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0. INTRODUCCIO

0.1. Presentaci6 del Tema

Des de fa un segle i cada cop més, les malalties neurodegeneratives com I'Alzheimer sén més presents en la nostra
societat.

L'increment exponencial de casos que s'han observat en els Ultims anys han provocat que aquestes malalties passessin
de ser minoritaries, a ser el focus d'investigacié del segle XXI. Només a Espanya ja hi ha una incidéncia de vuit-centes-mil
persones que pateixen de demencia, globalment un total de quaranta-sis milions de persones estan afectades i si no en
fem res els nombres podrien créixer rapidament fins als cent cinquanta-un milions abans del 2050.

A causa dels diferents factors de risc per patir la malaltia, als quals ens hi exposem cada cop més, la mortalitat causada
per I'Alzheimer ha crescut un 145% des de I'any 2000.

L'Alzheimer és una malaltia que afecta la creacid d'unes substancies (B-amiloide i TAU) de manera que no es sintetitzen
de manera adequada i es produeixen unes aglomeracions d'aquestes al medi de I'encéfal (plagues amiloides) que van
ocupant a poc a poc els espais de les neurones provocant lentament la mort cerebral.

Aquest treball aportara una visiéd més conscienciada i sensible envers la malaltia. Proporcionara informacio, dades i
evidencies per poder entendre el funcionament d'aquesta malaltia, les seves afectacions i caracteristiques. Finalment,
proposaré una possible pal-liacio per veure si es pot endarrerir el desenvolupament de la demencia o fins i tot fer-la

desapareixer.

0.2. Justificacié del Treball

L'Alzheimer, al tenir una molt alta afectacid avui en dia, ens toca a gairebé tots patir els seus efectes, siguien
familiars propers o enels costos econdmics que suposa aquesta malaltia pera un pais ( En el passat 2021 als Estats Units
I'Alzheimer va tenir un cost nacional de tres-cents-trenta-cinc milionsde dolars).

En el meu cas I'Alzheimer afecta un familiar proper donant un valor afegit a aquest treball i creant un interes extra per
complir els objectius plantejats.

Encara que costi de creure la mortalitat d'aquesta, és superior a malalties com el cancer de mama i el cancer de prostata
junts.

Per aquests motius i molts d'altres he escollit el tema envers aquesta demencia per a intentar aportar el meu granet de

sorra a la causa.



0.3. Hipotesis i Objectius

Gracies als avencos tecnologics del segle en que vivim es va poder descobrir un métode de segregacio d'insulina per a
poder allargar 'esperanca de vida dels diabétics.

L'Alzheimer al compartir moltes caracteristiques genetiques amb aquesta patologia ens va fer pensar si seria possible
reproduir el mateix métode (en diferents condicions). Un cop plantejat el metode més efectiu es van plantejar

aquestes tres hipotesis:

1. Potser la presencia de la proteina beta-amiloide pot ser contrarestada per la preséncia de la proteinafuncional.
2. Potser es crearan els mateixos nombres de plaques amiloides en un medi amb més concentracidde proteina
funcional.

3. Potserés possible expressar heterdlogament una proteina de manera alternativa a I'organisme.

Plantejades les hipotesis em vaig plantejar com poder resoldre les preguntes sorgint aixi el metode amb el qual

treballarem i, tot seguit, els objectius que volem aconseguir abans de concloure aquest projecte.

Aquests objectius son:

o Coneixer els diferents processos per a la creacid de proteines (naturals).

o Aprendre lafisiologia i morfologia dels bacteris capacos desintetitzar les biomolecules organiques necessaries.

o Estudiarl'Alzheimer a fons, aprendre les seves caracteristiques i els seus simptomes.

o Buscar quines malalties comparteixen caracteristiques i propietats per veure si el nostre métode podriaser o no
ser efectiu.

o Desenvolupar un metode efectiu, mitjancant el metode cientific i amb sentit dins de les possibilitats que tenim .

o Coneixer les diferents entitats que tracten amb aquest tipus de malalties.

o Poder realitzar alguna practica al laboratori amb resultat aplicable

o Aprendre termes cientifics especifics.

o Saber distingir diferents tipus de bacteris.



0.4. Metodologia

Per comencar a elaborar aquest projecte s’ha fet una amplia recerca dels temes esmentats previament i elaborarem un
marc teoric redactat. Aquesta part del treball conté informacio extreta de diferents llocs (pagines web, llibres,
experiéncies, proves mediques...) contrastats i préviament comprovats per assegurar la maxima veracitat del treball.
Aquest marc teoric ha estat utilitzat posteriorment com a guia per a comengar a treballar en la part practica del
projecte.

Amb |'ajuda d'un laboratori equipat per poder acomplir les meves demandes s’ha experimentat amb el metode elaborat
per poder trobar una resposta fiable i comprovada per a les meves hipotesis.

Finalmentel treball acaba amb unes conclusions que fruit del resultat de les dues grans parts del projecte.



1. L'ALZHEIMER

1.1. Queé és?

Podriem considerar I'Alzheimer com a una epidemia, tothom és susceptible a patir aquesta malaltia, és més, més d'un
deu percent de les persones que superen els seixanta anys pateixen d'aquesta. Aixi i tot, és una pandémia estructural, de
la qual en podem preveure I'augment dels casos i esbossar les dades epidemiologiques fins que no es trobi una possible
cura definitiva.

Aquesta malaltia forma part del grup de les demencies. Cal, pero remarcar la diferencia entre I'AD (Alzheimer Desease) i
una demencia: podriem dir que la demeéncia és la conseqliéncia, és un deteriorament cognitiu progressiu amb la perdua
d'habilitats fisiques i mentals, deixant al pacient en un estat de deméncia i dependeéncia. En canvi, I'Alzheimer és |a

causa, és el motiu pel qualla persona pateix la demencia.

Des del punt de vista medic, I'Alzheimer és una malaltia neurodegenerativa progressiva que afecta majoritariament a
majors de seixanta anys, aguest deteriorament és causat per I'acumulacié de dues proteines al cervell: Tau (la qual se
situa a l'interior de les neurones) i B- Amiloide (situada a |'espai intercel-lular neuronal). Aquestes dues proteines en
estar desnaturalitzades precipiten i formen conglomeracions polimeriques de proteines mal funcionants denominades
cabdells neurofibril-lars. Sén aguests, els causants de la multiple fosforilacié dels microtibuls intracel-lulars o també

coneguts com a Tau.

Tot i que es produeix un canvi en la funcié de la proteina aquesta no es desnaturalitza ben bé, la fosforilacié (procés pel
qual passen totes les proteines en fase madurativa en el qual la Fosfatasa afegeix o extreu un grup fosfat per a regular la
funcié de la proteina) no es produeix correctament adherint més grups fosfats dels necessaris a la proteina TAU, motiu

pel qual polimeritza i crea una substancia perjudicial per a les neurones. La proteina B- Amiloide pateix un tipus diferent

de desnaturalitzacio la qual provoca la sintesi de plagues senils. També conegudes com a plaques neuritiques, secreten
un diposit extracel-lular en la substancia grisa del cervell que degenera a poc a poc fins a provocar una atrofia bilateral

cerebral.

La majoria de les causes d'aquesta deméncia es desconeixen encara avui dia; tot i aixi, es considera que entre '1% i el
5% dels casos de la malaltia (Alzheimer genétic) son hereditaris per transmissié autosdomica dominant amb alteracions
en els cromosomes 1, 14 0 21. Amb una edat d'aparicié generalment anterior als seixanta-cincanys.

Pel que faa laresta de casos que presenten Alzheimer I'etiologia és variada i multifactorial, com hem esmentat abans es
desconeixen moltes de les causes d'aquesta malaltia, pero molts dels factors de risc (dels quals parlaré més endavant)
estan predeterminats geneticament, augmentant les possibilitats de patir la malaltia si un parent proper I'ha patit.

Per tant, podriem dir que aquesta malaltia és esporadica, ja que ni els factors geneétics ni els ambientals per separat
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tenen la suficient forca per desencadenar la malaltia. Han d'estar associats entre ells i comptar amb el factor

d'envelliment per desenvolupar aquesta condicié.

1.2. Simptomatologia

Segons la "Alzheimer's Association" dels E.E.U.U. existeixen deu signes d'alarma per detectar si nosaltres o algu del

nostre voltant mostra simptomes d'Alzheimer:

o Perduade memoria acurt termini (descuits en labors quotidianes com sén dates, experiéncies, tasques..)

o Lanecessitat de repetir molts cops un mateix concepte abans que el malalt 'interioritzi també

o potser un altra simptoma d’Alzheimer.

o Dificultat per resoldre problemes simples del dia a dia ( problemes en la resolucié d’operacions simples
matematiques, decisions quotidianes com podria ser que posar-se per a sortir al carrer...)

o Dificultat en planificar-se envers les seves obligacions i endregar la seva rutina.

o Ladificultat per a relacionar imatges amb conceptes i viceversa també la considerem com a unaalerta en
aquesta malaltia.

o Ladificultat per a assimilar nous conceptes iaprendre coses noves.

o Problemes de diccié i presade decisions simples i immediates.

o Dificultatsen la coordinacié de I'aparell locomotor ( dificultat per a escriure, mobilitat no

o fluida...)

o Canvis d"humor sobtats sense precedents ni motius.

o Peérduade la habilitat de raonamenticoheréncia.

1.3. Anatomia Patologica

En la Malaltia de I'Alzheimer es produeixen diferents canvis fisics i quimics en el cervell provocant atrofia cerebral
progressiva, bilateral i difusa.

