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Objectius generals

Experimentacié de laboratori en la que s'utilitzen de forma integrada conceptes i técniques dels
diferents camps que intervenen en la biotecnologia. Concretament, es contempla la combinacié de la
tecnologia del DNA recombinant i quimica de proteines i bioenginyeria (incluint els processos de cultiu
d’'organismes en bioreactors, recuperacié i purificaci6 de proteines) en el desenvolupament de
processos biotecnologics.

- Objectius de la primera part:

Conéixer les diferents etapes de les quals consta I'extraccid de RNA total a partir de teixits eucariotes,
aixi com els punts claus de la reacci6 de RT-PCR per amplificar la seqiéncies especifiques de
cDNA, inclosos els criteris basics utilitzats en els disseny d’oligonucleétids per la reaccié de RT-PCR.

Apendre les caracteristiques principals dels vectors d’expresio utilitzats per la produccio de proteines
recombinants.

Conéixer les diferents passes de les quals consta un procés standard de clonatge molecular: digestio
amb enzims de restriccié, reaccio de lligacio i transformacié en un hoste bacteria, aixi com els criteris
utilitzats per al reconeixement de bactéeries portadores de vector més insert.

Conéixer els parametres determinants per a I'expressio heterologa de proteines en bacteris, aixi com
el disseny experiments d'expressio recombinant en funcid de les caracteristiques de la proteina a
expressar.

Dissenyar i aplicar protocols de purificacié de proteines recombinants.

Caracteritzar des d'el punt de vista estructural/funcional les proteines expressades.

- Objectius de la segona part:

Apendre la sequencia basica d'operacions, la seva distribucié en el temps, i els punts claus associats
al cultiu de microroganismes en bioreactors i a la purificacié de proteines recombinants a escala
laboratori.

Veure les interaccions entre les diferents etapes d’'un procés de produccié de proteines recombinants,
des de les caracteristiques de la proteina a produir i del sistema d’expressié emprat en el procés de
fermentacid, fins a la recuperacid i purificacié de la proteina recombinant.

Caracteritzaci6é a escala laboratori dels parametres clau del procés de produccio - cultiu en bioreactor,
recuperacié i purificacié - de la proteina recombinant d’interes.

Integracié amb els resultats obtinguts a la primera part de la practica, avaluacié global del sistema de
producci6 de la proteina recombinant, i discussid/disseny d’'estratégies per a optimitzar-lo.




Temari

Primera Part. Tecnologia del DNA recombinant i enginyeria de proteines.

Tema 1. Obtencié de la seqiiéncia codificant del gen de la dihidrofolat reductasa humana (dhfr).
Purificacié de RNA total a partir d’'una petita mostra de sang humana. Reacci6 de transcripcié inversa
a partir del RNA obtingut i diferents encebadors utilitzats en aquesta reaccid. Amplificacié per PCR del
cDNA del gen dhfr. Purificacié del producte obtingut.

Tema 2.- Clonatge molecular del gen dhfr en un vector d'expressié procariota. Preparacié dels
extrems del insert i del vector de clonatge i lligacié dels mateixos. Transformacié en E. coli del
producte de la lligaci6. Identificacié dels clons portadors de vectors recombinants.

Tema 3.- Expressio heterdloga de proteines. Cultiu de E. coli a nivell analitic. Caracteristiques del
sistema de expressid. Induccid de l'expressié d'una proteina recombinant (r-proteina). Localitzacié de
la proteina expressada i solubilitat de la mateixa.

Tema 4, Purificacié i caracteritzacid6 de proteines recombinants. Obtencié d'un extracte cel.lular.
Purificacié mitjancant cromatografia d'afinitat de la proteina recombinant. Quantificacié del rendiment
obtingut. Analisi de la puresa de la proteina recombinant i caracteritzacié enzimatica i biofisica de la
mateixa. Determinacié de la seqiéncia N-terminal i del seu pes molecular mitjancant seqiienciacié
automatica i espectrometria de masses.

Segona part. Processos de produccioé de proteines recombinants en Escherichia coli

Tema 5. Tecnologia de la fermentaci6: Cultiu en bioreactor d’'una soca recombinant d’Escherichia coli
que expressa intracel-lularment la DHFR humana, préviament construida en la primera part de la
practica. Seguiment i control de diversos parametres ambientals i fisioldgics del cultiu.

Tema 6. Processos de purificacié: Posta en practica de metodologies i técniques de recuperacio
(centrifugacio, lisi cel-lular, solubilitzacid, concentracid) i de purificacié (separacié cromatografica) de
proteines.

Sessi6 final: Avaluacié integrada del procés de produccié (cultiu més purificacio). ldentificacié dels
parametres clau del procés i estratégies d’optimitzacio del mateix.

Avaluacio

La nota final tindra en compte I'informe de practiques (50%) i examen (50%).



	Objectius generals 
	Temari
	Primera Part.  Tecnologia del DNA recombinant i enginyeria de proteïnes. 
	Segona part. Processos de producció de proteïnes recombinants en Escherichia coli

