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DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo de andlisis del estado quimico intracelular de células vivas por medio de resonancia
magnética nuclear.

La presente invencion se refiere a un procedimiento no-invasivo de andlisis in vivo del metabolismo intracelular. El
procedimiento utiliza la resonancia magnética nuclear (RMN) para medir el estado quimico intracelular de las células
animales, vegetales o de microorganismos cultivados en unas condiciones definidas y controladas.

La invencidn se refiere en particular a un procedimiento de andlisis del estado quimico intracelular de células vivas
mediante RMN, que comprende una etapa de preparacion de la muestra o prueba de células y una etapa de andlisis de
la muestra mediante RMN realizadas a muy baja temperatura a fin de fijar el estado bioquimico de las células vivas de
manera a tener unas medidas reproducibles, especificas y justas del funcionamiento celular en unas condiciones dadas.

Las concentraciones intracelulares son unos pardmetros fundamentales para caracterizar y correlacionar la influen-
cia de las modificaciones genéticas y ambientales sobre el funcionamiento de la célula (Weuster-Botz et al., 1996;
Teusink et al., 1998). Por medio de la medicién de las concentraciones intracelulares cabe la posibilidad de determinar
un perfil metabdlico especifico del organismo vivo cultivado en unas condiciones estindares y de comparar este perfil
con los obtenidos después de modificaciones genéticas o después de diversas condiciones de cultivo.

Las técnicas dedicadas a la determinacién in vivo de los pardmetros intracelulares se dividen en 2 grupos: los
métodos invasivos y los métodos no invasivos.

Los métodos invasivos necesitan una destruccion de las células y una extraccion de los compuestos quimicos intra-
celulares. Estas dos etapas se desarrollan en unas condiciones fisico-quimicas extremas. En consecuencia, es frecuente
encontrar en la bibliografia datos contradictorios para las concentraciones intracelulares de un mismo organismo cul-
tivado en las mismas condiciones (Gancedo et al., 1973; Weuster-Botz et al., 1996; Gonzélez et al., 1997).

Los métodos no invasivos como la resonancia magnética nuclear (RMN) presentan la ventaja de caracterizar el
estado quimico intracelular de células vivas sin perturbacién del metabolismo celular (Gadian et al., 1983). Numerosas
revistas cientificas muestran que esta técnica es la herramienta analitica mejor adaptada para el andlisis in vivo del
metabolismo intracelular (Jeffrey et al., 1991; Cameon et al., 1997).

En este contexto, ya ha sido propuesto realizar la deteccion del estado quimico de sistemas vivos mediante RMN.
A este respecto se puede citar la solicitud internacional de patente WO 92/01946, que atafie a un procedimiento de
medida mediante resonancia magnética nuclear del estado quimico de sistemas vivos animales o humanos, segtin el
predmbulo de la reivindicacion 1.

Si con este dispositivo es posible detectar disfuncionamientos celulares en tejidos con respecto a una referencia,
definida sobre tejidos sanos, resulta mucho mas dificil aplicarlo para correlacionar y caracterizar especificamente una
funcién celular de microorganismos, de células animales y de células vegetales mediante la medida RMN del estado
quimico intracelular. En efecto, la sensibilidad de los sistemas vivos a las condiciones ambientales hace dificil la
aplicacion de este dispositivo para medir el estado quimico intracelular de las células y, sobre todo, para correlacionar
especificamente este estado a las condiciones experimentales. Esto ha sido confirmado por Middleton et al., (1998),
que han mostrado la influencia de las condiciones de preparacion de tejidos biolégicos enfermos sobre los perfiles
metabdlicos obtenidos por medio de RMN de alta resolucién con el dngulo mégico (mds conocido bajo el acréonimo
RMN HR MAS, que significa High Resolution Magic Angle Spinning en inglés). Mediante estos experimentos, han
subrayado la dificultad de correlacionar los factores patolégicos experimentados y los perfiles metabdlicos medidos
con el dispositivo mencionado mds arriba.

