel-lules)
en un espectrefotometre a una longitud d’ona de 550 nm. Es mant la lectura de
densitat optica dinsel rang de lectura lineal 0.30-0.70 diluint el broude cultiu amb el

mateix medi. Els resultats s'expressen en unifats d'absorbancia.

7.5.1.2.Determinacié del Pes Sec Cel-lular (PSC)

Es basa en la presa de mosires d’aliquotes de 1.5 a 10 ml del culfiu en suspensié en
fubs tfarats en una balanga analitica, i en la separacié de les céllules per
centrifugacié a 6000 rpm durant 10 minuts. Després de rentar dues vegades el
sediment amb solucié salina (Solucié de Ringer: NaCl 9 g/l) s’asseca la mostra en un
forn a 105°C fins a obtenir un pes constant. També es pot realitzar la deferminacio
del Pes Sec mitjangantel filirat d'un volum conegut a través d'un filire préviament
farat de 0.45 pm de diametre. El filire s'asseca a 105°C durant 30 minuts i després a
65°C fins a obtenir-se un pes constant. Després es calcula el pes sec, resfant el pes
total del filire del pes de la tara segons el volum filirat. El resultat s'expressa en g

PSC/| (Sonnleitner etal 1991).

Es van realitzar calibratges per tal de relacionar aquestes mesures, obtenint-se els

seglients resultats:

Escherichia coli:
En medi LB/CAMOY: PSC(g/1)=0.352 (DOss) +0.076  (r*=0.998)
En medi M9/MIE: PSC(g/1)=0.297 (DOss0) +0.074  (r=0.999)

Saccharomyces cerevisiae

En medi definitde Wickerham: PSC(g/l) = 0.19 (DOsso) + 0.018 (r°=0.99)
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7.5.1.3 Recompte de cél-lules viables

El metode es basa en el recompte d’unitats formadores de colonies (ufc/ml) d'una
serie de dilucions del cultiu en suspensié en medi solid. El procediment, es fonamenta
en un banc de dilucions a partir d’una aliquota de 0.05 ml del cultiu en suspensid,
diluit en 5ml de solucié salina 0.9 %. Es realitzen dilucions en esglaons successius de
14 2 ordres de magnitud finsa 10 o 107, Posteriorment es sembra una aliquota de
0.1ml perextensiéo ambnansa de Drigalsky en medi complex no selectiu (LB o YEPG).
S’incuben les plaques durant tofa la nita 30°C-37°C segons els casos. Només es
consideren coma bones lesdilucions els recomptes de les quals estan entre 30 i 300

ufc perplaca. El calcul del nombre de colonies es realitza segons | expressié seglient:

n°ufc

volum mostra (ml)* factor dil.lucio

n °cel-lules viables / ml=

Cdlcul de la segregacié plasmidica: La segregacid, és un parametre que representa el
percentatge de cellules tfransformades que han perdut el plasmidi durant el seu
creixement. La seva determinacié es basa en el mateix banc de dilucions que el
recompte de viables, perd sembrant una aliquota (0.1 ml) en medi selectiu (el mateix
medi que per viables suplementat amb els antibidtics adequats). L expressié que

permet calcular el valor de la segregacié és la segiient:

ufc en medi no selectiu - ufc en medi selectiu

Segregacio (%) = x100

ufc en medi no selectiu

7.5.1.4. Recompte de cél-lules animals

Per tal de conéixer de manera directa el nombre de cél-lules vives, mortes, totals i
el percentatge de viabilitat que presenta el cultiu, es fa un recompte a 100
augments mitjangant un microscopi invertit de contrast de fase (Nikon, TMS) i un
hemacitometre (Improved Neubauer Chamber, Brand): un portaobjectes amb quatre
camps o cavitats quadrades on hi ha dibuixades unes xarxes de 4x4 quadrats

microscopics. A cada camp hi cap un volum de mostra conegut, i els setze quadres

240



Materials i Métodes

dibuixats faciliten el recompte de les cel-lules presents a cada camp. Per tal de
diferenciar les cel-lules vives i mortes s'utilitza una tincié amb blau de tfripa
(Sigma, T8154), colorant que homés penetra a |'interior de cél-lules mortes i els
déna un color blavés. Per contra, les cél-lules vives es diferencien perfectament de
les mortes pel seu color blanc brillant. La solucié comercial es troba inicialment al
0.4%, per aixo cal diluir-la a la meitat amb una solucié de NaCl 0.9% i filtrar la
solucié resultant amb un filtre de 0.22 pm de diametre de porus. Per a la seva
observacié, es dilueixen 75 pl de la mostra del cultiu a la meitat amb 75 pl de blau
de tripa al 0.2% (v/v) en NaCl 0.9% (p/v). Una gota de la dilucié es diposita a la
zona de recompte de |'hemacitometre i es cobreix amb un cubreobjectes. A
continuacié es realitza el recompte de cél-lules vives i mortes en cadascun dels
quatre camps. Els dos valors superior i inferior obtinguts es rebutgen, mentre que
els altres dos es promitgen. La relacié entre el nombre de cel-lules viables i mortes

permet avaluar la viabilitat cel-lular

7.5.2.Determinacido analitica de la concentracio de metabolits i

productes cel - lulars

7.5.2.1. Andlisi de glucosa i lactat

Després de centrifugar una mosira del brou de fermentacié 5 minuts a 6000 rpm, es
filira el sobrenedant (Millex 6S-0,22 pm.Millipore). La concentracié de glucosa i
lactat es mesura amb un analitzador automatic de glucosa i lactat YSI 2700 Select
(Yellow Springs Inst, OH, USA). Aquest aparell disposa de dos electrodes amb una
fina membrana amb enzims immobilitzats que envolta un anode de plafi. Elsenzims son
la glucosa oxidasa i la lactat deshirogenasa. Les mol.lecules difonen a través de la
membrana i reaccionen amb I'enzim alliberant electrons que sén detfectats per
I'electrode coma senyal eléctrica. La intensitatde la senyal eléctrica és proporcional
a la concentracié de cadascun dels dos substrats. Aquesta mesura eléctrica ho es veu

afectada perla terbolessa, densitat o temperatura.
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L'analitzador pren 550 pl de la mostra i dona els valors de concentracié de D-glucosa i
L-lactaten g/I.L'error aproximat és de 0.1g/I. Els rangs de mesura de I'aparell son de
0.05a 20.0 g/l perla glucosa i de 0.05 a 2.00 g/| pel lactat. Quan les mosires estan
excessivament concentrades és necessari diluir-les amb aigua ultrapura fins que la
mesura esta dins el rang de I'aparell. La determinacié és quasi immediata. L'aparell
requereix les segiients solucions pel seu funcionament:

Solucié patré:

K:H.EDTA 0.159 g
Acidbenzoic 0.263 g
Glucosa 0.45¢g
L-Lactat 0.1125 g

Aigua ultrapura 250 ml

Solucié tampé:

K:H.EDTA 0.572 ¢
Benzoat sodic 0.948 g
NaH,PO42H,0 2.028¢g
NaCl 1g
NaHPO412H,0 16.2¢
Sulfat de gentamicina 0.0076 g
Aigua ultrapura 1litre

Lesduessolucions es filiren al buitamb una membrana d'acetat de cel-lulosa de 0.45

pm de diametre de porus i es renoven una vegada a la setmana.

