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PROMOTOR D’XIAP

DETERMINACIO DE LA REGIO PROMOTORA D’XIAP.

1. OBJECTIUS DE L’ESTUDL.

1.1. Antecedents.

La proteina XIAP (amb numero d’accés al GeneBank U45880) és el membre més
representatiu de la familia de les IAPs, i el que té un major poder d’inhibicié de les
caspases. La proteina XIAP consta de 3 dominis BIR i un domini de dits de zinc RING.
Tot i la similitud de la sequéncia dels dominis BIR d’XIAP, cada un d’ells mostra
diferents afinitats, en termes d’'unid i inhibicio, per les caspases. S'ha vist que XIAP pot
ser processada per caspases actives in vifro en cél-lules estimulades amb Fas,
generant-se dos fragments [BIR1-2] i [BIR3-RING], especifics per la unid i inhibicié de
les caspases-3i 7, i caspasa-9 respectivament (Deveraux et al., 1999). El domini RING
d’XIAP posseeix activitat E3-ubiquitina lligasa i sembla ser responsable de la seva
autodegradacio via proteasoma, en resposta a certs estimuls apoptotics. ElI domini
RING d'XIAP també pot mediar la interacci6 amb el receptor-1A de la proteina
morfogenética o0ssia (BMP), mentre que el domini BIR pot reclutar els complexes
TAB1/TAK1 al receptor. La proteina XIAP pot activar el factor NF-xB a través de
I'activacié de TAK1 (Hofer et al., 2000).

El missatger d’xiap s'expressa a la majoria de teixits a nivells bastant constants,
suggerint que la regulacié de la sintesi de la proteina ha d’ésser important. En la
caracteritzacioé de l'estructura genodmica primaria i funcional d’XIAP, s’ha descrit que
I'expressid de la proteina esta controlada especificament a nivell traduccional per un
element IRES (de internal ribosome-entry-site), que es troba a la regié 5’-no traduida
(5’- UTR, de untranslated region). La regi6é 5’-UTR d’XIAP és inusualment llarga, de 5,5
kb (kilobases) pel transcrit muri i de més de 1,6 kb per I'huma, tot i que aquesta regid

del transcrit huma no esta ben definida (Holcik et al.1999).
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1.2. Objectius plantejats.

Ens vam plantejar la caracteritzacié del promotor del gen xiap i I'estudi de la regulacié
transcripcional i traduccional d’aquest, ja que en el moment d’iniciar aquest treball no
estaven caracteritzats. Per les limitacions que presenten les cél-lules de LLC-B per la
realitzacié d’estudis moleculars, varem fer I'estudi a la linia cel-lular Jurkat que, com
s’ha comentat anteriorment, presenta molts avantatges per la realitzacié d’estudis

moleculars de promotors, ja que és facil de transfectar i de manipular.

Objectius plantejats:
¢ Obtencid d’un clon genomic que contingués la regié 5’-UTR d’XIAP i clonatge
d’aquesta regio al plasmid pGL2-Basic.
o Determinacié de l'inici de transcripcio del gen, principals caixes de control del
promotor, principals factors de transcripcié que modulen la seva expressio, i

estudi de les vies de transduccio del senyal que el controlen.

2. RESULTATS DE L’ESTUDI | DISCUSSIO.

2.1. Clonatge de la reqié promotora d’XIAP al plasmid pGL2-Basic.

El primer que es va fer, va ser aconseguir un clon genomic que contingués la regio del
cromosoma on es troba el gen xiap i la seva regid promotora. Mitjangant les
genoteques disponibles en aquell moment, vam triar un clon genomic, RPC11
("dJ"315G1 de la colleccié6 The Sanger Centre), que contenia una amplia regié del
cromosoma X on es trobava el gen (Xg24-25) empaquetada en un PAC. Es van
dissenyar dos primers de PCR per amplificar la regié de les 4 kilobases anteriors a
I'inici de traduccioé descrit a la bibliografia, i en el que suposavem que es trobaria l'inici
de transcripcié. Els primers dissenyats van ser:

primer-F: 5-CGGAGCTCGTTGAATGATGGTTTTATCTAA-3', que porta la diana Sacl.
primer-R: 5-CGAAGCTTTCTTGAAAATAGGACTTGTCCA-3', que porta la diana HindllIl.

A cada un dels primers se’ls hi va posar una seqiiéncia per un enzim de restriccio
diferent, per poder fer un clonatge direccional al plasmid pGL2-Basic (de Promega),
que porta el gen reporter de la luciferasa. Es va obtenir per PCR el fragment desitjat de
la zona 5-UTR d’XIAP, que inclou la regié que va des de -3999 a -5 nucledtids

respecte el codd d’inici de traduccié descrit a la bibliografia.
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La regié amplificada es va clonar al plasmid pGL2-Basic. La construccioé obtinguda la
vam anomenar [pX-4000], i va ser confirmada per sequenciacié (Figura-A1). Un cop
obtinguda aquesta construccié de 4 kilobases, on la regié clonada queda davant del
gen reporter de la luciferasa, es va comprovar que contingués el promotor del gen. Per
abordar aquest objectiu, vam realitzar diferents assaigs de transfecciéo en cél-lules
Jurkat. La construccié [pX-4000] presentava una clara activitat luciferasa basal, mentre
que la transfeccio de les cel-lules amb el vector buit, [pGL2-Basic], no presentava
activitat basal (Figura-A2). D’aquestes dades vam deduir que en el fragment clonat es

trobava present el promotor del gen xiap.

2.2. Analisi de la reqié promotora d’XIAP (I).

2.2.1. Obtencié6 de diferents construccions de la regié 5’-UTR d’XIAP.

Amb l'objectiu de determinar la localitzacié del promotor d’xiap, es van fer una série de
delecions progressives a partir de I'extrem 5' de la construccié original [pX-4000]. Es
van obtenir 3 noves construccions, que porten els fragments de la regié 5’-UTR que
van des del nucledtid -2434 al -5, que anomenem [pX-2434]; des del -2067 al -5, [pX-
2067]; i des del -735 al -5, [pX-735], sempre referits segons I'origen de traducci6 del
gen (Figura-A1). També es va fer una deleci6 de I'extrem 3' de la regi6é 5-UTR d’XIAP,
on es va treure la zona que va des del nucleotid -134 al -5, mantenint la resta de la
construccio original, des del nucledtid -3999 al -135, que anomenem [pX-4000-del134]
(Figura-A1); en aquesta construccié es va eliminar la regié corresponent a I'element
IRES descrit. Les diferents contruccions van ser confirmades per seqlienciacioé. A la

Figura-A1 es poden veure les diferents construccions obtingudes al llarg de tot I'estudi.
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FIGURA-A1. Esquema de les diferents construccions obtingudes de la regié 5-UTR d’XIAP. Segments de DNA que
corresponen a les regions indicades de la zona 5-UTR del gen xiap huma inserides en la regio de clonatge del plasmid
pGL2-Basic, que té com a reporter el gen de la luciferasa. La regié de 134 parells de bases en vermell indica la zona
delecionada de la construccié [pX-4000-del134], que correspon a la zona on es troba descrit I'element IRES. Les altres
construccions amb diferents delecions de la part 5' de la construccid gran original, [pX-4000], es van fer mitjancant
digestio amb enzims de restriccid i relligament de les construccions una vegada eliminats els fragments desitjats. Les
construccions obtingudes soén [px-2434], pX-2067], [pX-735], [pX-400], [pX-160] i [pX-65]. El nimero de cada una de les
construccions indica en parells de bases la zona de 5'-UTR que contenen. També vam obtenir diferents construccions
amb delecions de certs fragments de la regi6 5-UTR: [pX-4000-del134], [pX4000-delTATA], [pX-735-delTATA], una
construccié de la part més 5’ de la regié d’estudi, [pX-4000/-2500], i una altre que porta la mateixa zona invertida, [pX-
2500/-4000]. També es va realitzar una construccié que porta el fragment més petit, el dels 65 parells de bases més 3’,
on es va mutar una regio propera a la PPT descrita, [pX-65-mutTATA]. Totes les construccions, menys la [pX-4000del-
134], [pX-4000/-2500] i [pX-2500/-4000], en la seva part 3' arriben fins a la posicié -5 pb respecte l'inici de traduccio
descrit.