Aquesta comenca en regions mesials temporals del cervell, el qual s'encarrega de fer funcionar el llenguatge, la
memoria auditiva i sensorial, I'equilibri i la regulacié d'algunes emocions a més del processament de la informacio
auditiva.

Posteriorment afecta el neocortex (part exterior dels hemisferis cerebrals formada per sis capes, juntes constitueixen el
sistema limbic) el lobul parietal (aquest rep i integra la informacié dels estimuls sensorials, visual, tacte, estimuls de el
corrent dorsal i el processament del llenguatge), el frontal (pel qual relacionem les seves funcions amb la memoria a
llarg termini, I'atencid i la capacitat per planificar-se) i posteriorment redueix I'activitat cerebral fins a causar la mort. En

aquestes localitzacions del cervell es produeix una lesio i posterior destruccié de les neurones cerebrals en relacié amb
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I'aparicid dels diposits insolubles deles plaques senils (B-Amiloide) o |a sintesi de cabdells neurofibril-lars (TAU).

En més concentracié trobem els diposits extracel-lulars de la proteina B-Amiloide que forma fibril-les i es conglomera
formant les plaques difuses i neuritiques (senils). Aquestes formen un nucli dens i presenten neurites distrofiques
formades de B-APP+(Proteina precursora del B-Amiloide inmunopositiva). El B-Amiloide es produeix per una
escissié anomala de la proteina precursora Amiloide (APP). Quan la APP es escindida per la a-Secretasa, procés que
podriem considerar correcte perque la proteina sigui ben segregada, el producte resultant és un péptid soluble, que un
cop ha perpetrat la seva funcié s'elimina de I'organisme sense cap problema. Pero en el cas de la proteina en I'AD,
predomina l'escissié anomala i consecutiva de la AAP per part de la B-Secretasa primer i seguidament la y-Secretasa,
formant-se d'aquesta manera el peptid insoluble de B-Amiloide, el qual és emmagatzemat per les neurones en el seu
espai exterior causant la seva mort. El sistema immunitari reconeix aquest patogen anomal en el cervell i envia cél-lules
de la glia (astrocits i microglia), aguestes intenten sense éxit el drenatge dels polimers, generen un procés inflamatori

gue juntament amb la toxicitat del B-Amiloide contribueixen a lesionar les neurones.

Pel que fa als diposits intracel-lulars, els quals son responsables de la degeneracié neurofibril-lar formada principalment
perla proteina TAU tenen dues conformacions que depenent en quina es trobin provocaran un funcionament
inmunopositiu o un de neurotoxic. El bon funcionament d'aquesta, forma ponts que mantenen units els microtubuls

gue conformen el citoesquelet neuronal.

Pero quan el cervell pateix d'aquesta patologia el peptid TAU pateix una hiperfosforilacié, desnaturalitzant el

citoesquelet de la neurona i, per tant, donant pas a una degeneracio neuronal que forma els cabdells neurofibril-lars.

Figura 1

(Anatomia Patologica de I’Alzeimer)



1.4. Diagnostic i examens.

Per diagnosticar I’Alzheimer cal que un metge capacitat ens trastorns cerebrals (Neurolegs, Psiquiatres, Geriatrics... )

revisi I’historial clinic, els antecedents farmacologics i els simptomes que es presenten ja esmentats previament.

Depenent d’aquest primer cribratge i analisis de I'estat de la malaltia es procedeix a realitzar diferents proves al pacient:

Avaluacid de problemes de memoria

El metge demana al pacient que respongui a una serie de preguntes o que completi un cert nombre d'activitats per a
posar a prova les habilitats cognitives ( memoria, pensament abstracte, habilitats de resolucioé de situacions i I'Us del
llenguatge). Per fer-ho el doctor fara una analisi de I'estat mental en que avaluara |'estat de deteriorament cognitiu del
pacient mitjancant proves de raonament i de memoria.

En segon lloc, un neuropsicoleg du a terme proves neuropsicologiques que avaluen de manera exhaustiva quines de les
capacitats encara es mantenen. Serveix per donar al malalt una pauta amb les coses que encara pot fer i determinar si
pot realitzar les seves tasques diaries de manera segura (conduir, administrar els diners...) Aquest metode també
descarta que els simptomes siguin causats per una depressio i no per la demencia.

Per Ultim, els doctors s'entrevisten amb els amics i familiars del pacient per avaluar el seu comportament: canvis
d'humor, capacitat de raonament, capacitats funcionals... Els metges busquen detalls que ajudin a ajustar el diagnostic i

aixi poder passar a l'analisi fisic.

Analisi de laboratori

Aguesta és una prova addicional que es realitza quan el reconeixement neuropsicologic no és del tot clar.

S’utilitzen metodes com I'analisi de sang per descartar afeccions que provoquen simptomes similars, per exemple: el
trastorn de la tiroides o la insuficiéncia de la vitamina B12 provoquen alguns simptomes que podrien ser compatibles
amb la malaltia del Alzheimer.

Recentment ha sortit un estudi que demostra que les analisis de sang poden distingir el tipus de deméncia que es pateix

gracies a mirar els nivells de p-tau217 i a més aquest tipus d’analisi podria ajudar a detectar la malaltia fins a 20 anys

abans de que apareixin els simptomes.

Proves de diagnostic per imatges del cervell.

Aguesta malaltia produeix canvis en la substancia grisa del cervell, provoca la pérdua progressiva de céel-lules cerebrals.
Tenint en compte aixd podem comptar amb les diferents tecniques per fotografiar el cervell i veure en quin estat es

troba aquest organ:



IPET/ TC aquesta utilitza petites quantitats de material radioactiu (Radiosondes) que amb I'ajut d'una camera i un
ordinador pot veure |'activitat bioquimica de les cel-lules del cervell, per tant, podem veure les diferents funcions dels
teixitsi organs. Aquesta és aplicable a I’Alzheimer, ja que detecta les conglomeracions de cabdells Neurofibril-lars i de

proteinatau hiperfosforilada.

També podem tenir en compte les ressonancies magnetiques per detectar la malaltia, funcionen emetent una
freqlencia energética que els diferents atoms del cos poden captar si estan a dins del camp magnetic. Gracies a aixo

podem realitzar imatges transversals del cos i veure |'estat dels drgans.

Per Ultim, podem usar els 2CT per a detectar I'Alzheimer, ja que funciona molt semblant al PET, perd aquest ressalta
ambdiferents marcadors (colors, pH...) les diferents proteines, aconseguint donar a veure si hi ha la preséncia de les

diferents proteines en el medi que analitzem.

Figura 2

(PET scan de I'evolucid del AD)

L PET: “Positron emission Tomography” prova diagnostica que s’ajuda de la radiacié per a identificar substancies exdgenes enl’organisme.

2T Tomografia computada, procediment d’exploracio radiologica basada en raigs X.



1.5. Prevencid i Factors de risc que intervenen en la malaltia.

Factors de risc:

Tot i que fa més d'un segle que la malaltia de I'Alzheimer va ser descrita i reconeguda per primer cop, encara en
desconeixem quina és la causa que la provoca.
Cada cop tenim més proves i evidencies que la malaltia no té només una causa siné que intervenen multiples factors

en major o menor mesura, aquests factors son els que actualment coneixem com a factors de risc de I'Alzheimer.

Aquests factors estan dividits en dues grans categories: modificables i no modificables.

Els factors no modificables son aquells que es relacionen amb I'edat i la predisposicié genética de I'organisme amb la
malaltia. L'edat és el principal factor de risc de la malaltia, ja que com préviament esmentat, a partir dels seixanta-cinc
anys s'incrementen les possibilitats d'acabar desenvolupant-la. Tot i aixi, molta gent d’edat avancada preserva altes
capacitats cognitives i, per tant, I'Alzheimer no és una conseqiéncia inevitable de fer-se gran. D'altra banda,
I'Alzheimer no és una malaltia hereditaria, perd en un 1% dels casos la causa es pot atribuir directament a factors
genetics i en un 99% dels afectats hi ha gens que confereixen en una major vulnerabilitat per a desenvolupar-Ia, tot i

gue nosén determinants en si mateixos.

Pel que fa als factors de risc modificables, agquest son els que provenen de la salut cardiovascular i a I'estil de vida del
pacient. Els factors de risc cardiovasculars sén els que fan referencia a patologies preexistents com sén la hipertensio, la
diabetis, el colesterol, el tabaquisme o l'obesitat. El control d'aquestes variables té a veure amb el seguiment medic del
pacient i del seu estil de vida. Portar un estil de vida sedentari i una dieta poc equilibrada repercuteix en la salut

cardiovascular, en la disminucié d’irrigacio al cervell i conseqlUentment en la salut cerebral.

Evitar I'aillament social i mantenir-se mentalment actiu sén alguns dels altres factors que afecten l'estil de vida que
poden ser claus per a desenvolupar o no la patologia.
El Barcelona Brain Health Institute (BBHI) és un estudi promogut per I'Institut Guttmann centrat en la determinacio de

com aquests factors biologics i d’estil de vida incideixen en la salut cerebral.

Prevencid

Poder prevenir la malaltia incidint en els factors modificables, esta Unicament en les nostres mans.
Prendre les decisions adequades en la nostra joventut perque no repercuteixin en la nostra salut quan ens fem grans es
de vital importancia. Modificant els nostres habits de vida cap a uns més saludables ens assegurem un benestar tant

cerebral com cardiovascular.
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Per a modificar aquests habits podem comencar per adoptar una dieta mediterrania, ja que ésla més
recomanada pel fet de sers un model de nutricié saludable, equilibrada i variada. Aquesta assegura l'aportacio
necessaria de nutrients i calories per a mantenir un bon ritme de vida de manera sostenible i saludable.