El origen de las dificultades para asociar especificamente un perfil intracelular medido por medio de los dispositivos
RMN a las condiciones experimentales reside en el método y el tiempo transcurrido para la preparacién y la medicién
de las muestras o pruebas. Es importante subrayar que las velocidades de las reacciones metabdlicas y particularmente
de las implicadas en el metabolismo energético son elevadas; por ejemplo, la velocidad de conversién de la glucosa
intracelular es de 1 mmol.I"! s7! y la del ATP (Adenosina-Tri-Fosfato) es de 1.5 mmol.I"! s7! (De Koning y van Dam,
1992; Theobald et al., 1993). Los contenidos intracelulares consignados en la bibliografia para estos dos compuestos
son inferiores a 4 mmol.I"! (Ryll er al., 1991; Seiler et al., 1994). Estos datos muestran que un tiempo de toma o
recogida y/o un tiempo de medida superior a 6 segundos tiene por consecuencia unas variaciones importantes de las
concentraciones intracelulares.

Asfi pues, es indispensable para obtener unas mediciones por medio de RMN reproducibles y especificas del fun-
cionamiento celular para una condicién dada mantener las células en un estado estable no solamente entre el tiempo
to, de toma de las células desde el procedimiento de cultivo de las células y el tiempo t; de medida del estado quimico
mediante resonancia magnética nuclear, pero también durante la medida RMN.

La presente invencion se propone, pues, resolver estos problemas proveyendo un procedimiento que permite fijar
el estado quimico de las células medido por medio de RMN a fin de establecer con precision el perfil (Cédigo de barra,
signatura) de los metabolitos intracelulares especificos del tipo celular y de las condiciones experimentales.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 283 436 T3

La presente invencién se refiere a un procedimiento de andlisis del estado quimico de células vivas utilizando la
resonancia magnética nuclear (RMN) mediante comparacién de, al menos, un espectro de RMN y/o de, al menos, un
valor de medida de RMN obtenido sobre una muestra o prueba de dichas células vivas con, al menos, un espectro de
RMN y/o de, al menos, un valor de medida de RMN de referencia obtenido sobre, al menos, una muestra de células
vivas de referencia, de manera a identificar, al menos, un pico de dicho espectro de RMN y/o, al menos, un valor de
medida de RMN, que constituye un marcador especifico del estado metabdlico de dichas células vivas caracterizado
por el hecho de que comprende una etapa de preparacion de dicha muestra o prueba en unas condiciones que permiten
fijar el estado quimico de dichas células vivas.

También es un objetivo de la invencién proveer un procedimiento de preparacion de la nuestra o prueba, que
asegura la estabilidad del estado quimico intracelular desde la toma. hasta la medicién mediante RMN. Ast, el pro-
cedimiento segtin la invencidn se caracteriza por el hecho de que para preparar dicha nuestra o prueba se la somete a
una temperatura muy baja durante un tiempo suficiente para detener las reacciones intracelulares entre el momento de
toma de dicha muestra y el momento de medida del estado quimico de las células, y eventualmente también durante
toda la duracién del andlisis.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento caracterizado por el hecho de que la preparacién de dicha
muestra comprende las etapas siguientes:

a) la inmersion directa e inmediata de dicha nuestra en el nitrégeno liquido;
b) la liofilizacion de dicha muestra;
¢) eventualmente el almacenamiento de dicha muestra a muy baja temperatura;

d) en el momento deseado para el andlisis, la mezcla y la puesta de nuevo en solucién a muy baja temperatura de
dicha muestra liofilizada con un disolvente, que tiene un punto de fusién muy bajo.

Segtin un modo particular de realizacién de la invencion, el procedimiento segin la invencidn se caracteriza por el
hecho de que en lugar del nitrégeno liquido se utiliza una mezcla agua/metanol tamponado a muy baja temperatura.
Segtin un modo preferido de realizacién de la invencién, la mezcla agua/metanol se tampona con pH 7,5 y contiene
50% de metanol. Es igualmente dentro del alcance de la invencion utilizar otros compuestos orgdnicos en mezcla con
el agua, que varfan por la naturaleza del compuesto organico empleado, por el pH de la mezcla. La presente invencién
se refiere a todas las mezclas compuestas orgdnicas/agua y mds particularmente alcohol/agua, para las cuales el punto
de fusion (Pf) es inferior a 0°C. Entre los compuestos orgdnicos, que no sean alcohol en mezcla con el agua, se puede
citar la acetona (Pf = -95°C) o el cloroformo (Pf = -64°C).