2.2.2. Efecte de diferents drogues sobre el promotor d’XIAP.

Una vegada obtingudes aquestes noves construccions de la regié 5-UTR d’XIAP, es
van transfectar cél-lules Jurkat per estudiar I'efecte de diferents drogues. Es van
transfectar les ceél-lules amb dues de les construccions del promotor d’XIAP, la més
gran, [pX-4000], i la que té delecionada la part més proxima a l'inici de traduccio, [pX-
4000-del134]. A les 24 hores d’haver fet la transfeccid (temps necessari perque
s’expressi la luciferasa), les cél-lules Jurkat van ser tractades amb TPA-100 nM , amb
ionomicina-1 uM (un iondfor de calci), o la combinacié de les dues drogues, a 6 hores
de tractament. Com es pot veure a la Figura-A2, el tractament amb TPA feia
incrementar molt I'activitat luciferasa de la construccié [pX-4000], mentre el tractament
amb ionomicina practicament no feia augmentar Il'activitat d'aquesta. El tractament
combinat de les 2 drogues no tenia un efecte additiu. La construccio [pX-4000-del134]
no presentava activitat luciferasa, ni basal ni induida per cap de les dues drogues
(Figura-A2). Les altres construccions, [pX-2434], [pX-2067] i [pX-735], presentaven el

mateix comportament que la construccié [pX-4000] enfront a aquestes drogues.
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FIGURA-A2. Les cél-lules Jurkat van ser transfectades amb 2 ug de plasmid reporter amb GFP (pEGFP-C1) i amb 10
ug de les diferents construccions amb el gen reporter de la luciferasa: [pGL2-Basic] (com a control de I'activitat residual
del plasmid), [pX-4000-del134] i [pX-4000]. Després de 24 hores, les cél-lules es van incubar amb TPA-100 nM,
ionomicina-1uM o la combinacié de les dues drogues, durant 6 hores de tractament. El control eren cél-lules
transfectades que no van ser tractades. Al finalitzar el tractament les cél-lules van ser recollides al mateix moment per
la determinacié de la viabilitat cel-lular i el percentatge de transfeccié per citometria. Les cel-lules van ser lisades per
realitzar I'assaig luminometric per avaluar I'activitat luciferasa. Els resultats presentats sé6n la mitja de dues
transfeccions independents.

2.2.3. Conclusions.

Dels resultats presentats en podem extreure algunes conclusions: (i) En la regié
clonada hi ha present un promotor, ja que les construccions es transcriuen. (ii) La regio
més proxima a l'inici de traduccid, des de -134 a -5 pb, on esta descrit 'element IRES,

és una regié necessaria per la transcripcio i/o traduccio del gen.

2.2.4. Dades bibliografiques.

Mentre estavem realitzant aquests experiments preliminars i analitzant els resultats, el
grup del Dr. R. Korneluk va publicar diferents articles on s’anava caracteritzant
'element IRES de la regié 5’-UTR d’XIAP (Holcik et al., 1999). El gen xiap no es regula
per una traduccié “convencional” CAP-dependent, siné que es traduiria de manera
CAP-independent gracies a l'element IRES, com ja s’ha comentat a l'apartat de
Resultats i Discussio a I'estudi de la regulacié d’Mcl-1 durant I'apoptosi a les cél-lules
Jurkat i en la Introduccié de la Tesi. S’ha descrit que aquesta regié 5-UTR forma
estructures secundaries complexes i conté nombrosos inicis de traduccid potencials
anteriors a l'auténtic codd d'inici. Una regié 5’-UTR tan llarga és d'esperar que sigui un

obstacle significatiu per una traduccié eficient mitjangant un scanning ribosomal
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convencional. Als treballs publicats per aquest grup s’utilitzaven construccions amb
diferents delecions o alteracions de la regié6 5'-UTR del gen xiap huma. Es va
determinar que la zona que retenia completament tota l'activitat IRES era el segment
que va des del nucleodtid -162 al -1 respecte al codd d'inici de traduccié. Quan la
sequéncia IRES es posava en sentit oposat o era mutada, I'expressié de la proteina
reporter es reduia substancialment, indicant que la traduccié d’XIAP podria ser
completament dependent de la seqiéncia IRES. També es va descriure una
sequéncia PPT (de polypyrimidine tract) localitzada 34 nucledtids abans del codd
d'inici de traduccid. La seqliiéncia IRES d’XIAP era la primera IRES cel-lular descrita
amb una PPT funcional (Holcik et al. 1999). L’element IRES d’XIAP possibilita una
traduccio eficient del gen sota condicions d’estrés fisiologic, i incrementa la proteccio
cel-lular enfront a I'apoptosi induida per diferents estimuls. Van determinar I'existéncia
d'un complex proteic, d’almenys 4 proteines citosoliques, que s'unien a la seqléncia
IRES. Els resultats de la bibliografia mostraven un paper important de la proteina La
(Holcik et al., 2000), possiblement facilitant el reclutament dels ribosomes, i de les
ribonucleoproteines nuclears C1 i C2 (Holcik et al., 2003) en la regulacié de la
traducciéo d’XIAP. Es va descartar la interaccié en aquesta regié de dues proteines
d’'unié als elements IRES, com PTB (de polypyrimidine tract binding protein) i PCBP
(de poly(C) binding protein) (Holcik et al., 2000; 2003).

El mateix grup, mitjancant experiments amb construccions bicistroniques promoterless
(sense promotor constitutiu), van descartar I'existéncia de possibles promotors criptics
a la regio 5-UTR d'XIAP (Holcik et al.,1999; 2003). Aquests resultats eren
contradictoris amb les nostres dades, ja que nosaltres detectavem activitat luciferasa
en les construccions realitzades, atribuint-t'ho a I'existéncia de promotors en aquesta

regio, tot i que no el teniem ni mapat ni caracteritzat.

2.3. Regulacié traduccional d’XIAP.

2.3.1. Analisi de I'efecte de I'aspirina i I’estaurosporina en diferents promotors.

Al nostre laboratori estavem estudiant I'efecte de diferents drogues proapoptoétiques,
com aspirina i estaurosporina. Aquestes drogues provocaven la caiguda de I'activitat
luciferasa a diferents construccions de promotors que disposavem en el laboratori, bé
per un bloqueig de l'activitat transcripcional o bé per un bloqueig en l'activitat

traduccional. Durant el procés d'apoptosi, esta descrit que té lloc una caiguda
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generalitzada i inespecifica de I'activitat traduccional de la cél-lula, afectant una gran
quantitat de gens, i on pot tenir un paper important I'estat reductor de la cél-lula. Els
nostres resultats a I'estudi de la regulacié d’Mcl-1 durant I'apoptosi induida per aspirina
en les cél-lules Jurkat demostra clarament aquesta aturada de la sintesi proteica

associada al procés d’apoptosi.

En aquests estudis vam analitzar I'activitat tant de promotors de gens implicats en el
procés d’apoptosi, com son els promotors gran i petit de Bcl-2, de Bcl-X., o d’ Mcl-1,
com de promotors de gens que no estan implicats directament en el procés apoptotic,
com son el promotor constitutiu del CMV (citomegalovirus), de FAS (de fatty acid
sintetase), implicat en la sintesi d'acids grassos, o ACC (de Acetyl-CoA carboxylase),
tots regulats de manera CAP-dependent. En tots ells haviem vist un clar descens de
I'activitat luciferasa al induir apoptosi a les cél-lules amb aspirina-10 mM durant 6 hores
0 amb estaurosporina-1 uM durant 3 hores, com ja s’ha presentat en I'apartat de
Resultats de I'estudi de la regulacié d’Mcl-1 durant 'apoptosi a cél-lules Jurkat (Figura-
7A). Aquest efecte era parcialment recuperat si abans de la incubacié amb les drogues
proapoptotiques es preincubaven les cél-lules amb I'inhibidor general de caspases Z-
VAD.fmk, pel qué aquests efectes eren parcialment dependents de I'activacié de les

caspases (dades del grup).