Incorporar activitat fisica a la rutina també és una manera d'assegurar la salut cerebral, de manera divertida i
entretinguda practicant algun esport o directament sortint a caminar una estona.

Per prevenir la malaltia de I'Alzheimer, a més, cal mantenir-se mentalment actiu i usar les diferents capacitats cognitives
en el dia a dia.

Mantenint les relacions socials, tenir un pla vital, el descans i son diaris, posar a prova el cervell i treballar la nostra
reserva cognitiva ens ajuda a potenciar la resisténcia de les nostres neuronesi, per tant, fer-les més resistents a les

alteracions patologiques.

Seguint aquests consells serem capacos d'enfortir la nostra salut i reduir el risc de desenvolupar demeéncia. Els experts

afirmen que controlant els factors de risc modificables podem evitar un de cada tres casos de la malaltia.

1.6. Tractaments i terapies ja existents.

La malaltia de I'Alzheimer és realment molt complexa i és molt dificil trobar un farmac que sigui realment efectiu per a
totes les persones per igual.

Tot i aixi, en els darrers anys els cientifics han desenvolupat diferents farmacs que han suposat un gran avenc en la
comprensio i pal-liacié d'aquesta malaltia. Concretament, en els darrers deu anys, s'han desenvolupat diferents farmacs
gue poden precisar i tenen com a objectiu abordar diferents punts de la malaltia, doncs no tots els farmacs tenen el
mateix principi actiu i, per tant, no tots els medicaments sén efectius en tots els estats de la malaltia.

Dividirem els tractaments en dos grans grups: Tractament per a la malaltia amb simptomes lleus/moderats i simptomes

moderats greus.

Tractaments per a la malaltia del Alzheimer amb simptomes lleus i moderats.

El tractament dels simptomes lleus de la malaltia poden donar al malalt benestar, dignitat i independéncia perd en cap
cas erradica la malaltia o evita el progres d’ella.

Tot i que poden alentir la velocitat de progrés no es contemplen com a una solucio final per a aquest problemai els
cientifics segueixen investigant per millorar aquests tractaments.

La Galantamina, la Rivastigmina i el Donepezil, que sén inhibidors de la 3colinesterasa es recepten en aquests casos.
Aguests medicaments ajuden a controlar o reduir alguns simptomes cognitius de la conducta del pacient. Els cientifics
encara no comprenen gaire bé els efectes i la funcid de la colinesterasa per a tractar I’Alzheimer. Pero diverses

investigacions confirmen que la colinesterasa prové de la descomposicié de |" 4acetilcolina, un neurotransmissor que és
11



molt important per a la memoria i el pensament autonom.
A mesura que la malaltia avanca, el cervell deixa de produir acetilcolina per la qual aquests medicaments perden eficacia

a mesura gue avanca la malaltia i ja no poden ser usats.

Tractaments per ala malaltia del Alzheimer amb simptomes moderats i greus.

Per tractar la malaltia de I'Alzheimer amb simptomes moderats o greus i en estats avancats de la malaltia es recepta
un medicament conegut com a Mematina (NMDA) la funcio principal del qual, és reduir els efectes dels simptomes i
intentar preservar algunes de les funcions que els malalts encara puguin tenir. Per exemple la Mematina pot ajudar als
malalts a mantenir la capacitat de regular el transit intestinali decidir quan van o quan novalal lavabo preservant aixi una

mica d'independéncia i intimitat.

Es creu que la Mematina actua regulant el glutamat, una substancia quimica del cervell important i que si es produeix en
excés produeix la mort de les cél-lules del cervell. Per tant, aquest medicament actua com a regulador de la quantitatde

>glutamat al cervell.

La FDA ( “Food and Drug Administration”) també ha aprovat el Donepezil, el pegat de Rivastigminai un medicament

combinat de Mematina i Donepezil per al tractament dels simptomes de moderats a greus de la malaltia d'Alzheimer.

3 Colinesterasa: Enzim essencial per a la transmissio nerviosa en les unions neuromusculars.
4 Acetilcolina: Substancia quimica elaborada per algunes neurones

5 Glutamat: sal sodica del’aminoacid acid glutamic.
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A continuacié es mostra una taula resum d’aquests medicaments, el seu Us, com funciona i efectes secundaris.

Nom del farmac Tipus de medicamenti us Com funciona Efectes

Secundaris freglients.

Aducanumab Immunoterapia Elimina el B- Amiloide Anomalies en les

modificadora de la anormalper a ajudar a imatges relacionades
malaltia receptadaper a reduir la quantitatde ambl’Amiloide.
tractar el deteriorament plaques en el cervell.

cognitiu lleu.

Donepezilo Inhibidor de la Prevencié contra la Nausees, vomits,
colinesterasa receptat pera  descomposicio de la diarrea, rampes
tractarels simptomes lleus acetilcolina en elcervell. musculars, fatiga |
moderats i greus de I’ Perduda de pes.
Alzheimer.

Rivastigmina Inhibidor de la Prevencié contra la Nausees, vomits,
colinesterasa receptat pera  descomposicié de la Perduda de pes,
tractarels simptomes lleus acetilcolina i de la indigestio i debilitat
moderats i greus de I’ butilcolina en el cervell. muscular.
Alzheimer.

Mematina Antagonista de N- metil-D- Blogueja els efectes Marejos, cefalees,
aspartat (NMDA) receptat toxics associats al excés diarrea i confusio.

pera tractar els simptomes de glutamat i regulala seva
moderats o greus de activacio.

la malaltia.
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Nom del farmac

Combinacid
fabricadade
Mematinai

Donepezilo.

Galantamina

Tipus de medicamenti Us

Antagonista d’ NMDA i
inhibidor dela
colinesterasa receptada
per a simptomes moderats

i greus.

Inhibidor de colinesterasa
receptat per a tractarels
simptomes lleus imoderats

del Alzheimer.
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Com funciona

Bloqueja els efectes

toxics associats al excés de

glutamat i evita la
descomposicié de la

acetilcolina enel cervell.

Prevencié contra la
descomposicié de la
acetilcolina i estimula els
receptors nicotinicsper a
alliberar més

acetilcolina.

Efectes

Secundaris freglients.

Mal de cap, nausees,
vomits,diarrea marejos

janoréxia.

Nausees, vomits,
disminucid de la gana,

marejos i mal de cap.



2. ESTUDI PROTEIC

Per poder realitzar la part practica d’aquest projecte i, ja que treballarem amb dues proteines (TAU | B-Amiloide) hem de
fer un estudi a fons i contrastat sobre aquestes. Realitzar-lo, a més, permet comprovar la compatibilitat d’aquestes
proteines amb el bacteri que les sintetitzara i les diferents caracteristiques que presenten aquestes proteines per tal de

poder ajustar el protocol de I'experimenti aixi aconseguir millors resultats i més especifics.

2.1. B-Amiloide

Proteina precursora del B-Amiloide (APP) B-Amiloide

Figura 3 i 4
(Estructura de la B-Amiloide ila APP )

La Proteina B-Amiloide és un peptid de 36 a 43 aminoacids que es sintetitza des d'una proteina precursora (favorable
pel funcionament de 'organisme) APP. Perqué aquesta proteina es formi i provoquiles diferents patologies com

I'Alzheimer I'APP es divideix seqliencialment.

*L'APP abans de ser segmentada i quan encara manté la seva funcid inicial, és una proteina transmembrana amb

funcio no determinada avuidia de caracter soluble.

Els enzims B-Secretasa y-Secretasa ia-Secretasa son els encarregats de processar aquesta segmentacio dels diferents
protomes de la APP.

Inicialment la B-Amiloide es forma per I'accid successiva d'aquest enzim ( B-Secretasa i y-Secretasa) i que produeixen un
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extrem C-terminal del peptid. Alhora aquests enzims esvolen incorporar ala regioé que esta en contacte amb la
membrana per aformar un altre tipus de proteines anomenades isoformases. D'aquestes se'n generen dues AB40 i
ABR42, laisoforma més comuna és la AB40 i aquesta no produeix cap efecte, encanvi,la AB42 és més fibrogenicai,
per tant, s'associa a malalties com I’Alzheimer. Podriem dir que aquests dos factors (C-terminal i isomeritzacid) sén els

causants de la insolubilitzacid i per tant la creacid de plaques senils.

Perqué aquest procés s'activi hi ha d'haver una mutacié genetica autosomica dominant en el gen que codifica per la
APP, tot i que aixd només és aixi en el 10% dels casos, en I'altre 90% la sintesis d'AB42 esta relacionada directament amb

factors esporadics esmentats préeviament.
Pel que fa a l'estructura d'aquesta proteina és intrinsecament no estructurada, és a dir, no té una conformacio terciaria
compacta, siné que és un conjunt d'estructures. Aquest comportament és elque fa que sigui tan dificil de seqlenciar i

estudiar, ja que no es pot cristal-litzar i, per tant, no es pot extreure dels organismes sense que es desnaturalitzi.

Tot iaixi, I'any 2010 en condicions de baixa temperatura i baixa salinitat es van aconseguir aillar els oligomers i

aconseguir tota la informacié recollida en aquesta seccid.

2.2. TAU

Figura 5

(Estructura de la proteina TAU)

La proteina TAU, abundant en el sistema nervids central i en el sistema nervios periferic, te la funcié dins d'aquests
sistemes vinculada a la unié de microtubuls que a I'hora s'associen a la tubulina per a estabilitzar el citoesquelet

neuronal i aixi Inter-comunicar els diferents organuls i mecanismes cel-lulars.