7.5.2.2. Andlisi de sucres i acids organics per cromatografia liquida (HPLC)

L'analisi d'acids organics es realitza per cromatografia liquida d'alta resolucio
(HPLC) en un cromatograf Hewlett-Packard 1050 equipat amb un detector d'IR
1047A també d'HP. Aquest meétode permet la quantificacié de carbohidrats, acids
orgadnics i alcohols en un temps d'andlisi de 30 minuts. La separacié dels diferents

components de la mostra es fa mitjangant una columna Aminex HPX-87H de Bio-
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Rad. La separacio amb aquesta columna es basa en la cromatografia iénica de
partici6 moderada (IMP), en la que intervenen mecanismes d'exclusié ionica,
bescanvi idnic, particié en fase reverssa, exclusié per grandaria i bescanvi per
lligands. Les condicions cromatogrdfiques emprades van ser: cabal isocratic de 0.6

ml/minut, a una temperatura de 65 °C i un volum d'injeccié de 10 gl

La quantificacié es realitfza a partir d'una corba patré obtinguda préviament (pairo
extern) amb solucions de diferents concentracions en el rang de 50 a 0.1 g/l. Coma
fase mobil s'utilitza acidsulfdric 0.015 M, que es prepara amb aigua ultrapura, tipus
Milli-Q amb una resisténcia de 18.2 _, acidificantla finsa pH 3.00 amb acid sulfdric.
Es filira a fravés d'una membrana de nitrocel-lulosa de 0.45 pm ambajut d'una trompa
de succié per ferel buiti es desgasifica la solucié. La preparacié de les mostres a
analitzar consta d'una centrifugacio previa i la filtracié amb una membrana de 0.45
pm. Aquestes han de quedar tofalment fransparents i sense cap mena de parficules en

suspensid. L'injeccié de la mosira es fa directamentsense dilucions.

7.5.2.3.Analisi d'aminoacids

L'analisi d'aminoacids es realitza per cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC)
mitjangant una técnica de reaccio pre-columna que en aquest cas consisteix en una
derivatitzacio dels aminoacids. La separacié es fa mitjangant una columna de fase
reversa.

Els aminodcids sén molécules amb uns radicals de naturalesa molt diversa, i la
majoria no son detectables fotometricament. Cal doncs afegir als aminodcids algun
radical que permeti detectar-los amb suficient sensibilitat. Aixo s'aconsegueix
amb la seva derivatitzacié que permet l'addicié d'un anell bencenic facilment
detectable ja que absorbeix llum en la zona ultraviolada. Aquesta reaccié es
produeix en dos pasos. Primer es derivatitzen els aminodcids primaris amb el
reactiu OPA (o-ftalaldehid) i en una segona etapa els aminoacids secundaris (els
quals no reaccionen amb |'OPA) es derivatitzen amb el reactiu FMOC

(9-fluorenilmetilcloroformiat). La cisteina i/o cistina pero, com totes les especies
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que contenen grups sulfidril, competeixen amb |I'OPA en la reaccio de
derivatitzacié esdevenint part del producte. Per fer |'andlisi de cisteina i/o cistina
cal préviament bloquejar-la amb acid 3,3'-ditiodipropionic (Fluka, 43785) a 80°C
durant 30 min, convertint-la aixi en Cys-MPA (s-2-carboxietiltiocisteina), compost
estable que reacciona de la mateixa forma que ho fan els altres aminoacids amb
I'OPA i que elueix després de la treonina. La derivatitzacio dels aminodcids es
produeix millor en medi basic, a pH 10.4, per aixd es necessdria I'addicié d'un

tampé (borat sédic) per mantenir un pH constant.

L' instrumental que s'utilitza per a I'andlisi d'aminoacids és el segiient:
Cromatograf 1090 serie II de Hewlett-Packard, columna de fase reversa per a
I'andlisi d'aminoacids (Aminoquant 200 x 2.1 mm, de Hewlett-Packard).

Pre-columna: 20 x 2.1 mm

Condicions cromatografiques: La deteccié es realitza amb ultraviolat a 338 nm pels

aminodcids primaris i a 262 nm pels secundaris. La temperatura del forn és de

40°C. El cabal d'elucié es el segiient:

Temps (min)  Eluent B (%) Cabal (ml/min)

0 0 0.45
17 60 0.45
18 100 0.45
18.5 100 0.8

23.9 100 0.8

24 100 0.45
25 0 0.45
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La separacio dels aminodcids es realitza en 18 minuts donant el segiient ordre
d'elucid: Asp - Glu - Asn - Ser - His - Gly - Thr - Ala - Arg - Cys/Cys - Val - Met - Phe

- Tle - Leu - Lys - Pro.

Reactius i eluents: "Kit de mostra control" (5061-3353, Hewlett-Packard). Conté:
. Reactiu OPA (10 mg/ml d'o-ftalaldehid i acid 3-mercaptopropionic en tampé
borat 0.4 M)
. Reactiu FMOC (2.5 mg/ml de 9-fluorenilmetilcloroformiat en acetonitril).
. Solucié patré de tots els aminodcids (excepte GIn, Asn i Trp, que es preparen
apart) de 0.1 mM i 1 mM per efectuar els corresponents calibratges. Els patrons
de GIn, Asn i Trp es preparen apart amb aigua ultrapura a les mateixes
concentracions. Per la GIn també es prepara un patré de 5 mM.
Eluent A: Acetat sodic 20 mM / 0.3 % tetrahidrofura (THF) / 0.018 % trietilamina
(TEA). Es prepara amb 1.641 g acetat sodic, 0.18 ml de TEA i 1000 ml d'aigua
ultrapura. Quan estd tot ben dissolt s'ajusta el pH a 7.20 + 0.05 amb dcid acetic. A
continuacié es microfiltra la solucié amb un filtre de nitrocel.lulosa de 0.45 _m de

didmetre de porus i es desgasifica. Per Ultim s'afegeixen 3 ml de THF.

Eluent B: Acetat sodic 100 mM / Acetonitril / Metanol (20/40/40). Es prepara
amb 1.641 g Acetat sodic i 200 ml aigua ultrapura. Quan esta tot dissolt s'ajusta el
pH a 7.20 + 0.05 amb dcid acetic. A continuacié es microfiltra la solucié de la
mateixa manera que |'eluent A i es desgasifica. Per dltim s'afegeixen 400 ml de

Metanol i 400 ml d' Acetonitril.