2.3.2. Analisi de l'efecte de I'aspirina i I'estaurosporina en les construccions
d’XIAP.

Varem voler veure quin era l'efecte d’aquestes dues drogues en les construccions
d’XIAP. Les cél-lules Jurkat van ser transfectades amb diferents construccions, [pX-
4000], [pX-2434] i [pX-2067]; després de 24 hores, les cél-lules transfectades amb
cada una de les construccions van ser sotmeses als tractaments amb TPA, aspirina o
estaurosporina. Com ja s’ha comentat, el tractament amb TPA-100 nM feia
incrementar I'activitat basal d’aquestes construccions (Figura-A3). Quan vam analitzar
I'efecte del tractament amb aspirina-10 mM durant 6 hores, vam veure que a diferéncia
dels altres promotors, no hi havia un descens de I'activitat luciferasa. Es més, durant el
tractament amb aspirina es produia un increment de I'activitat luciferasa. En canvi, el
tractament amb estaurosporina-1 uM durant 3 hores produia un descens de l'activitat
luciferasa en les diferents construccions d’XIAP, igual al que observavem en els altres
promotors (Figura-A3). Per tant, sembla que hi ha un efecte diferencial de les dues

drogues pel que fa a la construccié d’XIAP.
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FIGURA-A3. Les cél-lules Jurkat van ser transfectades amb 2 ug de plasmid reporter amb GFP (pEGFP-C1) i amb 10
ng de diferents construccions d’XIAP: [pX-4000], [pX-2434] i [pX-2067]. Després de 24 hores, les cél-lules es van
sotmetre als diferents tractaments; TPA-100 nM durant 6 hores, aspirina-10 mM durant 6 hores i estaurosporina-1 uM
durant 3 hores. Al finalitzar els tractaments, les cél-lules van ser recollides al mateix temps per determinar la viabilitat
cel-lular i el percentatge de transfeccid per citometria. Les cél-lules van ser lisades per realitzar I'assaig d’activitat
luciferasa. Es mostra un experiment representatiu.

2.3.3. Discussio dels resultats.

Aquests resultats estan d'acord amb els treballs de la bibliografia on es descriu
I'existéncia de la sequéncia IRES que controla la regulacié traduccional del gen (Holcik
et al.,, 1999). En aquests treballs s’ha estudiat la regulacié traduccional de diferents
construccions durant 'apoptosi induida per diferents estimuls (com pot ser la radiacio
ultraviolada, I'estrés cel-lular, la hipoxia o la infeccié amb poliovirus). D’aquests estudis
se’n conclou que la sintesi proteica dels gens regulats traduccionalment de manera
CAP-dependent esta afectada per I'entrada de les cél-lules en apoptosi, mentre que no
s'afectaria l'activitat traduccional dels gens regulats a aquest nivell per sequéncies
IRES, com és el cas d’XIAP (Holcik et al., 1999; 2000). Aquests resultats estan d’acord
amb els que se'ns han reproduit al laboratori, ja que en totes les construccions CAP-
dependents estudiades veiem un descens en l'activitat luciferasa a I'induir apoptosi,
mentre que l'activitat de la construccié d’XIAP no cau a l'induir apoptosi amb aspirina.
Tot i aix0, aquest efecte no es reprodueix quan induim I'apoptosi amb estaurosporina,
segurament degut a la inhibicié transcripcional que produeix aquesta droga, que
afectaria a tots els gens cel-lulars.

120



PROMOTOR D’XIAP

2.4. Analisi de la regié promotora d’XIAP (Il).

2.4.1. Noves construccions de la regié 5’-UTR d’XIAP.

Es van fer noves construccions de la regié promotora d’XIAP, on es van anar
delecionant diferents fragments de la regié 5-UTR a partir de I'extrem 5’, per trobar
una construccid on es perdés I'activitat transcripcional, i aixi acotar la regié on es
trobaria el promotor i l'inici de transcripcié. Es van obtenir construccions que porten els
fragments que van des del nucledtid -400 al -5, respecte I'inici de traduccio descrit,
[pX-400], del -160 al -5 [ pX-160]; i del -65 al -5 [pX-65] (Figura-A1). Totes aquestes
construccions presentaven una clara activitat luciferasa basal (Figura-A4), pel quée
consideravem que hi havia un promotor, encara que no fos el promotor fisioldgic
d’XIAP. Cal dir que la construccié [pX-160] només té la regié descrita com a IRES, i la
construccio [pX-65] conté només la meitat de la regié IRES descrita; tot i aixd seguien

mantenint I'activitat luciferasa, indicant que es transcriuen i es tradueixen.

2.4.2. Delecié de les possibles seqiiéncies critiques de la regié 5’-UTR d’XIAP.

A la regié compresa entre I'element IRES descrit i -600 parells de bases hi ha multiples
sequéncies ATG (cap descrita com origen de traduccid, tot i que semblen estar en
pauta) precedides d’una regi6 amb multiples seqliéncies consensus TATA. Vam
delecionar aquesta regié de sequiéncies TATA en dues de les construccions, per veure
si s’afectava l'activitat luciferasa. Les construccions obtingudes [pX-4000-delTATA] i
[pX-735-delTATA] (Figura-A1), corresponen a les construccions [pX-4000] i [pX-735]
on s’ha delecionat aquesta regié de caixes TATA. Estudis de transfeccié amb aquestes
construccions van demostrar que seguien mantenint activitat luciferasa, i fins i tot
estava incrementada respecte les construccions senceres respectives (Figura-A4). Per
tant, sembla que aquestes regions no son essencials per la regulacié transcripcional i
traduccional d’XIAP.

Es van fer dues noves construccions, una que portava la regié que va des de -4000 a
- 2500 parells de bases respecte 'ATG descrit, [pX-4000/-25000], i una que portava la
mateixa regié pero invertida, [pX-2500/-4000] (Figura-A1), pel que els hi faltaria la
regido més propera a linici de traduccié descrit i 'element IRES. Cap d’aquestes

construccions mostrava activitat luciferasa significativa (Figura-A4).
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2.4.3. Mutacio d’una seqiiéncia important per I'IRES.

A la zona on estava descrita la seqiéncia PPT, es van descriure regions reguladores
importants per la unié de diferents factors necessaris per la funcionalitat de la
sequéncia IRES. Vam mutar una d’aquestes sequliéncies, concretament una possible
sequéncia TATA que precedeix la PPT (vam canviar 4 nucleoétids), que forma part de
la sequiéncia central de regulacié de I'activitat de I'IRES. La construccié obtinguda es
va anomenar [pX-65-mutTATA] (Figura-A1), que és igual que la construccio [pX-65]
perd amb les mutacions esmentades. Aquesta construccié perdia tota I'activitat
luciferasa (Figura-A4). D’aquests resultats deduim que la regié mutada és essencial
per la transcripcio i/o traduccié del gen, ja que la construccié sense la mutacio, [pX-65],

té una clara activitat luciferasa.

2.5. Abordatge del punt d'inici de transcripcié d’XIAP.

Vam intentar determinar l'inici de transcripcié del gen xiap mitjangant un abordatge
groller i alhora senzill. Ens vam plantejar fer un Northern blot d’xiap utilitzant com a
sondes d’hibridacio diferents fragments solapats de la regio 5-UTR d’XIAP, generats
per digesti6 amb enzims de restricci6 o per PCR. Aquests fragments eren utilitzats
com a sonda per hibridar diferents membranes d’RNA de cél-lules Jurkat. A partir de la
sonda on es perdés el senyal del missatger d'xiap, seria indicatiu del punt on
s’acabava el transcrit endogen en les cél-lules Jurkat, acotant aixi grollerament l'inici
d’aquest. Utilitzant una sonda exdnica d’xiap detectavem bé el missatger d’xiap, que té
una mida de 9 kilobases, com ha quedat demostrat en els resultats presentats a
I'estudi de la regulacié d’'Mcl-1 durant I'apoptosi a les cél-lules Jurkat, on a la Figura-7B
es mostra un Northern blot d’xiap. Amb cap dels fragments generats de la regioé 5-UTR
d’XIAP vam aconseguir detectar el missatger, ni tan sols amb el fragment més 3’, que
es trobava molt proper a I'inici del cDNA descrit (que es troba 33 nucledtids abans de
'AUG).
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FIGURA-A4. Transfeccié de les cel-lules Jurkat amb totes les construccions obtingudes de la regié 5-UTR d’XIAP. Les
cel-lules es van transfectar amb 2 pg de plasmid [pEGFP] i 10 ug de [pGL2-Basic] o de cada una de les construccions
d’XIAP: [pX-4000], [pX-4000-del134], [pX4000-delTATA], [pX-2434], [pX-2067], [pX-735], [pX-735-delTATA], [pX-400],
[pX-160], [pX-65], [pX-65-mutTATA], [pX-4000/-2500] i [pX-2500/-4000]. Les cél-lules van ser recollides al mateix temps
per determinar la viabilitat cel-lular i el percentatge de transfeccio per citometria. Es va analitzar 'activitat luciferasa com
s’especifica en I'apartat de materials i métodes. Es mostra un experiment representatiu.

3. DISCUSSIO GENERAL DELS RESULTATS.

Els resultats d’aquest estudi, tot i la gran quantitat de construccions fetes i la quantitat
d’'informacié que n’hem obtingut, tenen una dificil interpretacid, ja que no estan d’acord
amb alguns dels resultats presents a la bibliografia. Sempre és dificil anar en contra de
resultats publicats i acceptats per la majoria de la comunitat cientifica, ja que no tan
sols has de validar els teus resultats, sind6 que a més has d’invalidar els seus d’'una

manera contundent i sense espai pels dubtes.
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HI HA UN PROMOTOR A LES NOSTRES CONSTRUCCIONS?