Segtin un modo de realizacién de la invencion, el procedimiento se caracteriza por el hecho de que dicho disol-
vente es una mezcla agua deuterizada/metanol deuterizado y contiene 50% de metanol. Asimismo forma parte del
ambito de la invencién utilizar otros tipos de disolvente compuesto de mezclas agua deuterizada/compuesto organico
deuterizado v mds particularmente agua deuterizada/alcohol deuterizado. Los otros tipos de disolvente se refieren a
todas las mezclas agua deuterizada/compuesto organico deuterizado. Estas mezclas pueden variar por la naturaleza del
compuesto orgdnico deuterizado empleado, por la proporcién. del compuesto orgdnico deuterizado en la mezcla o por
el pH de le mezcla, por ejemplo. Los puntos de fusién de los disolventes deuterizados difieren poco de los disolventes
equivalentes protonados. El disolvente mds sensible a la deuterizacién; es probablemente H,O ya que el punto de
fusién del D,O es de 3,8°C.

Segtin un modo de realizacién de la invencidn, el procedimiento se caracteriza por el hecho de que dicha muy
baja temperatura, a la cual se somete la muestra durante su preparacién, su almacenamiento y durante la duracién
del andlisis de RMN es inferior a 0°C. De manera preferida, dicha muy baja temperatura para la preparacién y el
almacenamiento de la muestra queda comprendida entre -10 y -80°C, y de manera mas preferida, dicha muy baja
temperatura es inferior o igual a -80°C. De manera muy preferida, la nuestra se almacena dentro del nitrégeno liquido
para una mayor estabilidad. De manera preferida, dicha muy baja temperatura durante la duracién del andlisis de la
muestra queda comprendida entre -20°C y +5°C de tal suerte que dicha temperatura sea compatible con la utilizacién
del rotor y de la sonda.

El procedimiento de analisis del estado quimico de dicha célula segtin la invencién utiliza la RMN provista de una
sonda liquida, la RMN provista de una sonda HRMAS alta resolucién, de preferencia por medio d¢ RMN HRMAS
con dos dimensiones.

Segtin un modo preferido de realizacién de la invencion, el procedimiento segin la invencién se caracteriza por el
hecho de que dichas células vivas se cultivan o incuban en un medio de cultivo celular o histolégico, que contiene unas
moléculas enriquecidas con is6topos estables. De manera mds preferida, dichas moléculas comprenden una fuente de
carbono 13 y/o una fuente de nitrégeno 15.

Las células vivas segin la invencién son unas células procaridticas o eucaridticas, animales o vegetales. Sin esta-
blecer una lista exhaustiva, se dan a continuacién unos ejemplos de células vivas segun la invencién. Entre las células
procaridticas conviene citar las algas azul-verde, las mixobacterias, las espiroquetas, las eubacterias, las rickettoias,
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las clamidias, los micoplasmas, las arqueobacterias. Entre las eubacterias conviene citar las enterobacterias tales co-
mo Escherichia coli, los bacilos tales como Bacillus subtilis, los pseudomonas, los Campilobacter, los Rhizobium,
los Agrobacterium, los Azotobacter, los Micrococos, los Estafilococos, los Estreptococos, los Lactobacilos. Entre las
células de microorganismos eucaridticos conviene citar las algas verdes, pardas o rojas, los champifiones tales cono
los ficomicetos, los ascomicetos, los basidiomicetos, las levaduras. Entre las levaduras conviene citar Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces pombe, candida albicans. Entre las células animales conviene citar de preferencia las cé-
lulas humanas y las células de mamiferos tales como los bovinos, los ovinos, los caprinos, el cerdo, los équidos, los
roedores tales como el ratén y la rata, por ejemplo.