Les TAU, sén proteines microtubulars pirenoides molt poc freqlients fora del sistema nervids central. Estabilitzen els

microtUbuls axonals a través de la interaccido amb la tubulina.
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Aguesta propietat que la conforma ajuda a que es pugui unir als microtubuls i els estabilitza permetent el

moviment de carregues sobre d'ells, ja sigui des del soma fins a I'axd d'una neurona o viceversa.

Les neurones produeixen diferents formes de Tau, en concret dos que anomenem 3R i 4R.

Durant el desenvolupament neuronal hi ha nivells molt alts de Tau 4R i molt baixos de 3R, pero que en la vida adulta

de la cél-lula adhereixen una proporcié del 50% cadascuna.

En el cas de les malalties neurodegeneratives com I'és I'Alzheimer hi ha un desequilibri d'aquests dos percentatges en la

gualtrobem un major percentatge de 3Ren relacid ambla 4R.

Aix0 passa atés que la proteina TAU té uns nivells d'expressid molt regulats, ise sap que les causes més freqients

per a aquests canvis de percentatges sén mutacions genetiques que influeixen en aquests mecanismes de regulacio.

El gen que codifica per la proteina TAU es troba en el cromosoma 17 i vaser descobert per I'Institut

d'investigacions en enginyeria genética i Biologia molecular pel doctor Héctor N.Torres (INGEBI)

Aguest mateix cromosoma pot donar origen a diferents formes de la proteina, les quals venen codificades pel mateix
gen (3R i 4R). Cal recordar que la R davant del niumero és el punt d'encolatge amb el microtibul. El numero vol dir
guants punts té. Aleshores si en I'Alzheimer hi ha un percentatge més alt de 4R és més dificil de solubilitzar, ja que té
més punts amb el que enllacar-se al citoesquelet i, per tant, es creen aquests cabdells neurofibril-lars que acaben

matant a la neurona i causant la neurodegeneracié progressiva.

2.3. GFP (“Green fluorescent protein”)

Figura 6

(Estructura de la GFP)
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L'estructura de la proteina verda fluorescent és de 238 aminoacids, que formen 11 cadenes beta, aquestes 11 cadenes
en els plans beta formen un cilindre que en el centre té una alfa, helix. Aquesta conté un cromofor especial (constituit
pels aminoacids 66,65 i 67) i un complex enzimatic que absorbeix la llum ultraviolada, la catalitza i emet Ilum verda en
aquest cas.

Pergué aix0 passi, quan la llum UV impacta en el complex aquest s'excita, ja que agafa |'energia de la llum i
posteriorment el cromofor s'allibera d'aquesta energia en forma de llum amb longitud d'ona verda. Aix0 permet que la
proteina GFP pugui brillar sense la necessitat d'additius a diferéncia de les altres proteines bioluminescents.

Aquesta proteina originalment produida en les meduses Aequorea victoria té dos pics d'excitacid, 508 nm, el qual
és el que emet la freqlencia d'ona verda i per tant la que ens interessa, també produeix un de 400 nm que produeix

bioluminescencia blava, que descartem.

Aguesta proteina resulta molt versatil, ja que té molts usos. S'utilitza en diferents camps de la microbiologia, enginyeria
geneticaifisiologia. Una de les seves aplicacions més comu és la localitzacié i seguiment de tumors amb metastasi, pel
fet que poden fer-se servir com a marcador. A més permeten veure el desenvolupament cel-lular de diferents espécies
injectant-la en diferents estats de creixement i veure'n I'evolucio. Per dltim i el més important per a aquest treball, ésla
capacitat que te de poder introduir el gen en espécies exdogenes i que es pugui sintetitzar. Aquesta proteina és
originaria de les meduses, pero si les injectem en ratolins, E. Coli, porcs, micos i inclus humans la sintetitzariem en el

nostre citosol.
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3. PROCESSOS DE SINTESI | EXECUCIO DE PROTEINES

3.1. El dogma central de la biologia.

En biologia molecular coneixem el dogma central de la biologia com a diferents processos que permeten a la cél-lula dur
a terme les diferents funcions vitals, aquests sén: la duplicacio de I'ADN (per poder dividir la cél-lula) i la biosintesi de

proteines (la qual engloba la traduccid i la transcripcid), processos pels quals es passa de tenir un gen a una proteina.

Per a aquest treball ens centrarem en la traduccid i la transcripcio, ja que es considera que I'arrel del factor patogen de

I'Alzheimer ve des de I'ADN i per tant és malforma una proteina.

Transcripcié

El primer pas per a la biosintesi de proteines és transcriure I'ADN per a convertir-lo en un motlle del qual en traurem
la informacio per a la sintesi d'una proteina. Aquest pas d'ADN a ARNm el coneixem com a Transcripcio.

Aqguest procés comenca amb la fase d'iniciacié quan I'ARN polimerasa Il s'enllaca a la regié promotora amb la seqliéncia
de nucleotids TAC i posteriorment se separen les dues cadenes d'ADN.

Tot seguit comenca la segona fase, elongacio, en la qual ARN- Polimerasa Il continua la sintesi d'ARNm direccié 5'a3".
Al cap de 30 nucleotids alfinal (extrem 5') de la cadena d'ARNm s'enllaca la caputxa (Gpp-GTP).

Finalment, la darrera fase, en la qual la seqtencia TTATTT marca el final de la Transcripcid i I'enzim Poli-A-polimerasa

col-locaunacua POLI-aa I'extrem 3'.

Abans que la cadena d'ARNm pugui sortir del nucli fins al ribosoma (on posteriorment sera traduit a proteina) ha de
passar perun procés de maduracié. Aquest procés anomenat Splicing és un mecanisme mitjancant el qual els introns, és
a dir, les regions no codificant dels gens, sén escindides del segment extret d'’ARNm, i els exons (regions codificadores)

s'uneixen per a generar un ARN missatger madur i llest per a ser traduit.

Traduccid

La traduccio és el procés per al qual es converteix I'ARNm (previament extret de la transcripcid) en una proteina
immadura.

En la iniciacié I'ARNm s'enllaca al ribosoma en el port A, aquest ARNm comenca per una seqliencia de nucleotids (AUG)
que codifica per l'inici de la sintesi proteica.

Un cop aquesta ha comencat I'ARNt comenca a portar els diferents aminoacids, codificats pels corresponents codons al
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portP.

Alla els diferents aminoacids es van enllacant per enlla¢ peptidic.

Un cop s'ha traduit tota la cadena d'ARNm una altra seqliéncia (UAG, UAA i UGA) informa el ribosoma de queé la sintesi
ha acabat i, per tant, la cadena d'aminoacids es desenganxa i comenca el procés de maduracio per a poder ser una

proteina.

3.2. Regulacions posttraducionals.

Les modificacions posttraducionals d'una proteina sén diferents processos quimics i biologics que passen després de la
sintesi del peptid.

Es el pas finalde la sinteside proteines i, pertant, de I'expressié génica.

Aquest procés és el que dona les diferents funcions a les proteines i, per tant, dona joc a crear més d'un protomer amb
un sol gen.

D'aquests processos n'hi ha moltissims. Ates que el focus del projecte se centra en tres proteines, només es detallen els
processos que més impacten em el mateix.

Finalment, cal esmentar, també, que molts dels organismes unicel-lulars procariotes a causa de la simplicitat del seu

organisme noduen a terme aquestes regulacions.

Fosforilacié

La fosforilacid és I'addicid d'un o més d'un grup fosfat a qualsevol altra molecula.

Es podria dir que és la reaccid adversa a la fosfatacio.

En el metabolisme, la fosforilacio és el mecanisme basic de transport energétic amb diferents nucleotids lliures com 1'és
I'ATP o I'ADP. Pel que fa a les proteines i en especial dels enzims, és un dels principals mecanismes que regula I'activitat
proteica.

Aquesta fosforilacio en les proteines es produeix gracies a les proteines/enzims, quinasa.

Glicosilacié

La glicosilacio és un procés bioquimic on, tal i com indica el seu nom, s'adhereix un gldcid a un altra molecula.

Com la fosforilacio, la glicosilaci® no només passa en proteines totique la glicosilacio proteica és de les més
rellevants, ja que pot donar-se com a una modificacié cotraduccional o posttraduccional i aixdo dona molt joc a les
diferents funcions que adquireixen les proteines dins de |'organisme.

La majoria de proteines glicosilades es troben en el reticle endoplasmatic rugds donat a la composicié de I'organul i la

preservacié de la proteina.
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Ubiquitinacio

La degradacio de proteines, la regulacid del creixement cel-lular, la reparacié de I’ADN, degeneracié neuronal i muscular
d’entre d’altres son algunes de les funcions de la Ubiquitina.

Es un substrat que s’enllaca a una proteina i forma un barril que agafa els residus de la cél-lula i els degrada fins que no
provoguen una amenaca per a la cel-lula.

Es un regulador cel-lular que contribueix al bon funcionament de I'organisme.

Oxidacid

L’oxidacié de les proteines implica la modificacid dels grups laterals d’aminoacids per ROS i la conversié a carbonil i
altres derivats.
Els grups carbonil deficients en electrons sén altament reactius amb amines i restes de grups tiol per a produir enllacos

creuats entre polipéptids o protomes donant una estructura més estable i funcional a |la proteina oxidada.