7.5.3. Determinacio de |'activitat [3-galactosidasa: Test de  Miller (Miller,
1972).

La quantificacié de l‘activitat de |’enzim B-galactosidasa, es realitza a partir de
mostres del cultiu en suspensié induiit per temperatura entre 28°C i 42°C. Les mostres
consisteixen en aliquotes de 0.1 ml del cultiu a les quals s’hi afegeix 0.1 ml de

cloroform per fal de permeabiliizar les cellules, juntamb 0.9 ml de tampé Z [0,28 %
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de B-mercaptoetanol en tampé fosfat (NaH,PO, 0,06 M, NaH,PO,H20 0,04 M, KClI
0,02 M, MgS0O,7H,0 1 mM)] Després d'una agitacié vigorosa al vorfex, es posa la
mostra a incubar durant 5 minuts en un bany a 28°C. Posteriorment s'hi afegeixen 0,2
ml de ONPG (2-nitro-fenil-3-D-galactopirandsid), coma substrat del enzim, preparat a
una concentracio de 4 mg/m en tampé fosfat (Na,HPO,4 0,2 M, NaH,PO, 0,2 M, pH
7). La mostra s'incuba a 28°C i es deixa reaccionar finsa I’aparicié de color groc,
moment en el qual s'atura la reaccié amb 0.5 ml de Na,CO; IM. Es llegeixen les
absorbancies a 550 nm i 420 nm i es calcula l'activitat enzimatica segons
I’expressié:

[Abs. 420nm- (1.75 x Abs.550nm)] 1000

vXxt

Unitats enzimOtiques / ml=

on v, representa el volum de mosira processat,i tel temps d’incubacié a 28°C que s’ha
deixat reaccionarla mosira fins a I’aparicio del color groc. El resultat, expressat en
unifats d’activifat enzimatica/ml es potexpressar en funcié de la concentracié de
biomassa DOssp 0 PSC del cultiu en el moment de prendre la mostra, S'obté I'activitat

especificaques' expressa en U/gPSC.

7.6. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

En aquest freball s"han utilitzat algunes de les técniques basiques de la fecnologia de
I’ADN recombinant. Els protocols d'aquestes es troben moltben descrits en manuals de
laboratori com el Molecular cloning: A Laboratory Manual, de Maniatis, T, Fritsch,
E.F; Sambrook, J. (Cold Spring Harbor Laboratory; 1985), o el Current Protocols in
Molecular Biology (John Wiley & Sons, Inc.; 1995). No obstant, degut a la varietat de
fecniques que es poden trobar, a continuacid s'exposen els procediments i protocols

emprats.

7.6.1.Extraccié de DNA plasmidic

Teécnica de Miniprep

L'aillament de petites quantitats d ADN plasmidic (ADN,)) és una técnica essencial
fantpera la construccié de nous clons, compera |'andlisi dels clons recombinanis. Hi

ha varis metodes d'obtencié d'ADN plasmidic. La utilitzada en aquest treball és la
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extraccié per lisi alcalina (Bimboim i Doly, 1979; Sambrook et al. 1989). L'ADN
plasmidic es prepara a partir de petites quantitats de cultius de la soca bacteriana que
el cont®. Lesbacteries son lisades mitjangantun tractamentamb una solucié que conté
Sodi-dodecil-sulfat (SDS) i NaOH (el SDS desnaturalitza les profeines bacterianes i
el NaOH desnaturalitza I'ADN cromosomic i I'ADN plasmidic). La mescla és
neutralitzada amb acetnt de potassi causant el tancament covalent de [|'ADN
plasmidic, que es relliga rapidament. La major partde I'ADN genomic i les proteines
bacterianes precipiten (juntambl' SDS que forma un precipitatamb el potassi) i sén
extretes per centrifugacié. L'ADN plasmidic relligat queda en el sobrenedanti és
després concentratper mitja d'una extraccié liquid-liquid amb etanol.
Materials
Medi LB ambels antibidtics apropiats a cada soca
Solucio I (100ml): 5 ml glucosa 1M
2ml EDTAO0.5M,pH8.0
2.5ml TrisHCI 1M, pH 8.0
90.5 ml d'H,0 mQ
Guardar a 4°C.
Solucio IT (10ml): 400 pl de NaOH5M
1000 pl de SDS 10%
8.6 ml d'H,0 mQ
Preparar en fresc i deixar a femp.amb.
Soluci6III (100 ml): 60 ml d'acetfat potasic 5M (KOAc)
15 ml d'acid acetic glacial (AcOH)
25 ml d'H,0 mQ
Ajustar a pH 4.8 ambacetic.
Guardar a 4°C.
Etanol 70%i 95%
Solucié fenol-clorof orm-alcohol isoamilic (25:24:1)
Cloroform

Acetat de sodi 3M,pH 5.6
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Métode
1. Fer un cultiu durant tota la nit (créixer fins a saturacié) a parfir d'una sola
coldnia, en 5 ml de LB.
2. Centrifugar 15 ml de culfiu a 14.000 rpm (al maxim en una
microcentrifuga) 1 minut a temperatura ambient. Més temps fa dificil després
resuspendre les cellules. Es descarta el sobrenedantamb un pipeta Pasteur i
una bomba de buit.
3. Afegir 1.5 ml mésde cultiu i repetir el pas 2.
4. Resuspendre el sediment en 100 pl de solucié I a 4°C. Deixar reposar
durant 5 minuts a temperatura ambient. Assegurar-se que les ceéllules han
quedat ben resupeses amb el vértex.
5. Afegir 200 pl de la solucié IT recent preparada. Barrejar per inversid.
Deixar en gel 5 minuts. A partir d'aquest puntmantenir les mostres en gel.
6. Afegir 150 pl de solucié IIT a 4°C. Barrejar amb el vérfex 2 segons i
deixar 5 minuts més en gel. Assegurar-se que esta ben barrejat.
7. Centrifugar 5 minuts a 14.000 rpm per separar les resfes cel-lularsi I'ADN
cromosomic, que queden en el sediment, del DNA plasmidic que queda en el
sobrenedant. Recuperar-lo en un tubnou.
8. Fenolitzar: Afegir al tub450 pl (aprox. 1 volum) de fenol-clorof orm saturat.
Vortejar bé.
9. Centrifugar 1 minut a 14.000 rpmi recollir la fase aquosa superior en un
tub nou o bé retirar el fenol-cloroform (de la fase inferior) amb una pipeta
Pasteur, deixant la fase aquosa superior amb|'ADN pl. en el mateix tub.
Es potafegir novament 1 volum de fenol-cloroform i repetir el procés.
Cal realitzar aquesta operacid en la campana de gasos. El fenol és toxic.
10. Afegir 50 pl d'acetat de sodi 3M i vortejar.
11. Afegir 900 pl (aprox. 2 volums) d'etanol absolut fred (-20°C.). Barrejar
suaument. Deixar de 20 minuts a 2 hores a -80°C.
12. Centrifugar 15-30 min.a 14.000 rpmi rebutjar el sobrenedant.