El procedimiento segtin la invencién se caracteriza por el hecho de que se utiliza para identificar unas células
vivas, cuyo estado fisioldgico se desvia de la norma. Un tal procedimiento permite identificar células vivientes que
pertenecen al grupo compuesto, por ejemplo, de células que presentan un defecto genético constitucional o adquirido,
y células sometidas a un estrés ambiental. Por estrés medioambiental se quiere designar un agente fisico, quimico o
bioldgico, que provoca una reaccion de la célula. Entre los agentes fisicos conviene citar, entre otros, los rayos beta,
los rayos gamma, los rayos X, los ultravioletas, los infrarrojos, la luz visible. Igualmente, unas condiciones de cultivo,
aerobio o anaerobio, el pH del medio de cultivo, 4cido, basico o neutro, la concentracién de gas carbdnico o de otro
elemento en el medio de cultivo, la temperatura constituyen unos agentes fisicos segin la invencién. Mediante agente
quimico se entiende o quiere designar todo compuesto quimico susceptible de interactuar con la célula o uno de los
componentes celulares de la membrana o intercelulares; por ejemplo, los agentes intercalantes, tales como el bromuro
de etidio, el yoduro de propidio, constituyen unos compuestos quimicos segun la invencién. Los compuestos biol6gi-
cos de la invencion corresponden a todos los compuestos susceptibles de provocar una reaccion bioldgica celular. Se
pueden citar de manera no exhaustiva todas las moléculas que interactian con un receptor de membrana, tales como,
por ejemplo, las moléculas de la comunicacién intercelular, las hormonas, las citoquinas, las linfoquinas, las inter-
leuquinas, los anticuerpos. Los virus constituyen igualmente unos agentes bioldgicos segtn la invencion. Los agentes
bioldgicos segtin la invencion incluyen igualmente los factores genéticos. Estos factores genéticos afectan al metabo-
lismo celular; estos factores pueden ser constitucionales, como, por ejemplo, en el caso de enfermedades genéticas
tales como, por ejemplo, la miopatia de Duchenne, la distrofia mioténica de Steinert, la mucoviscidosis, la amiotropia
espinal, la esclerosis lateral amiotréfica. Estos factores pueden ser adquiridos como en el caso de mutaciones o de
modificaciones cromosémicas, tales como una delecién, una insercién, una transcolocacién, una integracién virica o
viral. Segin la invencién, dichas células que presentan un defecto genético constitucional o adquirido, pertenecen pre-
ferentemente al grupo de las células cancerosas, o de las células humanas de paciente afectado de un defecto genético
constitucional, o de las células infectadas por un virus.

El procedimiento segin la invencién se caracteriza por el hecho de que dicho marcador especifico se utiliza para
el cribado de moléculas quimicas o bioldgicas.

Segin otro modo de realizacién de la invencidn, el procedimiento segun la invencidn se caracteriza por el hecho
de que se utiliza para identificar un metabolito intracelular especifico de un tipo celular y/o de un estado metabdlico
celular y/o de condiciones medioambientales celulares.

El procedimiento segtin la invencién puede utilizarse igualmente para determinar la reparticiéon de metabolitos
intracelulares que han incorporado dicho isétopo estable, por ejemplo, carbono 13 o nitrégeno 15. El procedimiento
seglin la invencidn se puede utilizar asimismo para determinar cualitativamente las vias metabdlicas en el origen de
la formacién de dichos metabolitos y/o para determinar cuantitativamente los flujos intracelulares generados por la
catélisis enzimatica.

La presente invencién comprende igualmente la provisién de un marcador especifico susceptible de ser obtenido
mediante el procedimiento segin la invencién. Un ejemplo de marcador especifico se presenta en la figura 2. El
experimento ha consistido en observar el espectro RMN"C, con desacoplamiento de los protones, 10 minutos antes
y 25 minutos después del paso de un cultivo de- células de levadura en unas condiciones de aerobio estricto con un
cultivo en unas condiciones anaerobias. Se observan unas variaciones muy importantes de intensidad, incluso unas
apariciones de picos y constituyen unos marcadores especificos. Asf las sefiales C1 (55.9 ppm) y C2 (18.0 ppm) del
etanol aparecen en condiciones anaerobias, mientras que estas sefiales no son significativas en el espectro de levaduras
en condiciones aerobias. Al contrario, la sefial con 91.3 ppm, que corresponde a la C1 de la Trehalosa, desaparece casi
enteramente. Otro ejemplo de marcadores especificos es observable en la figura 5.