Prenilacié

Aquest procés posttraduccional consta de I'addicié de molécules hidrofobiques (basades en hidrocarburs) que faciliten
la unié de la proteina a la membrana cel-lular, generant una funcio similar als anellatges lipidics.
Per tant, amb I’addicié d’un grup prenil podem modificar la funcié de la proteina i la seva composicio si es requereix

d’unafuncié especifica.
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4. ELS BACTERIS COM A MEDI PRODUCTOR

4.1. Escherichia Coli

Escherichia Coli o també conegut com a E. Coli és un bacteri que trobem en els intestins dels humans d'entre altres
organismes, a on ajuda als humans adescompondrei digerir els alimentsi posteriorment defecar-los.

Tot i haver-hi algunes soques bacterianes que son altament infeccioses i poden produir una mort prematura la gran
majoria son favorables per a I'organisme.

Pertany a la familia de les enterobacteriacies i al regne dels procariotes, ja que son organismes unicel-lulars sense nucli.
Sén molt utilitzats en enginyeria genetica i en la biotecnologia, ja que en tenim codificat el genoma sencer i al tenir
I'ADN endrecat en un Plasmidisén molt facils de manipular genéticament. A més tenen una capacitat reproductora molt

especial anomenada parasexualitat que els ajuda a crear colonies de bilions d'organismes en poc més de 24 hores.

4.2. Anatomia i morfologia del bacteri.

Figura 7

(Estructura del bacteri E.Coli)
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Comencant de fora cap a dins els bacteris presenten una morfologia una mica peculiar i molt diferent a la dels humans.
Per acomencar presenten una paret cel-lular que dona rigidesa i forma a la cel-lula bacteriana, aquesta esta formada
principalment de peptidoglicans.

Seguidament i tot just a sota de la paret cel-lular trobem la membrana plasmatica, composta generalment per lipids i
proteines inclou la gran majoria d'estructures i organuls perqué el bacteri pugui dur a terme les diferents funcions vitals.
Seguidament i dins de la membrana trobem els mesosomes, sén unes petites invaginacions a la membrana a on es
produeix la respiracio cel-lular. El citoplasma alberga la resta d'organuls que trobemen el bacteri, en ell trobem el
material genétic, que no presenta membrana ni forma definida (cromosoma).

Per a la mobilitat dels bacteris compten amb dues estructures anomenades cilis i flagels de conformacio proteica i
normalment es troben fora de la paret cel-lular.

| per a reproduir-se de manera para sexual els bacteris presenten un pili amb forma d'apendix filiforme i ajuden a
transferir vectors d'ADN entre organismes.

La capsula és I'organul més exterior dels E.coli, és un revestiment, viscos/ mucds constituit deglicids polisacarids, la seva
funcio és protegir als organismes de lafagocitosii la dissencacié.

Finalment, i com la gran majoria dels éssers vius, els bacteris presenten un conjunt de ribosomes que ajuden a expressar

les proteines i dur aterme les diferents funcions vitals.

4.3. Parasexualitat Bacteriana

Tot i que el mecanisme pel qual es reprodueixen les bacteris és la biparticié (o fissid binaria) aquesta suposa un
problema per a la proliferacié de I'espécie. Els bacteris com que no poden fer la mitosi i, pertant, no hi ha recombinacio
genetica, per a solucionar-ho han desenvolupat uns metodes anomenats parasexualitat bacteriana, la qual permet el
traspas de material genétic entre individus de la mateixa espécie. Aquesta propietat és la que provoca la ineficacia dels
antibiotics, ja que amb només amb un bacteri que dugui a terme resisténcia a un antibiotic tots la desenvoluparan
gracies a aquest procés biologic. La parasexualitat consta de tres processos diferents i independents pels quals els

bacteris obtenen nou material genétic ( transformacié, transduccid i conjugacio).

Conjugacio

Aquest procés passa nomeés quan hi haintegraten els bacteris el plasmidi F, aquest plasmidi conté la informacio genetica
per crear un pili. La cel-lula que presenta el plasmidi l'anomenarem F+ i la cél-lula que no el té i que, per tant, sera la
receptora I'anomenarem F-.

Les cél-lules donadora i receptora entren en contacte mitjancant pilis sexuals i es transfereixen I'ADN plasmidic

autoreplicatiu.
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Figura 8

(Conjugacio Bacteriana)

Aquest plasmidi autoreplicatiu és el plasmidi F+ en enterobacteris, que codifica la informacié necessaria per a la
generacio del pili sexual i, aixi, la transferencia de plasmidis.

El pili de la cél-lula F+ s'uneix a la cel-lula F-, s'escurca i entren en contacte. Aleshores el plasmidi es replica pel métode
rodant,que es tracta del pas d'una de les cadenes a la cél-lula receptora mentre |'altra es replica a la donadora.

La cél-lula receptora passaaser F+quan el plasmidi F s'incorpora al cromosoma bacteria.

Transduccid

Per a que aquest procés es dugui a terme caldra tenir present un virus bacteriofag, ja que és el mitja de transport per als
segments d'ADN que es vulguin donar.

Els Bacteriofags transporten I'ADN d'un donador a un receptor. Es produeix la incorporacié de gens bacterians a
I'interior de la capsida d'un bacteriofag en comptes de I'ADN viric a conseqiencia d'errors en el cicle vital del virus. El
virus que conté aquests gens els injecta a un altre bacteri, que els incorporara. Es el tipus de recombinacié genética més

freqlent en bacteris i n'hi ha de dos tipus:

o TRANSDUCCIO GENERALITZADA: Es produeix durant el cicle litic dels fags virulents i temperats i és capac de

transferir qualsevol part del genoma bacteria.
o TRANSDUCCIO ESPECIALITZADA: Només es transporten regions especifiques de I'ADN bacteria. El fag

s'introdueix al cromosoma bacteria abans de replicar-se i quan s'escindeix, transporta un fragmentd'ADN de la

cel-lula donadora.
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Figura 9

(Transduccio bacteriana)

Transformacié

Aquest procés consisteix en la captacié d’ADN lliure en el medi (provinent d’un altre ®bacteri lisat enmolts casos) que

penetra a un bacteri receptor en estat de ‘competéncia (bacteri ha de ser competent, sind no es transformara) i,

aquest, I'incorpora al seu genoma, de forma que podra ser heretada per la seva descendéncia.

La molécula d’ADN en questié pot ser un fragment d’ADN lineal del medi (originat dela lisi d’'un bacteri, per exemple) o

bé unamolécula d’ADN circular (plasmidi).
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Figura 11

(Transformacié Bacteriana)

6 isat: Organisme trencat dins d’'un medi (en el cas dels bacteris 'embolcall cel-lular es trenca i tots els organuls, proteines iADN estan lliuresen el medi)

7 Estatde competencia bacteriana: El bacteri presenta alteracions en la seva paret cel-lulari per tant permet la entrada de factors externsal

citoplasma
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5. ENGINYERIA GENETICA

Tot i que en la part practica comprarem el plasmidi ja modificat, cal entendre els passos i les eines que préviament s’han
hagut d’utilitzar per fer-ho.
A tal efecte, hem analitzat a fons I'article “AraC protein, reqgulation of the L-arabinose operon in Escherichia

coli, and the light switch mechanism of AraC action.” Schleif, R. FEMS Microbiol Rev. 2010 Sep,;34(5):779-96

5.1. Vectors d’ADN

Considerem un vector com a una molecula d’ADN de doble cadena amb la capacitat de poder acceptar un fragment
d’ADN exogen. Aquests els podem classificar de dues maneres segons el seu Us: vectors de clonacié i vectors d’
expressio:

Els vectors de clonacié que sén aquells que com a funcié tenen emmagatzemat de seqiencies i a obtencié de grans
guantitats d’ADN inserit o de la moléecula recombinant. Com a diferents exemples tenim els plasmidis, fags, cosmids i
cromosomes artificials bacterians o del llevat.

Els vectors d’expressid son els que realment apliquen en el present projecte. Sén aquells que treballen com a un
vehicle per a inserir nou material genétic a un organisme i produir ARN transcrit de la proteinaproducte d’aquell

transcrit.

Aquests vectors d’expressié sén:
Plasmidis

Un plasmidi és un petit tros d’ADN circular que es troba principalment en bacteris.

Aquests es troben fisicament separats de I’ADN cromosomic i es replica independentment. Normalment, presenten un
nombre reduit de gens i poden ser passats entre organismes.

En el cas que es facin servir com a vectors aquests reben un gen d’interés en el genoma del plasmidi, s’introdueix a un
altre bacteri mitjancant la parasexualitat bacteriana i es reprodueix dins del nou organisme expressant la proteina per la

qual codifica el gen inserit en el plasmidi.

Bacteriofags

Un bacteriofag és una especie de virus capac d’infectar a bacteris. Varien molt de formai de material
genetic motiu pel qual s’utilitzen tant en els camps de I'enginyeria geneética.

Un bacteriofag, per tant, és un parasitintracel-lular, molt semblant als virus de les cél-lules animals.
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5.2. CRISPR-CAS9 i enzims de restriccid.

Les CRISPR, acronim de la llengua anglesa " Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats" es produeixen
en els genomes d'algunes bacteris.

La tecnologia CRISPR-Cas9 pot oferir la capacitat de modificar o corregir directament errors en les seqliiéncies de
nucleotids que tenen una relacié directa amb malalties subjacents en el genoma.

Cas-9 és una endonucleasa que quan s'associa a la molécula CRISPR funciona com unes tisores moleculars, que talla,

edita o corregeix en una cel-lula I'ADN que s'associa a una malformacié o a una mutacio geneética.