Potser és estrany comencgar una discussié amb una pregunta, perd encara avui no
sabem si a la regi6é analitzada hi ha un promotor funcional. Aquesta sens dubte és la
part més discutible del nostre estudi, i on no hem sabut trobar una resposta ni als
nostres resultats, ni a la bibliografia. A la construcci6 més gran que hem fet al
laboratori, [pX-4000], s’inclou una amplia regi6é de la zona 5-UTR del gen xiap, que
engloba les 4 kilobases anteriors a l'inici de traduccié descrit. Aquesta construccio
presenta una clara activitat luciferasa, pel que suposem que conté el promotor del gen,
que fins a la redaccié d’aquesta Tesi encara no s’ha delimitat. Com s’ha comentat
anteriorment, als treballs del grup del Dr. Korneluk, on es descriu principalment la
sequéncia IRES present a XIAP, es descarta la possibilitat que en la regié que va des
de -1007 parells de bases fins al punt d’inici de traduccié del gen (on hi ha 'AUG) hi

hagi qualsevol activitat promotora.

En aquests treballs on es descriu I'estructura gendmica i el control traduccional de
'expressio d’XIAP per I'IRES, es preveu la formacié d’estructures secundaries
complexes en aquesta zona i es descriuen els potencials inicis de traduccié que es
troben més 5 de linici de traduccié majoritari, que impossibilitarien un scanning
ribosomal convencional (Holcik et al., 1999). La formacié d’aquestes estructures
secundaries complexes poden ser un obstacle per I'elongacié de la cadena d’acids
nucléics en la técnica de la primer extension. Nosaltres vam intentar aquesta técnica,
per veure si podiem mapar l'inici de transcripcié del gen, perd no vam tenir éxit (tot i
que suposem que el que ens va fallar va ser la técnica). Aquests autors descriuen i
caracteritzen la sequéncia IRES d’XIAP mitjangant I'analisi de la regié de 1007 parells
de bases anteriors a 'AUG d'inici, del transcrit muri i huma, en construccions
bicistroniques. En aquestes construccions bicistroniques, al primer cistré es posa una
regié 5-UTR d’un gen CAP-dependent que traduira el gen de la B-galactosidasa, i al
segon cistro es posa la regié de 1007 parells de bases de la regié 5’-UTR d'XIAP, que
traduira el gen de la cloramfenicol acetiliransferasa (CAT), tot sota control d’'un
promotor constitutiu com és el del citomegalovirus (CMV). Quan s’indueix I'activitat del
promotor CMV, es detecta activitat CAT, indicatiu que aquesta proteina s’esta traduint
gracies a l'activitat de 'IRES. Quan posen la regié 5-UTR d'’XIAP invertida o es
realitzen mutacions de la sequiéncia PPT descrita, perden I'activitat CAT, indicatiu que
la sequéncia IRES no pot realitzar la seva funcié essencial en la traduccio. Aquests
autors consideren que aquests experiments son irrefutables per demostrar I'activitat

IRES a la regié 5’-UTR d’XIAP. El més interessant per nosaltres, sén els resultats que
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van obtenir quan van delecionar el promotor constitutiu del citomegalovirus d’aquestes
construccions bicistroniques (construccions promoterless), o quan analitzaven
construccions monocistroniques convencionals amb la regio 5-UTR d’XIAP davant del
gen reporter CAT (sense promotor CMV addicional). En aquestes construccions es
perdia completament 'activitat CAT, fet que descartava la possibilitat que en aquesta
regio hi hagués qualsevol promotor criptic funcional (Holcik et al.,1999; 2000; 2003). Si
aquests resultats son certs, entren en clara contradiccid amb els nostres resultats, on
detectem una clara activitat luciferasa a la construccioé [pX-65], suggerint I'existéncia

d’'un promotor en aquesta regio.

El fet que les construccions amb les que ells van fer els estudis estiguessin controlant
I'expressio del gen CAT, i en canvi les nostres el gen de la luciferasa, ens va fer
pensar si la dicotomia de resultats no seria conseqiieéncia d’una diferent sensibilitat en
la deteccié de les activitats dels gens reporters utilitzats en els dos estudis, ja que el
gen de la luciferasa és més sensible que el de la CAT. Per resoldre aquest punt, vam
fer dues noves construccions de la regié 5-UTR d’XIAP amb un plasmid que porta el
gen reporter CAT (pGCAT). Una portava el fragment que va des de -2000 a -5 parells
de bases, [pX-2000/-5CAT], i l'altre el mateix tros invertit, [pX-5/-2000CAT]. No vam
ser capacos de detectar activitat CAT en aquestes construccions, tot i que el problema

novament podria haver estat en la técnica.

Els meétodes per determinar lactivitat dels IRES basant-se en estudis amb
construccions bicistroniques, tot i ser la técnica més utilitzada, han estat ampliament
criticats per la inadequada deteccid6 de missatgers aberrants que es formen a les
cél-lules transfectades utilitzant aquestes construccions. S’ha descrit que durant els
assaigs de transfecci6 amb construccions bicistroniques de DNA que porten I'IRES
d’XIAP, és generen missatgers aberrants generats per splicing del segon cistro.
Aquests missatgers semblen contribuir a uns nivells inusualment alts d’activitat IRES
aparent. Les cél-lules transfectades directament amb les mateixes construccions pero
d’RNA, mostren una activitat IRES molt menor, semblants als baixos nivells detectats
en la traduccié in vitro de les construccions bicistroniques d’RNA en lisats de
reticulocits de conill (Eden et al.,2004). Per tant, amb els tests de les construccions
bicistroniques, sembla dificil determinar si I'increment en I'activitat del gen reporter és
degut a l'existéncia de sequéncies IRES funcionals, o a la generacié de transcrits

aberrants generats a la regi6 d’estudi per promotors criptics.
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LA POSSIBLE EXISTENCIA D’UN PROMOTOR CRIPTIC A L’ELEMENT IRES
D’XIAP.

Els resultats presentats, evidencien la possibilitat que a la regié de la seqiéncia IRES
d’XIAP hi puguin haver promotors criptics, capagos de generar transcrits alternatius
que poden ser eficientment traduits per detectar activitat luciferasa. El fet que la
construccid més petita presentada, [pX-65], presenti activitat luciferasa, fa col-locar
aquests promotors alternatius a la regié més important de control de I'lRES, ja que en
aquesta zona s’hi troba la caixa PPT. A més, quan vam alterar la seqliéncia adjacent a
la caixa PPT, [pX-65-mutTATA], perdiem [lactivitat luciferasa. Aquests resultats
suggereixen que en aquesta regié es podrien generar aquests transcrits alternatius
mitjangant I'existéncia de promotors criptics funcionals. A la literatura hi ha un treball
que podria explicar en part els nostres resultats. En aquest estudi s’analitza la
sequéncia IRES del gen elF4G (Han i Zhang, 2002). Es realitzen assaigs de
transfeccié utilitzant construccions bicistroniques promoterless per testar la
funcionalitat de I'IRES de la regid 5-UTR del factor elF4G. L’estudi va revelar
I'existéncia d’'un promotor criptic molt potent, I'activitat del qual radica en la integritat de
la sequéncia PPT, identificada també com un component essencial del putatiu IRES.
La sequéncia PPT es solapa amb el lloc d’unié del factor de transcripci6 C/EBP, i
també s’ha determinat la unié dels factors Sp1 i Ets en regions properes. Aquests
factors de transcripcd possibilitarien la generacié d’'un transcrit alternatiu d’elF4G a
partir d’aquest promotor criptic de la regié 5-UTR. En aquest estudi es descarta
'existéncia d’aquesta sequiiéncia IRES com a tal. També es van trobar activitats
promotores a les regions 5-UTRs dels missatgers del gen huma Sno i del gen muri
Bad, tot i que aquests transcrits no podien ser detectats en experiments de Northern
blot pels baixos nivells d’expressié (Han i Zhang, 2002). La regié 5-UTR del virus de
I'hepatitis-c (HCV) també conté un IRES. S’ha demostrat que la seqliiéncia 5’-UTR de
'HCV és capag de dirigir 'expressio dels gens reporters als quals precedeix, on s’ha
demostrat per Northern blot i 5-RACE l'existéncia de missatgers que comencen en
aquesta zona, argumentant a favor de I'existéncia d’'una seqliiéncia promotora en
aquesta regio 5-UTR del virus (Dumas et al., 2003). Per tant, podria ser que en les
nostres construccions es generessin transcrits alternatius capagos de conferir la sintesi
proteica necessaria per generar una activitat luciferasa detectable. Vam idear diferents
estrategies per la deteccié d’aquests transcrits alternatius, per técniques de RT-PCR i
de Northern blot per detectar el missatger de la luciferasa, perd amb cap d’elles vam

aconseguir detectar-los.
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INTENTS DE DETERMINAR EL PUNT D’INICI DE TRANSCRIPCIO.