13. Resuspendre en 1 ml d'efanol 70 %.
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14. Centrifugar 5 minuts més a femperatura ambient. En aquest moment
acostuma a veures un sediment clar al fons del tub, corresponent a I'ADNpl.
Rebutjar el sobrenedant i deixar assecar el fub cap per avall 15 minuts.
Assecar-lo 15 minuts més a la campana de buit.

15. Redissoldre I' ADN en 50 pl d' H,O mQ esteril, o fampé TE.

L'ADN,, pot guardar-se en tampé TE o H,O a 4°C per algunes setmanes, o ser

preservat durant varis anysa -20 o -80°C.

Per a fer extraccions rapides de DNA plasmidic s"han emprat també kits comercials
d'extraccié rapida basats en la unié delsacidnucleics en matrius de silica. En aquest
freball s'ha usat de manera no preparativa un kit de Boehringer Manheim (High Pure
Plasmid Isolation Kit; ¢/n: 1 754 777) per a realitzar comprovacions de clons per
analisi amb endonucleases de restriccid. En aquest cas s'ufilitzen de 2 a 5 pl de
I'ADNp! resuspés en tampé pera la digestié amb enzims de restriccié. En cap pas les
mosires s'han tractat amb RNAasa-A. Aquest procés es realitza quan I'ADN és

posteriorment digerit amb endonucleases de restriccié.

Técnica de Mediprep
Quan es requeria de quantitats més importants de material genetic es procedeix a
I'extraccié de I' ADNpl perla tecnica de Mediprep. Es parteix d'un cultiu crescut fins

a saturacé de 25 ml.

Elsprincipis de separacid son els mateixos que en la fecnica de Miniprep, explotant
les diferéncies estructurals entre les molécules d' ADN pl. i ADN genomic. Quan es
centrifugael llisat cellular, |’ ADN plasmidic queda en el sobrenedant, mentres que el
genomic i les restes cellulars en el sediment. El procediment que s'utlitza és el
protocol establert per Sambrook (Sambrook etal. 1989).

Métode.
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1. Ferun cultiu durant tota la nit (créixer fins a saturacié) a parfir d'una sola
colonia, en 25 ml de LB.

2. Centrifugar 10 ml de cultiu a 4.000 rpm durant 10 minuts a 4°C.

Descartar el sobrenedantamb un pipeta Pasteur i una bomba de bui+t

3. Afegir 10 ml mésde culfiu i repetir el pas 2.

4. Resuspendre el pellet en 200 pl de solucié I a 4°C. Passar aquest voluma un
tub eppendorf. Deixar reposar durant 5 minuts a tfemperatura ambient.
Assegurar-se que les cél-lules han quedat ben resupeses amb el vérfex.

5. Afegir 400 pl de la solucié II recent preparada. Barrejar per inversié.
Deixar en gel 5 minuts.

6. Afegir 300 pl de solucié III a 4°C. Barrejar amb el vérfex 2 segons i
deixar 5 minuts mésen gel. Assegurar-se que esta ben barrejat.

7. Cenirifugar a 14.000 rpm a 4°C durant 5 minuts, per separar les restes
cellularsi I'ADN cromosomic, que queden en el sediment, del plasmidic que
queda en el sobrenedant. Recuperar-lo en un tub eppendorf nou.

8. Fenolitzar: Afegir al tub600 pl (aprox. 1 volum) de fenol-clorof orm saturat.
Vortejar bé.

9. Centrifugar1 minuta 14.000 rpm. i recollir la fase aquosa superior en un
fub nou o bé retirar el fenol-cloroform (de la fase inferior) amb una pipeta
Pasteur, deixant la fase aquosa superior amb|’ADN pl. en el mateix tub.

Es potafegir novament 1 volum de fenol-cloroform i repetir el procés.

Cal realitzar aquesta operacid en la campana de gasos. El fenol és foxic

10. Afegir 50 pl d'acetat de sodi 3M i vortejar.

11. Afegir 900 pl d'efanol fred(-20°C.). Barrejar suaument. Deixar de 2 hores
a fota la nitprecipitantelsdcids nucleics a -80°C.

12. Centrifugar 30 minuts a 4°C.a 14.000 rpmi rebutjar el sobrenedant.

13. Resuspendre en 1 ml d'efanol 70 %.

14, Centrifugar 5 minuts més a femperatura ambient. En aquest moment

s'acostuma a veure un pellet clar al fons del tub, corresponent a I'ADNpl.
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Rebufjar el sobrenedant i deixar assecar el tub cap per avall 15 minufs..
Assecar-lo 15 minuts mésa la campana de buit.

15. Redissoldre I'ADN en 50 pl d' H,O mQ estéril, o fampé TE. Guardar a
-30°C.

7.6.2.Amplificacio enzimatica de DNA per reaccio en cadena per la
polimerasa (PCR)

La reaccié en cadena per la polimerasa, o PCR, és una técnica que utilitza
I'activitat de les DNA polimerases per a replicar el DNA en l'obtencié de grans
quantitats de DNA a partir de mostres que poden estar en l'ordre dels femtograms.
En la reaccié de PCR s'utilitzen polimerases termoestables provinents d'organismes
termofils. Les condicions optimes de reaccié (temps d'incubacié, temperatures,
concentracions de polimerasa, de DNA motlle i de ions Mg®) sén funcié de les
caracteristiques del DNA motlle i dels encebadors, i s'han de determinar en cada
cas. En general les concentracions optimes de Mg®* es troben en el marge de 0.5 a

10 mM i les d'enzim, entre 0.5 i 5 unitats de polimerasa.

La Tim és la temperatura a la qual I'encebador s'uneix al DNA motlle. Aquest valor
depén de la composicié nucleotidica i de la longitud de cada oligonucleotid utilitzat
com a encebador. Pels encebadors dissenyats en aquest (i altres treballs del grup)
treball s'ha procurat buscar una Tm propera als 60°C (aixi es podien realitzar
varies reaccions d'amplificacio de gens diferents simultaniament). Els valors de T
dels oligonucleotids emprats en aquest treball han estat calculats a partir de la

férmula segiient:
3+ %GC) -
Tm(° C): 69.3+0.41 %/0(1(/) 650

on L és la longitud de la seqiiencia (entre 10 i 40 nucledtids).