El funcionament d'aquest equip de molécules comenca amb un ARN guia que porta la Cas-9 al lloc exacte que es vol
modificar. Un cop les tisores han realitzat un tall en la seqliencia, els mateixos mecanismes intrinsecs de la cel-lula i

I'ADN exogen utilitzaran la maquinaria de la mateixa cel-lula per a reconstruir el tros segmentat d'ADN especificament.

Com a alternativa a la tecnologia de la CRISPR Cas-9 i que només la trobem en el regne dels bacteris tenim els enzims de

restriccio.

Aquests reconeixen diferéncies en les seqiéncies d'ADN, anomenades llocs de restriccid i s'uneixen a elles. Cada enzim
de restriccio reconeix un o dos ,com a molt, llocs de restriccié. Quan la proteinatroba el seu lloc aquestatallara d'una

manera especifica i a prop del lloc de restriccio.

' v t [ =] AATTE 3
S GAATTC 3 S G G s’
¥ CTTAA,TG s' 3 CTTAA

enzima EzoRI

Figura 12
Aquest tipus de tall que fan els enzims de restriccid i que deixen aquestes formes de cadena senzilla s"anomenen

extrems cohesius i sén Utils per a la clonacid, ja que mantenen els dos fragmentsd’ADN junts. L’ADN ligasa els pot ajuntar

i aixi I’ADN recupera la seva funcionalitat al cent per cent.
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5.3. Opero Arabinosa i plasmidis pGLO.

OPERO ARABINOSA.

El bacteri E.coli pot emprar L-arabinosa, que és un monosacarid de 5 carbonis (constituent de les parets cel-lulars
d’algunes cel-lules vegetals) com a font de carbonii energia. Quatre gens, araA, araB, AraC i araD codifiquen per
proteines que es requereixen per la captacio i posterior conversid del-arabinosa en D-xilulosa- 5-fosfat, que entra a la
via de les pentoses. Els gens araA, araB, i araD codifiquen pels enzims L-arabinosa isomerasa, ribuloquinasa i ribulosa-5-
fosfat epimerasa. També s’han identificat dos sistemes de transport, el producte del gen arak i el sistema format pels

productes dels tres gens araFGH. La proteina AraC és un activador positiu de I'operd arabinosa.

AraA AraB AraD
AraFGH CHO {I:HZQH CH,OH CH,OH
— ! B i -
H(;’OH ?7 o (;"— o (|;7 o To pentose
Extracellular AraE HOCH = HOCIH — HOCIH = HOCiH —3=— phosphate
2 | "
L-arabinose HOCH HOC%H HOCIH HCOH pathway
| I
CH,OH CHZOH CH,0PO; CH;0PO;
Intracellular L-Ribulose-5
L-arabinose phosphate
L-ribulose o-Xylulose-5
phosphate
arakE
—_—
P Uptake
araF araG araH
w—
-
PraH Y
Uptake
araC araB araA araD
- -
Pc Pgap Isomerase
Regulation Ribulokinase Epimerase

Fig. 1. The Fscherichia coli genes coding for the proteins required for the uptake and catabolism of L-arabinose. Ako shown is the metabobc pathway
of this conversion

Figura 13
La figura de dalt mostraels gens bacterians que codifiquen perles proteines requerides per la captacio i metabolisme de
la L-arabinosa. L'operd L-arabinosa conté els tres gens araB, araA i araD, que son transcrits com un Unic mRNA des de el
mateix promotor. L’expressié de 'operd esta controlada per la proteina AraC i per la proteina CAP. La proteina AraC

actua com a activador (en preséncia d’arabinosa) icom a repressor, en la seva abséncia.
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La figura anterior mostra la situacié en la que I'operd esta activat, degut a la absencia de glucosa ([cAMP] elevat) amb la
unié de la proteina CAP al'operd i presencia de AraC unida a arabinosa. En absencia d’arabinosa, AraC dimeritza i actua

com un repressor de I'operd, formant un “loop” que blogueja la unié de la RNA-polimerasa al’operd arabinosa.

RNA polymerase

@ DNA loop prevents RNA polymerase
from binding to ParaBAD

ara02

Dimeric
AraC

ara01 CAP arali ‘ aral2 Parasao araBAD

L

| Supresses transcription of araBAD

Figura 16

El gen regulador araC, esta situat “upstream” de I'opero arabinosa i codifica per la proteina AraC.

Els gens araBAD iaraCsoén transcrits en direccions oposades des dels seus promotors PBAD i PC, respectivament.

El plasmidi pGLO, conté la regié de DNA que controla I'expressié de araC i araBAD, també la regio codificant de AraC,
pero la zona codificant de araBAD, ha estat substituida per la regié codificant de la proteina GFP.

També conté bla, el gen que codifica per I’'enzim B-lactamasa que hidrolitza I'antibiotic ampicil-lina, amb el que bacteris
gue tinguin aquest plasmidi, podran créixer en presencia d’ampicil-lina al medi de cultiu. ori és un origen de replicacio, el

gue permet la replicacio del plasmidi.
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6. PART PRACTICA

6.1. Introduccid

Per respondre i confirmar les hipotesis inicials he hagut de plantejar i dissenyar un experiment assequible i realista

subjecte als meus recursos i possibilitats .

Desenvolupant aquest protocol vaig agafar idees de diferents processos biomedics i experiments realitzats com a font

d’inspiracid i vaig reformular la teoria subjecta a la practica.

Com a idea principal volia expressar la proteina B- Amiloide i la proteina precursora APP en diferents medis, perd en un
mateix organisme, per tant, expressar-la de manera heterologa en els bacteris E.coli.

Aquest procés ja es du a terme en el cas de la insulina i es fan servir els diferents bacteris com a medi de secrecié de la
proteina.

Un cop tinguéssim les dues proteines ( B- Amiloide i APP) purificades les ajuntariem en un medi de liquid cefalorraquidi i
n'observariem la seva interaccié veient si els efectes de la 3- Amiloide sén contrarestats per la preséncia de I'APP ossi

realment no passa res i I'efecte neuro-toxic i degeneratiu de la - Amiloide encara és igual de virulent.

Ara bé, com esmentat previament, els organismes unicel-lulars procariotes no realitzen regulacions post- traduccionals,
i, per tant, com que la malformacio en la proteina B- Amiloide es produeix en un d'aquests processos, el cultiu no es
podia realitzar en un bacteri i s'havia de fer en una cel-lula viva, cosa impossible degut a la immensa quantitat de

regulacions etiques i legals que contempla I'Us de cel-lules humanes en un experiment.

Davant d’aquest entrebanc, i un cop analitzades les alternatives, vaig decidir realitzar el mateix experiment canviant la
proteina dela B- Amiloide a la GFP ("green fluorescent protein").

Tot i no ser la mateixa proteina i tenir diferents estructures, el diferents radicals dels aminoacids que contemplen
ambdues estructures comparteixen moltes caracteristiques, aixi que amb poques modificacions en el protocol
previament formulat he acabat de conjugar la practica d'aquest treball de recerca titulada, finalment, “procés
d’expressié d’una proteina heterodloga GFP”, i que, dividida en dues parts clarament identificades, s’assimilara al maxim
a la practica inicial podent aixi aportar una evidéncia prévia per, més endavant, dur a terme la practicaamb la proteina B-

Amiloide i trobar la possible pal-liacié a la malaltia que buscava des d’un principi.

Cal comentar que el procediment de la practica és ja existent i el protocol ja ve preparat des d "un altre laboratori.

L'expressio heterologa d’una proteina s’inicia amb el clonatge de la seqléncia d’acid nucleic que la codifica en un vector
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d’expressid. El vector d’expressié consisteix en un fragment d’acid nucleic (generalment ADN), que conté almenys un
origen de replicacié que li permet propagar-se a la cel-lula hoste de desti; un gen que permet seleccionar les cel-lules
gue han incorporat el vector (generalment que permet a la cél-lula hoste resistir a un antibiotic contra ella), i una
seqliéncia promotora darrere la qual s’introdueix el fragment d’ADN fora que codifica per la proteina que es vol
expressar. La seqiiéncia promotora és la seqtéencia a la qual s'uneix I’ARN polimerasa per tal d’iniciar la transcripcié del
gen en qlestid. Es pot fer servir la que més ens interessi, induible per un compost, o constitutiva (es transcriu sempre al

mateix nivell).

En unasegona part, el vector d’expressié amb I’ADN fora, és introduit a la cel-lula hoste. Si’hoste és un bacteri,
generalment s’introdueix mitjancat el procediment conegut com a transformacié (parasexualitat bacteriana). En aquest

cas el vector utilitzat és un Plasmidid’ADN.

6.2. Objectius de la practica

o L'objectiu general d’aquesta practica és assajar un sistema de la proteina fluorescent verda (GFP, de I'anglés,
Green Fluorescent Protein), procedent de la medusa Aequorea victoria, en un hoste bacteria (E. coli).

o Observarelflux de la informacié génica ADN > ARN = Proteina = Fenotip (Trets caracteristics).

Unavegada introduit el vector d’expressid amb el gen de la GFP en els bacteris, aquests seran capacos d’expressarla

GFP, que podrem observargracies a la seva fluorescéncia sota Ilum ultraviolada.

A partir de I'obtencid del bacteri transformat amb el plasmidi, es podria purificar la proteina GFP, fent créixer un cultiu de
bacteris transformats amb el plasmidi pGLO en preséncia d’arabinosa. Després de trencar les cel-lules, s’aplicaria un
protocol de cromatografia hidrofobica i es podria observar la fluorescencia de les diferents fraccions del compost

proteic.