En fin, la invencién también comprende la utilizacién del pico de espectro de RMN o del valor de medida de
RMN tal como queda identificada por la puesta en accién del procedimiento segtin la invencién como marcador de
un estado metabdlico dado para el cribado de células vivas. Por consiguiente la invencién se refiere igualmente a un
procedimiento de cribado de células vivas para la identificacién de células, que presentan un estado metabdlico dado
caracterizado por el hecho de que se utiliza el marcador segin la invencién. La invencidn trata igualmente sobre la
utilizacién del marcador segun la invencion para el cribado de moléculas quimicas o bioldgicas.

La invencion se sirve de un dispositivo que comprende un imédn supraconductor, una consola electrénica, una sonda
de medida RMN y una unidad de refrigeracion.

El papel del imdn supraconductor es generar un campo magnético intenso (hasta 18,8 T), homogénero sobre un
volumen suficientemente importante y cuya intensidad es estable en el tiempo. La consola electrénica permite generar
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unos impulsos de alta frecuencia (hasta 800 MHz) y de fuertes potencias (50 W) y recoger les sefiales emitidas por la
muestra. La cabeza o cabezal de medida (patente europea EP0856741), comercializada por BRUKER (cédigo articulo
B 1867), recoge la muestra y le transmite los impulsos de alta frecuencia, Asegura igualmente la deteccién de la sefial
emitida. El compuesto sometido a la medida estd contenido dentro de un rotor con 6xido de zirconio de 4 mm de
didmetro. Se introduce en la sonda mediante la parte alta del imdn con la ayuda de una cafia de transferencia (c6digo
articulo BRUKER KO0219) y se viene a colocar en el centro de una bobina de radiofrecuencia en forma de solenoide.
La parte que contiene la bobina y la muestra, se llama estatory posee la caracteristica notable o remarcable de ser
movible y, gracias a un mando neumatico, de poder bascular de suerte que el eje de la bobina, y consecuentemente, de
la muestra, haga un dngulo de 54,7° con respecto al campo magnético principal generado por el imén (figura 1). Una
vez en esta posicion, se levanta la turbina y se pone en levitacién por un flujo neumatico axial (bearing) de unos 1500
mbares que llega por la parte baja del rotor. Este estd herméticamente cerrado gracias a una caperuza de KelF, que
posee unas aletas, las cuales permiten la puesta en rotacién. Esta se realiza con la ayuda de un segundo flujo neumatico
(drive), de direccion tangencial con respecto a la turbina. La presion del drive es de unos 500 mbares y el flujo de aire,
que llega sobre las aletas de la caperuza o casquete permite alcanzar unas velocidades de rotacién del orden de 15000
r.p.s. Las presiones de bearing y drive, el basculado del estator asi como la eyeccién de la plantilla se controlan por
una unidad neumatica BRUKER (cédigo articulo H2620).

El dngulo de 54,7° que hace la muestra con el campo magnético principal se llama corrientemente dngulo magico.
Permite, en efecto, procurar las importantes diferencias de susceptibilidad magnética presentes en unas muestras de
células vivas. Esta propiedad permite obtener unas sefiales RMN netamente mds finas que las obtenidas utilizando
unas técnicas de RMN clésica con alta resolucion liquida, que no utilizan el concepto de la rotacién con el dngulo
madgico. En este caso la técnica utilizada se conoce bajo el nombre de RMN alta resolucién con el dngulo magico
(RMN HRMAS).

La unidad de refrigeracién, comercializada por BRUKER bajo el nombre BCUOS5 (c6digo articulo W1210342), es
esencial, puesto que permite retardar o enfriar considerablemente, hasta congelar, los procesos metabdlicos de manera
a poder estudiar mediante RMN los diferentes componentes quimicos, que se hallan en el interior de la célula sin que
sus propiedades sean alteradas en el curso de la medicion RMN. Esta unidad enfria el flujo de aire seco, que sirve para
la puesta en levitacion de la muestra (bearing) a unas temperaturas que pueden alcanzar -20°C, que aseguran asi unas
temperaturas similares al nivel de la muestra. Esta unidad funciona por medio de aire seco y permite generar un caudal
de aire, que puede llegar a 2500 1/h. Este flujo de gas debe permitir a la muestra alcanzar las velocidades de rotacién
elevadas requeridas para este tipo de experiencias. El caudal y la temperatura del aire deben ser suficientemente
estables para garantizar una buena estabilidad de la velocidad de rotacién y de la temperatura a fin de impedir la
aparicion de artefactos pardsitos en los espectros RMN. El racor de la unidad de refrigeracién debe poder soportar
presiones importantes aunque siendo suficientemente flexible para poderse conectar facilmente a la sonda y absorber
eventuales vibraciones que podrian dafiar a la medida RMN.