Els reactius i la metodologia emprada sén els indicats per |'enzim Pwo DNA
Polymerase (Boehringer Mannheim, N° 1644 947). La polimerasa de DNA provinent

de Pyrococcus woesei té un pes molecular aproximat de 90 kD. Presenta activitat

251



Materials i Métodes

polimerasa 3'-5" i també exonucleasa 3'-5', coneguda com activitat correctora
d'errors (proofreading activity). Els fragments de DNA amplificats per PCR amb
aquest enzim presenten extrems roms, i poden ser utilitzar directament per una

lligacié d'extrems roms sense cap tipus de pretractament dels extrems.

Materials
Tampé amb Pwo DNA polimerasa: 100 u de Pwo polimerasa en un volum de 40
pl d'una solucié de Tris-HCl 20 mM, KCl 100 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM,
EDTA 0.1 mM, Nonidet P40 0.5% (v/v), Tween 20 0.5% (v/v) i glicerol 50%
(v/v) a un pH de 7.5 mesurat a 20°C.
Tampé de PCR amb MgSO, (10x): Tris-HCI 100 mM, KCI 250 mM, (NH,),S0O4
50 mM i MgSO,4 20 mM a un pH de 8.85 mesurat a 20°C.
Solucio dels quatre deoxinucleotids trifosfat a una concentracié de 2.5 mM
(dNTPs de Boehringer Mannheim: dATP, dCTP, dGTP i dTTP).
Encebadors corresponents als extrems 3'i 5’ de cadascun dels DNAs que es
desitja amplificar. Aquests oligonucleotids es troben a una concentracié de

10 uM.

Totes aquestes solucions es guarden a -20 o -30°C. Es trehalla en una camera de
flux laminar, amb totel material (micropipetes, guants, tubs...) preparati irradiat amb
llumU.V durant 30 minuts. S'ha de preveure la realitzacié de com a minim un control
negatiu, sense ADN motlle per tal de poder detectar contaminacions. La impuresa
dels productes i reactius és un dels parametres clau per evitar contaminacions. Les
impureses més freqiients son les nucleases que degraden I'ADN. En el moment de
realitzar la PCR es descongelen i es conserven en fred. Tot seguit es prepara la

seglient mescla:

Component Volum a afegir Conc. final
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dNTP (2.5 mM) 5 250 puM
Tampé de PCR amb MgSO, (10x) 5

Encebador dret 1 0.2 uM
Encebador esquerra 1 0.2 uM
DNA motlle X 0.1-0.75 g
Pwo DNA polimerasa (0.25 U/pl) 0.5 0.025 U
H,O ultrapura esteril Fins a 50 pl

La Pwo polimerasa s'afegeix en darrer terme per evitar [lactivitat 3'-5'
exonucleasa, que pot comengar a degradar el DNA motlle. Es col-loquen els tubs en
el termociclador a una temperatura inicial de 50 °C i es comenga els cicles

d'amplificacid tal i com es mostra en el segiient programa:

Cicles (n°) Temp. (°C) Durada (segons) Funcié
1 94 120-300 Desnaturalitzar el motlle
94 15 Desnaturalitzacié
25-30 Tm 30 Unié motlle-encebadors
72 45 - 120 Allargament
1 72 Fins a 600 seg. Allargament addicional

7.6.4.Separacio de DNA per electroforési en gels d'agarosa

La técnica de separacié de molécules o fragments per electroforési en gels
d'agarosa permet identificar els productes d'una reaccié. La separacié de
fragments d'’ADN depén de varis pardmetres. La longitud de I'ADN, la seva
conformacio estructural, la grandaria de porus del gel i la corrent aplicada sén els
determinants de la seva mobilitat. La carrega neta negativa de 'ADN permet la seva
migracié en un camp electric cap al pol positiu. La velocitat de migracié és
inversament proporcional al logaritme del seu pes molecular. Aixi es troba que com
més petita és una molecula d'ADN , més facilment migrard a través del gel. La

separacié simultania d'un marcador de pes molecular conegut permet establir, per
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comparacio, el patré de bandes de la mostra. Una mateixa molecula d'ADN pot
presentar-se en tres formes diferents: circular enrollada, circular relaxada i lineal.
La forma relaxada és la més lenta en velocitat de migracié i la superenrollada, la
més rapida. Normalment es vol identificar un dels fragments que es troba en una
mescla complexa de fragments d'ADN de diferent grandaria.

No obstant, sovint també s'usa |'electroforési com a técnica preparativa, es a dir
que a més de la separacio i identificacié d'un fragment d'ADN, es recupera aquest

per a posteriors operacions.

L'electroforesis en gels d'agarosa es basa en la separacié de fragments de DNA

sotmesos a un camp eléctric en presencia d'una malla (el polimer d'agarosa) que en
dificulta la migracié cap al pol positiu.Variant el percentatge d'agarosa varia el
tamany de porus del polimer. Normalment s'ha utilitzat gels d'agarosa al 1.5% per
electroforesis de fragments de DNA de 1Kb o menys i gels d'agarosa al 0.8% per

electroforesis de fragments de DNA de més grandaria.

Materials
Agarosa LE (Boheringer Mannheim: 1685660).
Tampé d'electroforesi: TAE (40 mM Tris, 20 mM dcid acetici 1 mM EDTA,
pH 8.1). Es sol prepara concentrada 10 vegades i es guarda a temperatura
ambient.
Bromur d'etidi (Bioprobe). Solucié stock de 10 mg /ml a 4°C i a les fosques.
Marcadors de Pes Mol.lecular de I'ADN (de Boheringer Mannheim)
Tampé de carrega: 50% (v/v) glicerol, 0.25% xilen cianol i 0.25% blau de

bromofenol.

El bromur d'etidi és un agent mutdgen. Convé manipular els gels i les
solucions que el continguin sempre amb guants, aixi com recollir els residus
i tractar-los adequadament (amb hipoclorit sédic o en contenidors

especifics).
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Métode
Pesar la quantitat corresponent d'agarosa en pols (w/v) i afegir el volum
corresponent de tampé TAE (1x). Per seprar fragments de DNA de mida
superior a 1 Kb s'utilitzen gels d'agarosa al 0.8% i per separar bandes de
mneor grandaria s'augmenta la concentracié fins el 1.5%.
Fondre l'agarosa en un forn microones. Agitar de fant en tant i toranr a
calentar fins que no quedin particules en suspensid.
Deixar refredar la solucié fins a 50-55 °C.
Afegir el bromur d'etidi a una concentracié final de 0.5 pg/ml.
Preparar el motlle per al gel d'agarosa segellat amb cinta addesiva. Disposar
“la pinta" o espaiador de forma que quedi a 0.5-1 cm. de I'extrem del motlle i
que no toqui el fons del motlle.
Dispensar la solucié d'agarosa en el motlle.
Esperar de 30 a 45 minuts fins que I'agarosa hagi solidificat.
Retirar la pinta per deixar lliures els pous on es carregaran les mostres i
treure la cinta adhesiva.
Submergir el gel amb un volum de TAE 1x suficient per a cobrir la seva
superficie i afegir bromur d'etidi a una concentracié final de 0.5 pg/ml.
Carregar les mostres i marcadors en els pouets del gel. Per preparar les
mostres es barreja 1 pl d'aquesta amb 8 pl d'aigua ultrapura autoclavada i 1
ul de tampé de carrega (volum final 10 ul). Es pot carregar més mostra si es
manté el volum final i la proporcié 1/10 del tampé de cdrrega. Pels
marcadors es procedeix de la mateixa manera que amb les mostres. Abans de
carregar les mostres és convenient realitzar un pols (un segon) de
centrifugacio per tal que s’homogenitzin els components.
Un cop carregades les mostres s'aplica un voltatge constant (maxim
5V/cm?).
Es deixa correr I'electroforesis fins que el colorant del tampé de carrega (el