Part 1: Expressié de la proteina heterdloga GFP en bacteri.

El plasmidi que farem servir en la practica s'Tanomena pGLO.

Aquest plasmidi conté, a més d’un origen de replicacié i el gen de la GFP, el gen bla que codifica per un enzim beta-
lactamasa, que dona al bacteri la resisténcia a I'antibiotic ampicil-lina; i el gen araC que codifica per la proteina AraC.
El gen de la GFP del plasmidi, esta controlat per un promotor induible pel sucre arabinosa.

L’arabinosa s’ajunta amb la proteina AraC i llavors el complex proteina AraC-arabinosa activa |'expressié de la

proteina GFP, en facilitar la unié de la ARN polimerasa al promotor que controla I'expressié de la GFP.
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L'expressio de la proteina AraC també depen de la presencia d’arabinosa.

Per tant, les cél-lules transformades amb el plasmidi pGLO emetran fluorescencia si i només si s’afegeix arabinosa al

medi de cultiu i s’il-luminen amb llum UV.

El protocol de transformacio inclou I'Us de CaCl2 i calor+ fred anomenat xoc termic, per incrementar I'eficiencia de la

entrada del plasmidi a les cél-lules creant uns forats en la paret cel-lular del organisme. De totes maneres, no totes les

cél-lules hauran acceptat el plasmidi pGLO i, per aillar les cel-lules que I’han incorporat, es fa la seleccid per creixement

en plagues que contenen I'antibiotic ampicil-lina.

Per tant, els bacteris que no incorporin els gens que ens interessen no podran sobreviure ja que no tindran el gen bla i

aleshores no resistira al antibiotic morint i deixant en el cultiu els bacteris que si ens interessen.

Material per a la primera part.

N oA wN e O

Placa inicial d’E-Coli de la soca HB101 (1x placa)

Medi de cultiu Luria Bertrani (LB)

Plagues d’agar (1 LB, 2 LB/AMP, 1LB/AMP/ara) (x4 plaques)
Plasmidis pGLO (30 pL) (x1)

Loops d’inoculacié (x10)

Tubs d’Eppendorf (x1)

Contenidor amb Gel (x1)

Procediment

4.

Retolar dos microtubs com a +pGLO i -pGLO. Obrir els tubs i transferir 250 pL de solucid de transformacié CaCl2

amb una pipeta micrometrica i col-locar els tubs en gel.

Utilitzar un loop esteéril per a agafar de 2 a 4 colonies de bacteris de la placa inicial i submergir el loop fins al fons
en el tub retolat com a +pGLO. Girar el loop fins a que la colonia quedi dispersa en la solucié de transformacio.
Col-locareltub al contenidor amb gel i repetir el procés amb el tub de -pGLO.

Pipetejar 5 ul del tub que conté la preparacié de pGLO i introduir-los dins de la suspensié cel-lular del tub retolat
com a +pGLO. Tancar el tub i retornar-lo al contenidor en gel/aigua. Tancar també el tub retolat coma -pGLO.

NO s’ha d’afegir DNAplasmidic al tub retolat -pGLO.

Incubar els tubs en gel durant 10 minuts. Assegurar-sed’introduir deltot els tubs en el gel.
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5. Durant la incubacié dels tubs en gel, retolar les quatre plaques d’agar amb medi LB a la part inferior

- Enunadeles plaguesLB/amp, retolar + pGLO

En la placa LB/amp/ara, retolar + pGLO

En unade les plagues LB/amp, retolar - pGLO

En la placa LB, retolar— pGLO

6. Xoc termic. Transferir el contenidor de microtubs, que conté els tubs +pGLO i -pGLO, en un

bany d’aigua a 42 2C, durant exactament 50 segons ja que sind els bacteris poden morir si els

exposem a més estona. Assegurar-se que els tubs estan ben col-locats en el contenidor i que estan completament
en contacte amb |'aigua del bany. Quan els 50 segons han passat, col-locar els tubs novament en gel/aigua. Per
optimitzar el procés de transformacio, els procés de transferencia dels tubs des de 0 2C a 42 2C s’ha de fer el més
rapidament possible i aixi evitar errors en la transformacié del plasmidi.

Tot seguit, incubar els tubs en gel durant 2 minuts

7. Treure els tubs del gel i col-locar-los a la poiata. Obrir un tub i, utilitzant una punta de pipeta esteril, afegir 250
microlitres de medi de cultiu LB a un tub i tornar-lo a tancar. Repetir el procés per I'altre tub, utilitzant una altra

punta de pipeta esteril. Incubar els tubs durant 60 minuts al bany d’aiguaa 37 °C.

8. Centrifugar durant 30 segons a 5000 rpm i treure 150 plL del sobrenedant, que seran llencats i préviament
esterilitzats en un recipient amb 10% de lleixiu. Resuspendre suaument el contingut dels tubs amb la restade
medi i pipetejar 100 pl de les suspensions de transformacié (tub +pGLO) idel control(tub —pGLO) en les plaques

d’agar corresponents.

9. Inocular amb un loop diferent en cada placa el pellet de bacteris per tota la superficie iassegurant-se de que no

quedaliquid sobre I'agar.

10. Segellar les plagues amb tires de parafina i posar-les a la incubadora cap per avall a 37 graus durant 24h.
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Figura 17 18 (abaix)

( Plagues d’agar retolades i incubades)
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Part 2: Cromatografia Hidrofobica ( Purificacié de la GFP)

Les proteines sén cadenes polipeptidiques formades per concatenacié d’aminoacids, alguns dels quals son hidrofobics.
La GFP conté diferents zones riques en aminoacids hidrofobics, que, col-lectivament, donen a la proteina un caracter
hidrofobic general.

A més a més, la GFP és molt més hidrofobica que la majoria de proteines bacterianes.

Per tant, podem utilitzar el caracter hidrofobic de la GFP per purificar-la d’altres proteines bacterianes més hidrofiliques.

Per a aconseguir aquest pellet pur de proteines GFP haurem de realitzar una cromatografia la qual és una tecnica molt
potent que ens permet separar proteines i altres molécules presents en mescles complexes i que és rutinariament
utilitzada en biotecnologia per tal de purificar proteines genéticament modificades.

A la cromatografia, la mescla de proteines que es volen separar es passa a través d’una columna que conté particules
esferiques microscopiques. Les proteines, un cop dins la columna, es mouen cap a la part inferior a través dels intersticis

presents entre les particules esferiques.

Aqui s’utilitza una columna que conté particules altament hidrofobiques.

Aquesta tecnica s’anomena cromatografia d’interaccié hidrofobica (HIC, de I'anglés Hydrophobic Interaction
Chromatography). Quan s’aplica el llisat bacteria a la columna, les proteines hidrofobiques (dissoltes en un tampd que
conté una elevada concentracio de sals) interaccionaran amb les particules de la columna, mentre que les proteines més

hidrofiliques, passaran per la columna interaccionant feblement.

Quan la concentracio de sal disminueix, les proteines hidrofobiques interaccionen menys amb les particules de la

columnais’elueixen de la columna, purificades.

La columna cromatografica de la practica conté una matriu de particules microscopiques hidrofobiques.

Quan la mostra, en un tampd amb alta concentracié de sals, es carrega sobre aquesta matriu, les proteines
hidrofobiques s’uneixen a la matriu. Com més hidrofobiques sén les proteines, més fortament s’uneixen a la matriu i
vice-versa.

A mesura que la concentracio de sal disminueix, es debilita la unié de les proteines hidrofobiques amb la suport

cromatografic i comencen a eluir de la columna.
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Material per a la segona part

Reactius
Microtubs
Pipetes
Caixa de microtubs
Vas de precipitats amb aigua per netejar les pipetes
Columna de cromatografia Butil-Sepharosa
Vas de precipitats per a material de rebuig
Tampd d’unid (Sulfat amonic 4 M en TE pH 8) (1 vial)
Tampd d’equilibrat (Sulfat amonic 2 M en TE pH 8) (1 vial)
Tampd de rentat (Sulfatamonic 1.3 M en TE pH 8) (1 vial)
Tampo d’elucié (TE=Tris 10 mMM/EDTA 1 mM, pH 8) (1 vial)

Aparells
Centrifuga
Lampada de llum UV

Sonicador

Procediment

1. Emprarun cultiu O/N de 4 mL de HB101 transformades amb pGLO, crescudes enLB+Amp (75 pug/mL) +
arabinosa (6 mg/mL). Sedimentar les cél-lules i portar-les com a pellet congelat en els mateixos tubs de 15 mL (en
els que s"hancrescut O/N). Llavors afegir 200 pl de tampd TE i resuspendre el pellet pipetejant amunt i avall.

Transferir la suspensié a un tub eppendorf de 1.5 mL.

2. Sonicar el contingut del eppendorf en intervals de 3 segons durant 5 vegades i posant el tub en un contenidor

amb gel durant 10s entre intervals per a evitar la desnaturalitzacio dels elements del tub.

3. Incubar la suspensio de cél-lules a temperatura ambient durant 10-15 minuts. Cada 2-3 minuts anar pipetejant

amunt i avall per homogeneitzar la suspensio. Examinar el tub amb la lampada de llum UV.

4. Collocar el tub a la centrifuga per tal de sedimentar la fraccié insoluble corresponent a les restes bacterianes
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10.

11.

12.

per centrifugacio durant 10 minuts a velocitat maxima.

Durant 'espera que comporta el procés de centrifugacio anterior, preparar la columna de cromatografia,
deixant que el tampd que conté la columna s’elueixi (aproximadament 3-5 minuts). Quan el menisc arribi abaix,

tapar la columna ambel tap (és millor que no s’assequi).