Tots els nostres intents per determinar l'origen de transcripcid d’xiap han estat
frustrats. Encara avui no es coneix quin és el punt d’inici de transcripcié del gen. Si
existissin aquests promotors criptics a la seqiéncia de I'|RES, aquests no podrien en
cap cas correspondre als missatgers d’'xiap endogens, que tenen una mida molt gran
(de 9 kilobases), detectats a les céllules Jurkat i a diferents models cel-lulars.
L’estratégia que vam seguir per intentar acotar la regié 5-UTR d'XIAP, mitjangant la
hibridacié del missatger per Northern blot utilitzant com a sondes diferents fragments
de la regio 5-UTR d’XIAP, no va donar els resultats esperats. Encara no sabem
perqué les sondes més properes a l'inici de traduccié descrit, com la sonda que incloia
la sequéncia de I'IRES, no eren capaces de detectar el transcrit endogen d’xiap, i
nomeés vam ser capacos de fer-ho mitjancant una sonda exonica interna del gen. Una
possible explicacié d’aixd seria per la estructura secundaria complexa que forma el

missatger d’xiap en aquesta regid.

EXISTENCIA D’ELEMENTS IRES FUNCIONALS EN EUCARIOTES.

La resposta cel-lular a I'estrés comporta una rapida inhibicié de la sintesi proteica dels
missatgers CAP-dependents per multiples mecanismes, tot i que hi ha una activitat de
sintesi proteica residual, que permet la traduccio de proteines que tenen un paper clau
en aquesta resposta a I'estrés. Un exemple d’aixd podria ser la proteina Bcl-2, que té
una regié 5-UTR de 1,45 Kilobases, que inclou 10 AUGs, i on s’ha demostrat
recentment que hi ha una sequéncia IRES, que facilita la seva traduccié en aquestes
situacions d’estrés (Sherrill, et al., 2004). Tot i no estudiar si 'lRES descrit en XIAP és
funcional, els nostres resultats semblen argumentar a favor de la seva existéncia. Els
resultats obtinguts amb les diferents construccions d’XIAP durant el tractament amb
aspirina, on no disminueix I'activitat luciferasa per I'’entrada de les cél-lules en apoptosi,
i fins i tot augmenten els nivells d'activitat, estarien d’acord amb una regulacié
traduccional CAP-independent, regulada per aquest putatiu IRES. Tot i aixd, com s’ha
comentat a l'estudi de la regulacié d’'Mcl-1 durant I'apoptosi a les cél-lules Jurkat,
sembla que alguns dels factors que sén necessaris per la traduccié6 CAP-dependent,
com el factor elF2a, també sén necessaris per la traduccié6 CAP-independent. La
fosforilacié del factor elF20. que es dona durant el tractament amb aspirina, sembla

necessaria per l'activacié dels IRES cel-lulars (Gerlitz et al.,, 2002). El fet que les
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uniques construccions on no detectem activitat luciferasa siguin aquelles en les que
s’ha eliminat o alterat la seqiiéncia de I'IRES, com sén [pX-4000-del134], [pX-65-
mutTATA], [pX-4000/-2500] i [pX-2500/-4000], demostra la importancia d’aquesta

regio, ja sigui a nivell de regulacio transcripcional o a nivell de regulacio traduccional .

Tot i que la existéncia de les sequiéncies IRES esta ben acceptada als missatgers dels
picornavirus, sembla no ser tant clara la seva existéncia als missatgers eucariotes. El
nombre de missatgers eucariotes regulats traduccionalment per IRES encara és petit,
perd cada cop va augmentant més degut a la identificacié de nous IRES a diferents
gens. Molts d’aquests elements IRES regulen la traduccié de proteines que
protegeixen a la cél-lula de l'estrés, quant la maquinaria traduccional esta afectada.
L’estructura, especificitat i regulacié de I'activitat d’aquests IRES pot veure’s afectada
durant I'estrés nutricional, la diferenciacié o la mitosi (Komar i Hatzoglou, 2005). Hi ha
autors que neguen l'existencia dels elements IRES en eucariotes, basant-se en la
critica de la metodologia de biologia molecular utilitzada per confirmar la seva
existéncia (construccions bicistroniques), la pobre caracteritzacié i analisi dels
missatgers presents als experiments de transfeccid, o la sensibilitat dels gens
reporters utilitzats pel seu estudi (Kozak, 2001). En canvi, una gran quantitat
d’investigadors argumenten a favor de l'existéncia dels IRES en gens eucariotes,
basant-se principalment en I'is d’aquestes construccions bicistroniques i en la
disminucié que es dona de l'activitat traduccional quan aquestes sequéncies soén
alterades (Schneider et al., 2001). Nosaltres, aliens a les disputes sobre la existéncia
0 no de les sequéncies IRES en eucariotes, argumentariem a favor d’aquestes, tot i
que amb precaucid, ja que els nostres resultats i molts dels presents a la literatura
podrien ser consequiéncia de I'existéncia de promotors criptics en aquestes regions
definides com a putatius IRES. Es evident la necessitat d’estudiar amb més profunditat
i rigor la maquinaria de regulacié transcripcional de la cél-lula i els transcrits generats
per aquesta, aixi com també la maquinaria de regulacié traduccional, pel qué fan falta

noves tecnologies d’analisi.
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. CULTIUS CEL-LULARS.

1.1. CULTIU | MANIPULACIO DE CEL-LULES JURKAT.

La linia cellular Jurkat, derivada d’una leucémia aguda de cél-lules T, prové de
'ECCC (European Collection of Cell Cultures). Les cél-lules creixen en suspensio i es
cultiven en medi RPMI 1640 complet (de Biological Industries, Beit Haemek, Israel)
suplementat amb 10 % de sérum fetal bovi (GIBCO-BRL, Paisley, UK) inactivat per
calor (30 minuts a 56°C, per tal d’inhibir les proteines del complement), amb 2 mM L-
glutamina, 100 U/ml de penicillina i 100 pg/ml d’estreptomicina. Les cél-lules es
cultiven en un incubador a una temperatura de 37°C i una atmosfera humida de 5 %
de CO,. Les cel-lules Jurkat s’han de mantenir a una concentracié que va des de
200.000 a 1,3x10° cél-lules/ml, i s’han d’anar efectuant substitucions de part del medi

de cultiu per medi complet nou, per tal de mantenir la densitat cel-lular.

[.1.1. Criopreservacio de les cél-lules Jurkat.

Les cél-lules Jurkat, es resuspenen en sérum fetal bovi inactivat i s’hi afegeix
lentament la solucié de criopreservacio freda (medi RPMI 1640, 20% de sérum fetal
bovi, 20% DMSO). Tot aquest procés s’ha de fer sobre gel. Seguidament es fan
aliquotes d’1 ml en tubs de criopreservacié de 2 ml (a una concentracié de 5 X10°
cél-lules/ml) i es deixen a -80°C dins d’un criopreservador de cél-lules, o dins d’'una
gradeta de porexpan, durant tota la nit. Finalment els tubs es guarden en contenidors

amb nitrogen liquid.

[.1.2. Descongelacio de les cél-lules Jurkat.

Les mostres criopreservades es retiren del contenidor de nitrogen liquid i es
descongelen posant el tub de criopreservaciéo en un bany d'aigua a 37°C. Quan la
mostra es comencga a descongelar, el contingut del tub es dilueix en un volum 10
vegades superior de medi RPMI 1640 amb 10% FBS a 37°C, i es renten per
centrifugacié, 5 minuts a 480xg. Un cop rentades, es descarta el sobrenadant (per tal

d’eliminar les restes de DMSO) i les cél-lules es dilueixen en medi complet.

[.1.3. Manipulacié de les cél-lules Jurkat abans de fer els experiments.

Abans de disparar qualsevol experiment amb les cél-lules Jurkat, ja sigui per veure
I'efecte de drogues o per fer experiments de transfeccio, es recullen el numero de

cel-lules necessaries per fer 'experiment i es centrifuguen a 480xg, per tal d’eliminar el
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medi vell, i es dilueixen en medi RPMI 1640 complet a la densitat requerida per fer

I'experiment.