taronja d'acridina) assoleixi les 2/3 parts del gel.
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AS continuacio es poden visualitzar les bandes de DNA mitjangant un
transil-luminador d'UV (TFX-20M a 302 nm). Per mirar les bandes d'un gel
cal protegir-se amb ulleres. Es pot fotografiar el gel d'agarosa amb una

camera Polaroid (DS43).

7.6.5. Extraccio de bandes de DNA de gels d'agarosa
Sovint interessa recuperar un fragment de DNA separat electroforeticament per
tal d'e prar-los en successives lligacions. Els reactius i la metodologia emprades
formen part del "Agarose Gel DNA Extraction Kit" (Boheringer Mannheim 1 696
505).
Material
Vial que conté una matriu d'esferes de silica pretractades.
Tampé de solubilitzacié d'agarosa.
Tampé de rentat. Abans del seu Us cal afegir 80 ml d'etanol absolut.
Métode
S'ailla la banda amb una fulla d'escalpel o una fulla d'afaitar. Es diposita en
un tub eppendorf préviament tarat i es determina el pes del fragment de gel.
S'afegeixen 300 pl de tampo de solubilitzacié per cvada 100 mg de gel. Si
la concentracié d'agarosa és superior al 2% cal afegir 600 pl en comptes de
300 pl.
Es resupsenen les esferes de silica fins acosneguir una suspensio
homogenia i s'afegeixen 10 pl d'aquesta suspensié al tub eppendorf que
conté la banda de DNA.
S'incuba la barreja a 56-60°C durant 10 minuts, agitant cada 2-3 minuts
amb el vortex.
Es centrifuga la solucié 30 segons a 1 minut i es descarta el sobrenedant.
Es resuspen el sediment amb 500 pl de tampé d'unié d'acids nucleics i
s'homogenitza al vortex. Es centrifuga la solucié durant 30 segons i es

descarta el sobrenedant.
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Es renta el sediment amb 500 pl de tampé de rentat i es torna a centreifugar
30 segons abans de descartar el sobrenedant. Es repeteix aquest darrer
rentat.

Es retira tot el liquid amb una pipeta, s'inverteix el tub i es deixa assecar
sobre paper absorbent a temperatura ambinet durant 15 minuts. La matriu
adquireix un color blanc brillant en assecar-se.

Per tal de recuperar el DNA s'utilitza 20-50 pl de tampé TE o aigua
ultrapura. S'agita amb un vortex i s'incuba la solucié durant 10 minuts
atemperatura ambinet o a 56-60°C. Per tal de mantenir 'homogenitat cal
agitar de tant en tant al vortex.

A continuacio es centrifuga durant 30 segons i es recupera el sobrenedant
vigilant no arrossegar gens de silice. L'eficacia d'aquest pas pot
incrementar-se fent servir un volum més gran de tampé TE o bé repetint el

procés dues vegades amb 25 pl cada vegada.

7.6.6. Determinacio de la concentracio i puresa d'acids nucleics.
Es potdeterminar la concentracié i grau de puresa del ADN mesurant I'absorbancia a

260 nm (A0) ambun espectrefotometre.

Elsacids nucleics tenen un maxim d'absorbancia a 260 nm (bases nhitrogenades, anells
aromatics..). A 230 absorbeixen els radicals carbonil dels grups amida (enllag
pepfidic, urea...). A 280 nm els grups benzenics. El valor de |I'absorcié a 310 nm ens
déna la mesura de la ferbolesa de la dissolucié deguda a la presencia d'impureses. Una

preparacio pura d'acids nucleics ha de complir les segiients relacions:

DOy / DO2go= 1,85 ADN (2,0 si es tracta de DNA o RNA de cadena senzilla).
S'acceptenvalors entre 1.8 1.9; DOy / DO,3022,0; DOy LO;

A partir de la densitat dptica a 260 nm també podem calcular la concentracié de la
mostra, ja que 1 unifat de DO equival a 50 pug de ADN de doble cadena, o 40 pg de
ADN cadena simple o RNA (Maniatis et al. 1989).

257



Materials i Métodes

Diluint inicialment 2 pl de la solucié de DNA en 240 pl d'aigua ultrapura (MilliQ) i
llegint I'absorbancia en un espectrefotometre (Shimazdu UV-160A) s'obté el valor de
concentracié aplicant I'expressio seglient:

[DNA]J= A260 - 50- dilucié
La fiabilitatde I'absorbancia és maxima per a lectures entre 0.1 i 0.6 UA, motiu pel

qual cal diluir la solucié convenientment per estar dins el rang optim.

7.6.7. Modificacions enzimatiques del DNA

7.6.7.1. Restriccio enzimatica

Les endonucleases de restriccié son enzims que hidrolitzen el DNA bicatenari en
posicions especifiques de la seva seqiiéncia. Els enzims de tipus II, els més
utilitzats, reconeixen seqiiéncies de 4-6 nucleotids, normalment simeétriques.
Alguns tallen per I'eix de simetria donant lloc a molécules amb els extrems roms i
altres deixen extrems 5' o 3' protuberants, també anomenats cohesius.

Les concentracions d'enzim, DNA, tampd, forga ionica, temperatura i temps de
reaccié depenen en cada cas de |'enzim i de I'aplicacié especifica. La majoria dels
enzims mostren una activitat optima a 37°C, tot i que n'hi ha que requereixen
temperatures diferents. L'eficiéncia d'una restriccio6 enzimatica depén
fonamentalment del grau de puresa del DNA. Els contaminants presents en algunes
preparacions poden inhibir |'activitat de I'enzim. Aixo es pot compensar
augmentant la quantitat d'enzim, el volum de la reaccié per diluir els inhibidors
potencials, o el temps d'incubacio. De tota manera, és millor purificar previament

el DNA precipitant-lo amb etanol.