Preparar la columna afegint 2 mL del tampd d’equilibrat (TE amb sulfat amonic 2M) a la part superior de la
columna. Eluir el tampd de la columna fins que el menisc arribi abaix. Tancar la columna amb el tap.

Després dels 10 minuts de centrifugacid, treure immediatament el tub de la centrifuga. Examinar el tub amb la
lampada de llum UV. Les restes bacterianes (pellet) haurien de ser visibles al fons del tub. Treure amb una

pipeta 250 ul del sobrenedant i posar-los en un microtub nou.

Afegir 250 pl del tampd d’unié (TE amb 4M sulfat amonic) al microtub que conté el sobrenedant. Aquests 500 pL

seran els que passarem per la columna.

Rotular tres tubs col-lectors amb els nimeros 1, 2 i 3. Col-locar a sota de |la columna el tub col-lector rotulat com
a 1i utilitzant una pipeta, carregar amb compte els 500 pl del sobrenedant i del tampdé d’unid, a la part superior
de la columna recolzant lleugerament la punta de la pipeta contra la paret de la columna tal i com s’indica a la

figura. Treure el tap de la columna i deixar que passin aquests 500 pL.

Examinar la columna utilitzant la lampada UV. Anotar les observacions. Quan hagin entrat els 500 pL del
sobrenedant (i tampd d’unid) i el menisc arribi a la part superior de la columna, afegir amb molta cura 250 pL
més de tampo d’equilibrat (TE amb sulfat amonic 2M) i recollir- ho també en el mateix tub #1. Tancar la

columna ambel tap. Ara tindrem 0.75 mL al tub #1.

La mateixa técnica de carrega utilitzada a 'apartat anterior, afegir 750 ul del tampd de rentat (TE amb sulfat

amonic 1.3 M). Treure el tap groc i deixar que totel volum s’elueixi dins del tub #2. Ara tenim 0.75 mL al tub #2.

Quan el tampd derentat arribi a la part superior de la columna, tancar-la. Examinar la columna utilitzant la

lampada UV i anotar els resultats observats. Posar el tub 3 a sota de la columna.

Utilitzant una punta de pipeta nova, afegir 750 ul del tampd d’elucié (tampd TE sense sulfat amonic). Treure el
tap i deixar eluir tot el volum a través de la columna, recollint-lo al tub #3. Novament, observar la columna

utilitzant la lampada UV. Anotar els resultats observats.
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13. Examinar els tubs col-lectors 1, 2 i 3 amb la lampada UV i notar les diferéncies defluorescéncia dels tubs.

Figura 19 20

(Productes de la cromatografia)

6.3. Resultats de | 'Experiment.

Per a cada tampd carregat a la columna cromatografica vam recollir una fraccié de mostra diferent, és a dir, vam obtenir

4 mostres que corresponen als 4 tampons diferents:

1. Tampd d’unié (Sulfat amonic 4 M en TE pH 8): conté una elevada concentracié de sals que afavoreix la
interaccid hidrofdbica entre aquestes moléculesi la columna. La GFP queda fortament associada a la matriu
guan carreguem aquest tampd a la columna ja que la proteina és de les més hidrofobiques que té la proteina
bacteriana i presenta zones riques en aminoacids hidrofobics.

Aguest tampo, per tant, afavoreix la unié de les proteines hidrofobiques i elueix aquelles que no ho son.

2. Tampd d’equilibrat (Sulfat amonic 2 M en TE pH 8): el tampd equilibrat s’afegeix després del d’unid, i aquest,
permet tornar a tenir les condicions inicials a la columnacromatografica pero, amb les proteines hidrofiliques

de la mostra eluida.
3. Tampd de rentat (Sulfat amonic 1.3 M en TE pH 8): es redueix la concentracié de sal, per tal de deixar

només aquelles proteines que siguin les més hidrofobiques i eluint d’aquesta manera les que no tinguin un

caracter hidrofobic tan fort com el de la proteina GFP.
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4. Tampd d’elucié (TE=Tris 10 mM/EDTA 1 mM, pH 8): té la funcié d’eluir tot allo que estava unit
a la columna cromatografica gracies a que es disminueix considerablement la concentracio
de sals. Es van eluint poc a poc les poques proteines hidrofobiques que quedaven fins que,

desfavoreix completament la forta unié de la GFP i la matriu de la columna.

Per tant el Eppendorf que mostrara més GFPi per tant a on trobem la proteina purificada és

troba en’dltim tub.
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7. CONCLUSIONS DEL TREBALL DE RECERCA

Després de mesos i moltes hores de recerca i practica he aconseguit concloure aquest projecte amb satisfaccié.

De les 3 hipotesis que m’havia plantejat, ha estat impossible treballar en les dues primeres degut a que les
complicacions étiques i legals que implicava fer el cultiu en una cel-lula viva impossibilitaven tirar endavant I’experiment.
Ara be, la cerca de solucions alternatives i el canvi en el protocol experimental, ha permes, finalment, estudiar i
confirmar la tercera, és a dir, que realment si que es poden expressar proteines heterologues provinents de diferent

regne animal en un altre organisme.

De fet, han passat moltes coses des d’aquell primer moment en el que vaig plantejar la idea fins ara que tinc un
producte tangible i real. El canvi ha requerit esforg i dedicacié perquée ens hem anat trobant amb forca inconvenients i

reptes que he hagut d’anar enfrontant amb I'ajut de les tutores de TR.

Més enlla de les regulacions etiques i legals, he hagut d’afrontar la demanda de recursos que el projecte plantejavai la
negativa de les entitats a les que em vaig dirigir per fer-se carrec parcial o totalment dels extra costos.

Aquests dos punts, van provocar una allau de reunions i moltes hores de cerca i reflexié per arribar a relacionar els dos
experiments de manera que quadressin amb els objectius i hipotesis del treball.

Aixi doncs, el projecte, va donar un gir i vaig comencar a treballar perqué aquesta segona oportunitat fos una realitat.

Ara be, no tot han estat entrebancs, aquest treball també esta ple de victories i sorpreses agradables. Des d’haver
aconseguit informacidé anant a conferéncies privades de la “Barcelona Brain Health Institute”, o que uns laboratoris de
renom m’enviessin a casa un esquema gegant amb composicions quimiques, fins a haver aconseguit amb els meus

coneixements basics de bioquimica haver dut a terme una expressio heterologa d’una proteina i la seva purificacié.

Puc afirmar, per tant, que he assolit de forma satisfactoria tots i cadascun dels objectius que m’havia plantejat: tant el
comu de tot treball de recerca com és aprendre a fer una investigacié coherent i contrastada; com tots els objectius
especifics d’aquest treball plantejats de bon inici destacant, especialment, el comprendre els mecanismes de sintesi

proteica i el desenvolupar un metode efectiu mitjancant el metode cientific.

Treballar durant tant de temps en una malaltia real, que afecta a tants milers de persones i que, a més, a mi em toca de
tant a prop, al principi em provocava una sensacié de respecte. No ha estat un tema facil de tractar.

Aquest treball, perd, m’ha servit per aprofundir i entendre realment el que vol dir patir aguesta malaltia, entendre-la des
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de dins i confirmar que qualsevol linia d’investigacié, per petita que sembli, aporta esperanca a la seva cura.
Poder aportar el meu granet de sorra ha valgut molt la pena i la satisfaccié que produeix és immensa comparada amb la

por ilaincertesa que patia al principi.

N’extrec un balang molt positiu del projecte i m’agradaria poder seguir investigant en la linia del treball per aconseguir
acabar amb aquesta malaltia que tanta preocupacié provoca a la societat d’avui en dia.
Aix0 només es el principi d’un llarg cami d’investigacio i experimentacié pero que, de ben segur, en uns anys, donara els

seus fruits i fara que I’Alzheimer acabi sent una malaltia amb cura.
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“CT Scan .” Geeky Medics, https://geekymedics.com/ct-head-interpretation/.
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Figura 2

Extreta de Wikimedia, sense drets d’autor.

Figura3,45i6

Estructures 3D extretes de “NCBI” iCn-3D

Figura7

Fotografia lliure de drets. www.dreamstime.com

Figura 8
(S/f). Wikimedia.org. Recuperado el 3 de octubre de 2022, de

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/8d/Conjugatio n-es.svg/300px-Conjugation-es.svg.png

Figura 9

Fotografialliure de drets. www.dreamstime.com

Figura 10

Fotografia lliure de drets. www.dreamstime.com

Figura 11
“Enzimas De Restriccidon .” Khan Academy, 2018, https://es.khanacademy.org/science/biology/biotech -dna-

technology/dna-cloning-tutorial/a/restriction-enzymes-dna-ligase. Accessed 12 Aug. 2022.

Figura 12

Fotografia lliure de drets. www.dreamstime.com

Figura 13,14115
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Extret de I'article: “AraC protein, regulation of the L-arabinose operon in Escherichia coli, and the light switch mechanism

of AraC action.” Schleif, R.FEMS Microbiol Rev. 2010 Sep;34(5):779-96.
Figura 16
Imatge d’elaboracié propia: La figura de mostracom els bacteris transformats ambel plasmidi pGLO poden créixer en

LB+Amp.

Figura 17

Figura d’elaboracid propia: A la figura observem les colonies de bacterismodificats i per tant fluorescents.

Figura 18

Figurad’elaboracid propia.

Figura19i 20

Figures d’elaboracié propia: Mostren els diferents productes que s’"han obtingut de la cromatografia hidrofobica.
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