1.2. OBTENCIO, CULTIU | MANIPULACIO DE CEL-LULES DE LEUCEMIA
LIMFATICA CRONICA DE CEL-LULES-B.

[.2.1. Recollida de mostres.

Cada dia es recullen les mostres de sang periférica de pacients amb LLC-B al Servei
d’Hematologia de I'Hospital Universitari de Bellvitge. Cada mostra s’identifica amb una
numeracio, i es recull en una base de dades on hi ha totes les mostres dels diferents
pacients. A més, aquesta base de dades inclou per a cada mostra, el numero
assignat, el diagnostic del pacient en el moment de la presa de mostra, el comptatge
leucocitari total i el percentatge corresponent a limfocits, o férmula leucocitaria
completa si aquesta és disponible, aixi com qualsevol observacié coneguda que es
consideri rellevant (malaltia agressiva, tractament del malalt, etc.). En cap cas
s’inclouen les dades personals del pacient, tal com s’estableix als comités étics de la
Universitat de Barcelona i I'Hospital Universitari de Bellvitge. El diagnostic de cada
patologia es realitza mitjangant els criteris clinics i de laboratori estandard. Els
pacients donen el seu consentiment escrit per la utilitzacié de les seves mostres en
estudis de recerca, i els projectes desenvolupats estan avalats pels comités étics de la

Universitat de Barcelona i de 'Hospital.

|.2.2. Separacié de cél-lules mononucleades.

Les cél-lules de LLC-B son limfocits B, per tant cél-lules mononucleades de densitat
inferior als eritrocits, pel que sedimenten més lentament. Aquesta caracteristica és
aprofitada per separar les cél-lules mononucleades seguint el protocol descrit per
Boyum (Béyum, A., 1964) del gradient de Ficoll-Hypaque, amb algunes modificacions
(Figura-M1):

¢ Diluir la mostra de sang en tamp¢ fosfat sali (PBS) en proporcié 1:1 (vol:vol)

¢ S’addiciona la sang diluida a sobre la solucié de Ficoll (densitat 1.077 g/ml) en
una proporciéo de dos volums de sang diluida per cada volum de solucié de
Ficoll.

e Es centrifuga durant 20 minuts a 850xg, a temperatura ambient i sense fre per
no trencar el gradient de Ficoll. En la separacio resultant els eritrocits i les
cél-lules polinucleades queden sedimentades en la part inferior del tub, mentre

que les cél-lules mononucleades queden sedimentades en la interfase entre el
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Ficoll i el plasma formant un anell, i en la part superior del tub queden el
plasma i les plaquetes.
e Es recull l'anell de céllules mononucleades, i es renten en PBS per

centrifugacio (10 minuts a 480xg).

Tot el procés es realitza a temperatura ambient. Les cél-lules mononucleades
contenen limfocits B, limfocits T i mondcits. En les mostres de pacients de LLC-B la
proporcio de limfocits B és tan elevada (superior al 90%) que es considera que no cal
separar els limfocits T i els mondcits per realitzar els experiments. Les cél-lules
mononucleades separades poden utilitzar-se en el moment de la separacio
(experiments amb ceél-lules mononucleades fresques) o bé criopreservar-les en

nitrogen liquid (experiments amb cél-lules mononucleades congelades).

plasma
/ =
e —_— — —_— =
<& limfocits
cultiu
; l!x ex vivo
Ficoll eritrocits

aillament cél-lules mononucleades

FIGURA-M1. Separacio de les cél-lules mononucleades (limfocits i monocits) per gradient de Ficoll i posterior cultiu
en medi. La sang diluida amb PBS es col-loca amb cura sobre el Ficoll i es sotmet a centrifugacié durant 20 minuts.
S'obté un gradient on les cél-lules mononucleades (a la figura, limfocits) queden formant un anell entre el Ficoll i el
plasma, separades dels eritrocits i les cél-lules polinucleades. Aquest anell es recull, es renta en PBS i es cultiven

les cél-lules en les condicions adequades en cada experiment.

[.2.3. Criopreservacio de les cél-lules de LLC-B.

Les cél-lules mononucleades obtingudes en la separacié per gradient de Ficoll es
resuspenen en serum fetal bovi inactivat per calor (30 minuts a 56°C) a una
concentracié 20x10° cél.lules/ml. La suspensié resultant es posa en gel i s’afegeix
lentament un volum igual de solucié de criopreservaciéo amb dimetilsulfoxid (DMSO).
Tot aquest procés s’ha de fer sobre gel. La solucié de criopreservaciéo conté Medi
RPMI 1640, FBS i DMSO en proporcié 3:1:1. La mostra s’aliquota en tubs de
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criopreservacié de 2 ml (a una concentracié de 10x10° cél-lules/ml) que es deixen a
-80°C dins de un criopreservador de cél-lules, o dins d’'una gradeta de porexpan,

durant tota la nit. Finalment els tubs es guarden en contenidors amb nitrogen liquid.

[.2.4. Descongelacié de les cél-lules de LLC-B.

Les mostres criopreservades es retiren del contenidor de nitrogen liquid i es
descongelen posant el tub de criopreservaciéo en un bany d'aigua a 37°C. Quan la
mostra es comenga a descongelar, el contingut del tub es dilueix en un volum 10
vegades superior de medi RPMI 1640 amb 10% FBS a 37°C i es renta per
centrifugacié, 10 minuts a 480xg. Un cop rentada, es descarta el sobrenadant (per tal
d’eliminar les restes de DMSO) i les célllules es dilueixen en medi complet. Les
cél-lules descongelades s’han de deixar reposar un minim de dues hores a I'incubador

abans de fer els tractaments experimentals convinguts.

[.2.5. Cultiu cel-lular de LLC-B.

Les cél-lules, descongelades o acabades de separar, es cultiven en RPMI complet

suplementat amb 10% de FBS inactivat, suplementat amb 2 mM L-glutamina i
antibiotics (100 U/ml de penicilina i 100 ug/ml d’estreptomicina), en medi humit
(humitat del 95%) al 5% de CO,i a 37°C de temperatura. Les cél-lules es cultiven en
preséncia dels factors corresponents a cada experiment, a concentracié de 0,5 a 6

x10° cél-lules/ml, durant el temps establert per a cada tipus d’assaig.

1.3. ANALISI DE LA VIABILITAT CEL-LULAR PER CITOMETRIA DE FLUX.

L’analisi de la viabilitat cel-lular i el percentatge de cél-lules apoptotiques es determina
mitjangant el doble marcatge amb anexina-V conjugada amb FITC i la incorporacié de

iodur de propidi.

Fonament de la técnica: La membrana cel-lular esta formada per una bicapa lipidica de
distribucid assimeétrica. Un dels fosfolipids que composen la bicapa és la
fosfatidilserina, que a les cél-lules vives es troba exclusivament a la capa interna. En
condicions d’apoptosi primerenca es perd l'assimetria de la membrana i s’exposa
fosfatidilserina a la bicapa externa cel-lular (procés de translocacié o “Flip-Flop”)
(Figura-M2). L'anexina V és una proteina que uneix lipids de forma depenent de l'i6
calci (Ca*), que té una gran afinitat per la fosfatidilserina. L’anexina V es conjuga amb
diferents fluorocroms que poden ser detectats per citometria. En processos d’apoptosi

avancada i necrosi la membrana plasmatica es deteriora i esdevé permeable a
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substancies com el iodur de propidi (IP) que s’intercala en la doble cadena de
molécules d’acids nucléics; el IP s’excita a 536 nm i emet fluorescéncia en un rang
ampli al voltant de 617 nm. La viabilitat cel-lular i el percentatge de cél-lules
apoptotiques es determina per citometria de flux, mitjangant el doble marcatge cel-lular
amb anexina V conjugada amb FITC i iodur de propidi (IP) (Bellosillo et al., 1998). Aixi
s’obté el percentatge de cél-lules vives (anexina i IP negatives), el percentatge de
cél-lules apoptodtiques primerenques (positives pel marcatge amb anexina i negatives
per IP), i el percentatge de ceél-lules amb apoptosi avangada o necrosi (anexina i IP
positives). La preséncia d’'una poblacié positiva per anexina i negativa per IP permet
diferenciar el procés apoptotic d’'un procés necrotic. Aquestes técniques son aplicables
a cél-lules de LLC-B i Jurkat.

anexina

cel-lula normal cel-lula apoptotica

@ fosfatidilserina

FIGURA-M2. Marcatge de les cél-lules apoptotiques amb anexina V. Quan les cél-lules entren en apoptosi es perd
l'assimetria de la bicapa lipidica i els residus de fosfatidilserina queden exposats a la superficie extracel-lular.
L'anexina V és una molécula impermeable que s'uneix especificament a aquests residus de fosfatidilserina. Unida a
fluorocroms, I'anexina permet analitzar la quantitat de cél-lules que exposen fosfatidilserina, és a dir, la quantitat de
cel-lules apoptotiques.