El fampé d'incubacié depén també de cada enzim. Normalment, acostumen a
contenir MgCl,, NaCl o KCI, Tris-HCl, B-mercaptoetanol o DTT i BSA. La preséncia
de cations divalents és imprescindible per a I'activitat enzimdtica. La concentracio
de cations monovalents és més critica i depén de cada enzim. Pel Na’, pot variar

entre 0 i 150 mM. Els tampons es preparen concentrats |0x i es guarden a -20°C.
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L'activitat dels enzims es mesura en unitats (u). Una unitat d'enzim de restriccié es
defineix com la quantitat necessaria per digerir completament 1 yg de DNA en 60
minuts, en condicions optimes. El volum d'enzim ha de ser inferior a 1/10 part del
volum final de la barreja de reaccid, ja que el glicerol present en el tampé pot
arribar a interferir en la reaccid si la seva concentracio és superior al 5%.

Els enzims es conserven a -20°C i cal mantenir-los en gel durant la seva
manipulacié. No convé tenir-los fora del congelador més temps del necessari ja que

I'activitat pot decréixer.
En aquest treball s'han utilitzat les endonucleases de restriccio: EcoR I, Sma I, Sal
I,NcoI,itambé EcoRV,NdeTI,PstI,PvuI,PvuII, i BamH I (totes de Boehringer

Mannheim) amb els tampons respectius subministrats pel fabricant.

Restriccid simple

Es prepara la segiient mescla de reaccié:

Component Volum a afegir (ul)

DNA X

Tampé de restriccio 1

Enzim de restriccié 1 (1-5u/ug DNA)
H,O ultrapura esteril  Fins a 10 pl

S'incuba d'una a dues hores a la temperatura addient (normalment a 37°C). En
digestions preparatives de DNA, I'addicié d'enzim pot repetir-se seqiiencialment 2
o 3 vegades i assegurar aixi una digestio completa. S'atura la reaccié mitjangant
I'addicio d'EDTA 0.5 M a una concentracié final de 20 mM per quelar els ions
Mg®. En el cas que el DNA digerit hagi de ser utilitzat en posteriors reaccions
enzimatiques, no és aconsellable I'addicié d'EDTA. Es recomana inactivar |'enzim
escalfant a 65°C durant 10 minuts i a continuacié purificar el DNA digerit amb

fenol i precipitar-lo amb etanol.
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Restriccié multiple

En determinats casos, interessa digerir el DNA amb més d'un enzim de restriccid.
Quan les condicions de reaccié dels enzims sén iguals, poden afegir-se
conjuntament, seguint el protocol de digestid per un sol enzim. Si només varia la
temperatura de reaccid, cal incubar primer amb |'enzim que hidrolitza a menor
temperatura i seguidament augmentar la temperatura i afegir el segon enzim. Si les
concentracions salines difereixen, cal digerir primer el DNA amb I'enzim actiu a la
concentracié més baixa de sal, i a continuacié afegir NaCl per obtenir una
concentracié final adequada per a I'activitat del segon enzim i deixar seguir la
reaccio de digestié. En el cas que els enzims requereixin tampons de composicié
molt diferent, el millor és extreure el DNA amb fenol i precipitar-lo entre cada un
dels passos de la série de reaccions. Les reaccions s'aturen com en l'apartat

anterior.

7.6.7.2. Reompliment d'extrems
En determinades circumstancies és necessari transformar els extrems cohesius
d'un fragment de DNA o d'un plasmidi linearitzat en extrems roms. En aquest cas
s'utilitza I'enzim T4 DNA polimerasa (Boheringer-Mannheim c/n: 1004 786) que
reomple els extrems 3' del DNA en preséncia de dNTPs. Es necessari que hi hagi un
excés de nucledtids ja que aquest mateix enzim pot tenir activitat exonucleasa 3'
en absencia de nuclectids.
Materials
Barreja dels quatre dNTPs a concentracié final 2.5 mM
Tampé d'incubacié concentrat 5X: 250 mM Tris-HCl, 75 mM (NH,4),SO,, 35
mM MgCl,, 0.5 mM EDTA, 50 mM B-mercaptoetanol, 0.1 mg/ml BSA, pH 8.8
(25°C).
T4 DNA polimerasa
Métode

Inicialment es prepara la seglient mescla de reaccié:

Component Volum a afegir (ul)
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DNA mostra X

Tampé 5X 4

T4 DNA pol. 0.5

H,O ultrapura esteril Fins a 18.5 pl

Es deixa la mescla 2 minuts a 37°C i a continuacié s'afegeixen 1.5 pl de la
solucié de dNTPs 2.5 mM. S'incuba a 37°C durant 30 minuts.

La reaccié s'atura afegint 4 yl dEDTA 0.5 M o bé escalfant a 65°C durant
10 minuts. Per a posteriors fractaments enzimatics del DNA cal eliminar
I'enzim de la mostra, aixo s'aconsegueix purificant el DNA digerit amb

fenol i precipitant-lo amb etanol.

Addicié de dTTP o dATP

Quan es desitja transformar els extrems roms d'un fragment de DNA o d'un
plasmidi linearitzat en extrems cohesius s'utilitza I'enzim r Tag (Pharmacia- Biotech
27-0798-01) que reomple els extrems roms 3' del DNA en preséncia de dTTP o
dATP.
Materials
Tampé de PCR 10X: 100 mM Tris-HCI, pH 9.0; 15 mM MgCl,, 500 mM KCI.
dTTp o dATP 10 mM
r Tag (Pharmacia)
Métode

Inicialment, es prepara la segiient mescla de reaccié:

Component Volum a afegir (ul)
DNA mostra X
Tampé rTaq (10x) 2
DTTP o dATP (10 mM) 2
rTaq 1
H,O ultrapura esteril Fins a 20 pl
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S'incuba a 72°C durant 2 hores. La reaccié s'atura amb EDTA i es dilueix la
mescla amb aigua ultrapura esteril fins a obtenir un volum final de 100 pl.

Per a posteriors tractaments enzimatics del DNA cal eliminar I'enzim de la
mostra, aixo s'aconsegueix purificant amb fenol el DNA digerit i

precipitant-lo amb etanol.

7.6.7.3.Fosforilacié dels extrems 5’
L'enzim polinuclectid quinasa de T4, (T4 PNK:Roche Diagnost.: 174 645), catalitza
la transferencia del grup fosfat terminal de 'ATP al grup 5'-OH terminal del DNA.
La reaccié s'utilitza per fosforilar fragments de DNA desproveits de fosfats
terminals. La concentracié d'enzim utilitzada és de 1-3 u/pg de DNA desfosforilat.
Aquest enzim requereix de la presencia d'ATP a una concentracié d'1 mM per poder
portar a terme la reaccio.
Materials
T4 PNK.; ATP 10 mM
Tampé T4 quinasa 10X: 500 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM MgS0O,, 1 mM
EDTA, 50 mM DTT.
Métode

La mescla de reaccié 1€ la segiient composicié:

Component Volum a afegir (ul)
DNA X
Tampé (10x) 2
ATP (10 mM) 2
T4 PNK (9.5 U/ul) 1
H,O ultrapura esteril Fins a 20 pl

S'incuba a 37°C durant 30 minuts. La reaccié s'atura afegint 1 pl JEDTA
0.2 Mo bé escalfant a 65°C durant 10 minuts. Per a posteriors tractaments
enzimatics del DNA cal eliminar I'enzim de la mostra, aixo s'aconsegueix

purificant amb fenol/cloroform el DNA digerit i precipitant-lo amb etanol.