Este dispositivo se caracteriza por el hecho de que permite realizar la medida RMN a una temperatura regulada
inferior a 0°C, de preferencia entre 0 y -20°C.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencidén serdn mejor puestas en evidencia con la lectura de los
ejemplos siguientes:

Figuras
Figura 1
Esquema general del dispositivo
1. Angulo magico: 54,735°
2. Caia de inyeccion y de eyeccion
3. Gas de rotacién (drive)
4. Gas portador (bearing)
5. Blindaje
6. Ceramicas de soporte
7. Bobina RF
8. Estator en posicion vertical para expulsar o eyectar la muestra

9. Hacia los circuitos de modulacion
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10.  Contacto movible
11.  Cable de medida de la velocidad de rotacién
12.  Aire para la expulsion o eyeccion de la muestra
13.  Tubo soporte
14.  Pivotes herméticos
15.  Tubos que sirven para la eyeccion de la muestra
16.  Llegada de aire para la puesta en posicion vertical
17.  Llegada de aire para la puesta en posicion en angulo magico
18.  Pistén neumatico
19.  Tornillo micrométrico para regulacion del dngulo magico
20.  Recipiente de Dewar
21.  Termopar
22.  Llegada de gas portador
23.  Resistencia calefactora.
Figura 2
Espectro RMN"C con desacoplamiento de los protones
- en condiciones de aerobio estricto (en parte baja)

Condiciones experimentales: tiempo de adquisicién 1 s, tiempo de espera 5 s, 350 adquisiciones duracién de
registro 30 mn, velocidad de rotacidn de la muestra 1 kHz.

- 25 minutos después del paso de condiciones de aerobio estricto a unas condiciones de anaerobio (en parte alta).

Condiciones experimentales: tiempo de adquisiciéon 1 s, tiempo de espera 5 s, 639 adquisiciones, duracién de
registro 53 mn, velocidad de rotacién de la muestra 1 kHz. Las sefiales caracteristicas del etanol se indican por medio
de un asterisco.

Figura 3

Influencia de la temperatura sobre la resolucion de los espectros protones efectuados mediante RMN HR MAS sobre
unas levaduras

El espectro protén obtenido a -10°C (espectro de la parte alta) muestra una resolucion ligeramente inferior a la
observada en el espectro obtenido a una temperatura ambiente (+25°C) (espectro de la parte baja).

Condiciones experimentales: 7 mg de células liofilizadas, disolvente 50 ul metanol-d4:D,O en la relacién volimica
1:1, tiempo de adquisicion 1,4 s, tiempo de presaturacion 0,9 s, 256 adquisiciones, duracién de registro 10 mn, velo-
cidad de rotacién de la muestra 4 kHz. E1 D,O contiene 0,75% de TSP (4cido tri-sililo-d4-propionato como referencia
en desplazamiento quimico).

Figura 4

Influencia de la temperatura sobre la estabilidad de los espectros protones efectuados por medio de RMN HR MAS
sobre o en unas levaduras

Las condiciones de preparacion de las muestras y de registro de los espectros son idénticas a las de la figura 3. El
experimento ha sido realizado a +25°C (espectros Al y A2) y a -10°C (espectros B1 y B2). Los espectros han sido
registrados inmediatamente después de la preparacion de la muestra y de las regulaciones del espectrometro (espectros
Al y B1), luego después de 1 h 50 mn en las condiciones de adquisiciéon de datos RMN manteniendo constante la
temperatura (A2 y B2). Se observa una mucho mayor estabilidad de la muestra netamente superior a -10°C que a
+25°C. Por ejemplo, a +25°C, en la zona del espectro descrito por la figura, las sefiales a 8.93, 8.92 y 8,56 ppm
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desaparecen casi enteramente mientras que las sefiales a 8.61, 8.10 y 8.08 ppm aumentan netamente de intensidad. Al
contrario, a -10°C, las variaciones de intensidad permanecen muy débiles sobre todo el espectro.