1.3.1.

Protocol per I'analisi de la viabilitat cel-lular per citometria de flux.

e S’incuben 2,5x10° cél-lules en preséncia dels factors corresponents durant el

temps indicat en cada cas.

e Es recullen les céllules i es renten amb tampé d’'unié d’anexina (ABB, de

Annexin Binding-buffer, Taula-M1). Es centrifuguen 10 minuts a 480xg.

e Esresuspenen les cél-lules en 100 ul de tamp6 ABB amb 1 ug/ml d’anexina V-

FITC i s'incuben durant 15 minuts a les fosques i temperatura ambient.

e A continuacio es dilueixen a la meitat amb tampé ABB i IP a concentracio final

1 pug/mil.
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e Les mostres s’analitzen per citometria de flux mitjangant un citdometre
FACSCalibur (Becton Dickinson). L’analisi de les dades es realitza amb un
software informatic especific, com els programes CellQuest (Becton Dickinson)
i WinMDI (Figura-M3).

La viabilitat cel-lular es representa com el percentatge de cél-lules anexina V negatives
i IP negatives. Cada condicié de I'experiment es realitza per duplicat i els resultats

s’expressen en forma de mitjana + desviacio estandard.

control apoptosi

iodur de propidi (IP)

B
anexina V-FITC anexina V-FITC

FIGURA-M3. Imatges de citometria de flux. Les cél-lules tractades amb un agent apoptotic (apoptosi) o sense tractar
(control) s'incuben amb anexina V-FITC i IP, i s'analitzen al citometre de flux. Les céllules apoptotiques exposen
fosfatidilserina a la membrana i es marquen amb anexina (quadrant Il). Quan l'apoptosi ha afectat ja la membrana
plasmatica les cél-lules es tornen permeables a I'IP, s'anomena necrosi secundaria a l'apoptosi, i les cél-lules esdevenen

positives per IP (quadrant Ill). Les cél-lules vives sén anexina i IP negatives (quadrant I).

En condicions en qué no es poden utilitzar fluorocroms per a determinar I'apoptosi per
citometria cal recorrer a altres métodes de quantificacié. Al entrar en apoptosi, les
cél-lules pateixen una disminucio del volum cel-lular per pérdua d’aigua, que provoca
una reduccié en la mida i un augment de la seva densitat, parametres quantificables
per citometria de flux per Forward Scatter (FSC) i Side Scatter (SSC) respectivament
(una cél-lula apoptoética t& menor FSC i major SSC que una cél-lula viva). Es segueix

el seglent protocol.

[.3.2. Protocol per determinar I'apoptosi per citometria en condicions en qué no es

poden utilitzar fluorocroms.

e S’incuben 2,5x10° cél'lules en preséncia dels factors corresponents durant el

temps indicat en cada cas.
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e Esrecullen les cél-lules i es renten amb PBS, centrifugant 10 minuts a 480xg.

e Esresuspenen amb PBS abans de ser analitzades.

e Les mostres s’analitzen per citometria de flux mitjangant un citdmetre
FACSCalibur (Becton Dickinson). L’analisi de dades es realitza mitjangant un
software informatic especific, com el programa CellQuest (Becton Dickinson) i
WinMDI (Figura-M4).

Cada condicio de I'experiment es realitza per duplicat i els resultats s’expressen en

forma de mitjana + desviacié estandard.

Control Apoptosi
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FIGURA-M4. Quantificacié de l'apoptosi per canvis al FSC i SSC. Quan una cél-lula entra en apoptosi perd aigua i
disminueix la seva mida alhora que augmenta la seva densitat i complexitat. Aquests canvis es poden mesurar per
citometria de flux de manera que podem distingir la poblacié de limfocits vius dels que estan morint per apoptosi. A la
figura, les cél-lules de LLC-B es van cultivar durant 48 hores amb o sense un inductor d'apoptosi i es van determinar els
canvis de mida (FSC) i complexitat (SSC) cel-lulars per citometria de flux. A la figura es marca la poblacié no apoptotica i

se n’indica el percentatge que representa respecte la poblacio total.

l.4. ANALISI DE POBLACIONS CEL-LULARS PER CITOMETRIA DE FLUX.

La composicié de les fraccions cel-lulars obtingudes durant la separacié de cél-lules
mononucleades s’avalua per citometria de flux, aprofitant I'expressié d’alguns
marcadors cel-lulars especifics de la superficie dels limfocits B i T. Mitjangant el
marcatge amb anexina V conjugada a FITC també sabem la viabilitat de cada una de

les poblacions cel-lulars.
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Fonament de la técnica: Per estudiar la composicié cel-lular d’'una suspensié de

célllules mononucleades s'utilitzen anticossos marcats amb fluorocroms que
reconeixen especificament marcadors poblacionals de membrana. CD3 és un
marcador de membrana propi de limfocits T i CD19 és el marcador propi dels limfocits
B.

Protocol per I'analisi de poblacions cel-lulars per citometria de flux.

e Partim de 5x10° cél-lules mononucleades que es renten amb PBS, centrifugant
10 minuts a 480xg.

e S’incuben les celllules amb 50 ul d’ABB (Taula-M1) i quantitat no limitant
d’anticos anti-CD3 marcat amb al-loficocianina (APC) i d’anticos anti-CD19
marcat amb ficoeritrina (PE), durant 10 minuts a les fosques (es posen 2 ul de
cada anticos).

o S’afegeix 100 ul de tampd ABB amb 1 ug/ml d’anexina V-FITC i s’incuben
durant 15 minuts a les fosques i temperatura ambient.

e Es dilueixen les cél-lules a un volum final de 300-500 pl just abans de ser
analitzades al citometre de flux mitjangant un software informatic especific, com
el programa CellQuest (Becton Dickinson) i WinMDI (Figura-M5).

Per tal que els percentatges poblacionals siguin fiables, cal analitzar un minim de

5.000 ceél-lules de cadascuna de les poblacions d’interés.

10*

CDAG+/CD3- . FIGURA-M5. Poblacions de leucocits. Marcatge de
' les cél-lules monocucleades amb anti-CD19-PE (eix
de les Y) i anti-CD3-APV (eix de les X) i analisi al

citometre de flux. Aquest marcatge ens permet

CDM18 PE

diferenciar en una mateixa mostra i sense separacio
fisica, les cél-lules B (CD19+/CD3-) dels limfocits T
(CD19-/CD3+). En les mostres de LLC-B la poblacio

CD19 és la majoritaria.
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Il. PROTEINA.

I.1. LISI CEL-LULAR i EXTRACCIO DE PROTEINES.

Segons la técnica que vulguem realitzar, ens pot interessar una extraccio total de
proteines mitjangant una lisi desnaturalitzant o bé una extracci6 que permeti
'enriquiment en proteines d’alguna de les fraccions cellulars o que les proteines
conservin les seves activitats caracteristiques. Depenent de la técnica utilitzada el
protocol de lisi és diferent, aixi com també el nimero de cél-lules necessaries per fer-

lo.

[1.1.1. Lisi desnaturalitzant. Extraccio total de proteines.

Aquesta extraccidé proteica permet obtenir el total de proteines cel-lulars de forma
desnaturalitzada i inactiva. Es fonamenta en la preséncia del detergent anionic dodecil
sulfat de sodi (SDS) al tampdé d’extraccid, que interacciona fortament amb les
proteines induint una conformacié cilindrica-globular i eliminant totes les interaccions
hidrofobiques, de manera que es solubilitzen totes les proteines, i a més, actua com

agent desnaturalitzant, eliminant aixi les activitats enzimatiques (Laemmli, U.K., 1970).

Protocol d’extraccio.
e Sha de partir de 3-10x10° céllules per cada una de les condicions
experimentals.
e Es renten les ceéllules per centrifugacié 5-10 minuts a 480xg (depenent del
model cel-lular utilitzat). Es lisen les cél-lules en calent (40-50°C) amb 100yl
(per cada 3x10° céllules) de tampo de lisi total (SB).
e Les ceéllules es resuspenen per agitacié al vortex durant 30-60 segons i es
bullen al bany sec a 95°C durant 10 minuts.
e Per obtenir la lisi completa, fer un pols de centrifuga i tornar a repetir el procés
d’agitacio i de bullir les mostres fins que quedin ben homogeneitzades.
El tampd SB s'utilitza com a tampd de carrega per les electroforesis SDS-PAGE, ja

que les proteines es separen per la seva massa molecular.