262



Materials i Métodes

7.6.7.4. Defosforilacio de DNA
La defosforilacié dels extrems 5’ del DNA es realitza per tal d'evitar el relligament
dels plasmidis linearitzats amb enzims de restriccio. L'enzim utilitzat per a
catalitzar aquesta reaccié és la fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim, N° 713
023). S'afegeix 1 pL de solucié de fosfatasa alcalina (CIP) per cada 50 pmol de
DNA a defosforilar.
Materials
Fosfatasa alcalina CIP: 1 u/pL en 25 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl,, 0.1 mM
ZnCl, i 50% de glicerol (p/v) a un pH de 7.6 mesurat a 4°C.
Tampé de defosforilacié 10X: 500 mM Tris-HCl i 1 mM EDTA pH 8.5(20°C).
Meétode

Inicialment, es prepara la segiient mescla de reaccicé:

Component Volum a afegir (pl)
DNA mostra X
Tampé de defosforilacié (10x) 5
CIP (1U/pl) 1
H,O ultrapura esteril Fins a 49 pl

S'incuba durant 30 minuts a 50°C si els extrems sén roms o a 37°C si sén
protuberants. A continuacié s'afegeix 1 pL més de CIP i es deixa incubant
30 minuts més a la mateixa temperatura. La reaccié s'atura afegint 1 pL
dEDTA 0.5 M o bé escalfant a 65°C durant 10 minuts. Per a posteriors
tractaments enzimatics del DNA cal eliminar I'enzim de la mostra, aixo
s'aconsegueix purificant el DNA digerit amb fenol/cloroform i precipitant-
lo amb etanol.

7.6.7.5. Lligacions de DNA

La lligacio de fragments de DNA és una tecnica utilitzada per unir inserts a

plasmidis. L'enzim utilitzat per portar a terme aquesta reaccié és la /ligasa de T4
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(T4 DNA Lligasa de Amersham Pharmacia Biotech: 70042X ). L'enzim requereix de
la preséncia d'ATP, que ja s'inclou en el tampé de lligacié.
Materials
Tampé de lligacié 10X:conté 660 mM de Tris-HCl, 50 mM de MgCl2, 10 mM
de ditioeritritol i 10 mM ATP a un pH de 7.5 mesurat a 20 °C.
Lligasa T4: u/ul en 20 mM Tris-HCl, 60 mM KCI, 1 mM EDTA, 5 mM DTT i
50% de glicerol (v/v) pH 7.5.
Métode

Inicialment es prepara la segiient mescla de reaccié:

Component Volum a afegir (ul)
Plasmidi x (aprox. 100 ng)
Insert X
Tampé de lligacié (10x) 1
T4 Lligasa (1u/pL) 2
H,O ultrapura esteril Fins a 10 pl

La quantitat de plasmidi i d'insert que cal afegir depen de la proporcié molar
existent entre les dues mostres de partida. Per a lligacions d'extrems cohesius cal
utilitzar proporcions molars plasmidi:insert de 1:1 o0 1:2, mentre que per a lligacions
d'extrems roms les proporcions optimes sén 1:1 o 2:1. S'incuba la mescla a 12°C

durant 16 hores. La reaccié s'atura escalfant a 70°C durant 5 minuts.

7.6.8. Transformacio

El procés de la transformacié es basa en la capacitat d'incorporar DNA plasmidic
exogen que tenen les cél-lules d' E. coli quan sén sotmeses a baixes temperatures i
en preséncia de cations divalents que alteren la seva membrana. Aquesta capacitat
pot ser utilitzada per introduir plasmidis al bacteri i aprofitar I'elevada taxa de

duplicacié del bacteri per tal d'obtenir un major nombre de copies del plasmidi.
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Preparacié de cél-lules competents pel metode del clorur calcic

Materials
CaCl, 0.5 M
Tris 1 M (pH 8.0)
CaCl, 50 mM en Tris 10 mM (pH 8.0). La solucié s'esterilitza per filtracié.
Medi LB liquid

Métode
S'inocula una colonia aillada en un tub de vidre amb 3 ml de medi LB esteril.
Es deixa créixer 12 hores a 37°C amb agitacié vigorosa (250 rpm).
D'aquest pre-cultiu es prenen 500 pl is'inoculen en 25 ml de medi LB i es
deixa créixer a 37°C durant 1-2 hores a 250 rpm fins que Asso = 0.5 UA. A
continuacid, es centrifuga a 3000 rpm durant 5 minuts a 4°C. S'elimina el
sobrenedant per decantacié i es resuspen el boté de céllules amb 12.5 ml de
CaCl, 50 mM en Tris 10 mM (pH 8.0) estéril i es deixa reposar 15 minuts a
0°C. A continuacid, es centrifuga a 3000 rpm un altre cop durant 5 minuts a
4°c.
El boto es resuspen amb 2 ml de la solucié CaCl, 50 mM en Tris 10 mM (pH
8.0) estéril. Es recomanable deixar les cél-lules competents de 12 a 24 hores

a 4°C per tal de millorar el rendiment de la transformacid.

Transformacié

En un tub eppendorf s'inoculen 200 pl de cél-lules competents i DNA (10-100 ng) en
un volum inferior al 10% del volum total de la reaccid i es deixa incubant 30 minuts
en gel. Seguidament, s'incuba durant 90 segons a 42°C, per tal d'induir un xoc
termic a les cel-lules. A continuacio, s'afegeixen 0.5 ml de medi LB sense antibiotic
i s'incuba a 37°C durant 1 hora per propiciar que la resisténcia a I'antibidtic
comenci a expressar-se.

Es sembren diferents quantitats del cultiu en capsules de Petri amb medi selectiu
per al plasmidi en qiiestié. Les plaques s'incuben a 37°C durant 12 a 18 hores en

posicid invertida. Es important no deixar les plaques més de 18 hores a l'estufa, ja

265



Materials i Métodes

que llavors apareixen petites colonies satellits al voltant de les colonies
transformades. Aixd és degut a que l'antibiotic s'esgota i aquest fet permet el

creixement de bacteris que no han incorporat la resistencia a |'esmentat antibiotic.
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