Figura 5
Caracterizacion de levaduras por medio de RUN'H

Las condiciones de preparacion de las muestras son idénticas a las de la figura 3. Espectros protén de dos cultivos
de ultralevadura (UL y UL’) y de un cultivo de levadura de panificacién (PS) parados en el momento del consumo
total de la glucosa (10 g de glucosa por litro de cultivo): Este instante se define por una dosificacién enzimatica de la
glucosa. Los espectros de UL y UL’ muestran una muy buena reproductibilidad de todas las etapas experimentales,
que llevan al registro de los espectros. Las diferencias espectrales entre UL y PS permiten facilmente distinguir las dos
levaduras. Condiciones experimentales RMN idénticas a las de la figura 3, salvo T = +2°C y disolvente 50 ul D,O.

Ejemplos
1. Material y métodos

Las células se toman o recogen directamente a partir del cultivo celular y se sumergen directamente en el nitrégeno
liquido o en una mezcla agua/metano) (50% en volumen) a -40°C. Esta etapa tiene por objeto detener mediante
el frio las reacciones intracelulares. El gradiente de temperatura impuesto a las células optimiza la velocidad de la
transferencia de calor y tiene por consecuencia una parada instantdnea del metabolismo intracelular.

A continuacion se centrifugan las células. Se aclara dos veces en el PBS (Phosphate Buffer Satine, tampén salino
fosfato) el residuo celular y después se centrifuga una tltima vez. A continuacién se liofilizan y se almacenan a -80°C
las células.

La muestra a medir se prepara mezclando, directamente a 0°C, en el rotor portamuestra, 7 mg de células liofilizadas
en una solucién de 50 i de mezcla metanol deuterizado y agua deuterizada en una relacién volimica de 1:1 y que
contiene 0,375% de TSP como referencia de desplazamiento quimico. Después de 10 segundos de agitacién en el
vértice para homogeneizar la muestra, el rotor se transporta dentro de un bafio de hielo troceado y estd listo para
andlisis por medio de RMN. Se registra el espectro después de la puesta en rotacién del rotor, estabilizacién de la
temperatura de la muestra, sintonizacién de la cabeza o cabezal de medida y optimizacién de la homogeneidad del
campo magnético Bo. El conjunto de estas operaciones de regulaciéon no debe sobrepasar 5 mn.

2. Resultados

La figura 3 muestra que la resolucién de los espectros es ligeramente inferior a baja temperatura. Sin embargo, ésta
sigue siendo muy aceptable para el andlisis y la interpretacion de espectros RMN HRMAS obtenidos de este modo.

La figura 4 muestra una estabilidad bien superior de la muestra a baja temperatura. Este resultado muestra que
los espectros registrados a -10°C dan una imagen mucho mas exacta del estado celular a examinar que los espectros
obtenidos a temperatura ambiente. Por consiguiente, el método, que bloquea el estado celular gracias al descenso de la
temperatura, permite mejorar notablemente la sensibilidad de la medida haciendo posible el aumento de la duracién de
adquisicion de los espectros RMN. En este caso, el hecho de congelar el estado de los sistemas bioldgicos a estudiar
da la posibilidad de registrar unos experimentos de RMN con dos dimensiones (RMN 2D). Estos, de tipos homo-
nucleares (ex: COSY, TOCSY, NOESY) o hetero-nucleares (ex: correlacion inversa 'H-*C o "H-N de tipo HSQC,
HMQC y/o HMBC) permiten aportar informaciones estructurales y dindmicas sobre los metabolitos estudiados. De
otra parte, la RMN 2D permite aumentar muy netamente la resolucion gracias, especialmente, a la dispersion espectral
sobre la segunda dimension.

Las figuras 2 y 5 muestran la posibilidad de caracterizar en algunos minutos un cultivo celular. Mediante compa-
racién con un banco de datos, unas muestras celulares se pueden caracterizar por su tipo (figura 5) o sus condiciones
de cultivo (figura 2). Estos ejemplos se pueden extender facilmente a otras variaciones de cultivo de células (medio de
cultivo, pH, temperatura, instante o momento de toma o recogida) y a unas diferencias genéticas, que repercuten sobre
la red metabdlica (mutaciones).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de andlisis del estado quimico de células vivas utilizando la resonancia magnética nuclear (RMN)
mediante comparacién de, al menos, un espectro de RMN y/o de, al menos, un valor de medida de RMN obtenido
en una muestra de dichas células vivas con, al menos, un espectro de RMN y/o de, al menos, un valor de medica
de RMN de referencia obtenido en, al menos, una muestra de células vivas de referencia, de manera a identificar, al
menos, un pico de dicho espectro de RMN y/o, al menos, un valor de medida de RMN que constituye un marcador
especifico del estado metabdlico de dichas células vivas, caracterizado por el hecho de que comprende una etapa
de preparacion de dicha muestra en unas condiciones, que permiten fijar o conservar el estado quimico de dichas
células vivas, siendo sometida dicha muestra a una muy baja temperatura durante un tiempo suficiente para detener
las reacciones intracelulares entre el momento de toma de dicha nuestra y el momento de medida del estado quimico
de las células, e igualmente durante toda la duracién del andlisis, comprendiendo dicha preparacién de dicha muestra
las etapas siguientes:

a) la inmersidn directa e inmediata de dicha muestra en el nitrgeno liquido o una mezcla agua/metano) tamponado
a muy baja temperatura;

b) la liofilizacién de dicha muestra;
c¢) eventualmente el almacenamiento de dicha muestra a muy baja temperatura;

d) en el momento deseado para el andlisis, la mezcla y la puesta de nuevo en solucién a muy baja temperatura de
dicha muestra liofilizada con un disolvente, que tiene un punto de fusién muy bajo.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la mezcla agua/metanol se tampona
con pH 7,5 y contiene 50% de metanol.

3. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por el hecho de que dicho disolvente es una
mezcla agua deuterizada/metanol deuterizado tamponado con pH 7,5 y contiene 50% de metanol.

4. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por el hecho de que dicha muy baja temperatura
es inferior a 0°C.

5. Procedimiento segtin la reivindicacién 4, caracterizado por el hecho de que dicha muy baja temperatura queda
comprendida entre -10°C y -80°C.

6. Procedimiento segtin la reivindicacién 4, caracterizado por el hecho de que dicha muy baja temperatura es
inferior o igual a -80°C.

7. Procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que la
temperatura durante la duracién del andlisis de RMN es inferior a 0°C.

8. Procedimiento segtn la reivindicacion 7, caracterizado por el hecho de que dicha temperatura queda compren-
dida entre -5°C y -20°C.

9. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que el
analisis del estado quimico de dicha célula se efectia por medio de RMN HRMAS, preferentemente mediante RMN
HRMAS con 2 dimensiones.

10. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que
dicha muestra se toma en un medio de cultivo celular o histolégico, que contiene unas moléculas enriquecidas con
is6topos estables, en el cual dichas células vivas se cultivan o incuban.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 10, caracterizado por el hecho de que dichas moléculas comprenden
una fuente de carbono 13 y/o una fuente de nitrégeno 15.

12. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho de que
dichas células vivas son unas células procariotas o eucariotas, animales o vegetales.

13. Utilizacién de un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para identificar unas
células vivas, cuyo estado fisioldgico se desvia de la norma.

14. Utilizacién segun la reivindicacion 13, caracterizado por el hecho de que dichas células vivas pertenecen al
grupo compuesto de células, que presentan un defecto genético constitucional o adquirido, y de las células sometidas
a un estrés ambiental.
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15. Utilizacién segun la reivindicacion 14, caracterizado por el hecho de que dichas células, que presentan un
defecto genético, son unas células cancerosas o unas células infectadas por un virus.

16. Utilizacién de un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para identificar un me-
tabolito intracelular especifico de un tipo celular y/o de un estado metabdlico celular y/o de condiciones ambientales
celulares.

17. Utilizacién de un procedimiento segun las reivindicaciones 10, 11 6 12 siempre que ésta Gltima sea dependiente
de la reivindicacion 10 u 11, para:

a) determinar la reparticién de metabolitos intracelulares, que han incorporado dicho isétopo estable; y/o
b) determinar cualitativamente las vias metabdlicas en el origen de la formacién de dichos metabolitos; y/o

c¢) determinar cuantitativamente los flujos intracelulares generados por la catélisis enzimatica.

10
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