[1.1.2. Lisi no desnaturalitzant.

Aquesta extraccio proteica permet obtenir les proteines tal i com es troben en el seu
estat natural, pel que conserven les seves caracteristiques. Per aquest motiu cal

treballar sobre gel i en preséncia d’inhibidors de proteases.
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11.1.2.1.

Extractes totals.

La técnica es fonamenta en la utilitzacié d’'un detergent no ionic (Tritd X-100 al 1%),

que és capag¢ de destruir les membranes bioldgiques sense desnaturalitzar les

proteines, pel qué s’obtenen de manera nativa la majoria de les proteines cel-lulars.

Protocol d’extraccio:

S’ha de partir de 1x10” cél-lules per cada una de les condicions experimentals.
Es renten les cél-lules per centrifugacido 5-10 minuts a 480xg (depenent del
model cel-lular utilitzat). Es lisen amb 200 pl (per cada 1x10" cél-lules) de
tampd de lisi total no desnaturalitzant (tampd RIPA).

Les cél-lules lisades es deixen en gel (a 4°C) durant 15 minuts per provocar la
ruptura de les membranes.

Agitacio (vortex) durant aproximadament 30 segons-1 minut.

Es centrifuga el lisat 15 minuts a 4000xg i en fred per obtenir una solucié de
proteines solubles.

Recuperar el sobrenedant, que conté ['extracte citosplasmatic enriquit

(representa la fraccié citosolica), que es traspassa a un a nou tub eppendorf.

[1.1.2.2. Separacio de citosol i proteines associades a membranes. Extraccid proteica

fraccionada.

En aquest cas ens interessa obtenir les proteines solubles del citosol, i separadament

les associades a membranes o als diferents organuls cel-lulars, pel que es sol fer la lisi

amb el tampod de lisi amb digitonina.

Protocol d’extraccio:
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S’ha de partir de 3x10” cél-lules per cada una de les condicions experimentals.
Es renten les cél-lules per centrifugaciéo 5-10 minuts a 480xg (depenent del
model cel-lular utilitzat). Es lisen a 4°C amb 130 ul de tampd de lisi amb
digitonina (temps de lisi molt breu).

Les cél-lules lisades es centrifuguen a 4000xg a 4°C durant 3 minuts.

El sobrenedant obtingut correspon a la fraccio citosolica i es lisa afegint 40 pl
de SB 4X.

El pellet, que correspon a la fraccié de nuclis i mitocondris, es lisa amb 300 pl
de SB 1X.
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Les mostres obtingudes amb una lisi desnaturalitzant s6n molt estables i es poden
guardar a -20°C, i ser descongelades a temperatura ambient, ja que el SDS precipita
en fred. En canvi, els extractes proteics obtinguts per lisi no desnaturalitzant sén molt
labils, pel que s’han de mantenir a -20 o -80°C i ser descongelats lentament amb gel, i
també evitar les congelacions-descongelacions successives. A la Taula-M1 es

mostren els principals tampons i solucions per la lisi de proteines i per fer citometria.

TAMPO COMPOSICIO

PBS (Tampo fosfat sali) | NaCl 140 mM, KCI 0.27 mM, Na;HPO, 0.81 mM, KH,PO40.18 mM
pH=74

ABB (Tamp6 d’unié HEPES-NaOH 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM
d’anexina)

pH=74

Tampo lisi amb digitonina Tris (pH 6.8 1M) mM, Sucrosa 250 mM, EDTA 1 mM, Pepstatina 1pg/ml,
Leupeptina 1 ug/ml, Aprotinina 1 pg/ml, Benzamidina 1 mM, Digitonina 0.1%
DTT 1 mM, PMSF 0.1 mM

Tampé de lisi RIPA Tris-HCI (pH 7.5) 50 mM, Trité X-100 1%, Ortovanadat sddic 1 mM,
Fluorur sodic 50 mM, EDTA 5 mM, B-Glicerofosfat 40 mM, NaCl 100 mM
PMSF 1 mM, Pepstatina 1 pg/ml, Leupeptina 1 pg/ml, Aprotinina 1 pg/ml,
Benzamidina 1 mM

SB (Tampo de lisi total) Tris-HCI (pH 6.8) 80 mM, SDS 2%, Glicerol 10%, DTT 0.1M

TAULA-M1. Principals tampons i solucions per la lisi de proteines i citometria de flux.

I.2. QUANTIFICACIO DE PROTEINES.

La quantificacié del contingut proteic de les diferents extraccions es realitza mitjangant
el Micro BCA Protein Assay Reagent kit (de Pierce), en plaques de 96 pous i utilitzant
el lector multiplaques a 550 nm. Es basa en una determinacié colorimétrica
quantitativa que utilitza I'acid bicincronic (BCA) per detectar el Cu'* que es forma quan
el Cu?' és reduit per les proteines en un entorn basic. Dues molécules de BCA quelen
una molécula de Cu' i el complex resultant presenta color mesurable, linealment
proporcional a la quantitat de proteina de la mostra. Aquesta quantificacié permet
normalitzar la técnica de Western Blot igualant la quantitat de proteina analitzada per a

cada condicié experimental.
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I.3. ANALISI DE PROTEINES PER WESTERN BLOT.

[1.3.1. Preparacié de les mostres.

Les mostres, quantificades i igualades en quantitat de proteina i volum final, es tracten
en condicions desnaturalitzants i reductores en preséncia del tampé SB-1X, 100 mM
de DTT i blau de bromofenol (indicador del procés d’electroforesi), i s’escalfen a 95°C
durant 10 minuts. La quantitat de proteina i volum final de les mostres pot variar en
funcié de l'experiment. Es carreguen entre 10 i 70 ug de proteina depenent de
'abundancia de la proteina que es vulgui determinar o de I'afinitat que té I'anticos
utilitzat per a detectar-la. El volum final de la mostra depén en gran mesura de com

estiguin de diluits els extractes proteics.

[1.3.2. Electroforesi, transferéncia i incubacié amb I'anticos.

Els gels SDS-PAGE es preparen al percentatge adequat d’acrilamida (proporcio
37,5:1, acrilamida:bisacrilamida, Bio-Rad) en funci6 del pes molecular de la proteina o
proteines que es vulguin separar i analitzar en cada cas (7-20%). Quan menor és el
pes de la proteina objecte d’estudi, major ha de ser el percentatge d’acrilamida
present al gel. La proporcié concentradora del gel es prepara de forma constant al 3%

d’acrilamida.

Protocol d’electroforesi:

e Les mostres s’apliquen als pous generats al gel concentrador i es realitza
I'electroforesi en cubetes adequades i tampé d’electroforesi, per aplicacié de
corrent eléctric (aproximadament 30-40 mA/gel).

e Un cop finalitza I'electroforesi es transfereixen les proteines del gel a
membranes de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA), activades en
metanol i hidratades en aigua. La transferéncia es realitza en cubetes
adequades amb tampod de transferéncia a un amperatge de 400 mA durant 1
hora 30 minuts, i a 4°C per tal d’evitar I'escalfament de les membranes.

e Les membranes es renten en tampo TBS-T i es bloquegen les unions
inespecifiques per tractament de la membrana amb solucié de bloqueig durant
aproximadament 1 hora a temperatura ambient.

e Incubacio de la membrana amb I'anticds primari diluit en tampo TBS-T, durant
2 hores a temperatura ambient o 12-20 hores a 4°C.

e Rentats de la membrana amb tampé TBS-T i incubacid6 amb ['anticos

secundari.
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¢ Rentats de la membrana amb TBS-T i tampé TBS. El secundari esta conjugat a
I'enzim peroxidasa de rave (HRP) i permet detectar les proteines reconegudes
per I'anticos primari mitjangant la solucié de deteccié de quimioluminiescéncia
(ECL, Amersham).

e S’exposa la membrana amb pellicula fotografica durant diferents temps,
segons l'anticos utilitzat i els nivells d’expressié de la proteina d’interés. La

pel-licula es revela per métodes tradicionals (revelador, fixador).

[1.3.3. Deshibridacié de membranes.

Per reutilitzar una membrana després de realitzar Western Blot i detectar altres
proteines cal deshibridar els anticossos units en la primera hibridacié. La membrana
es submergeix en la solucié de deshibridacié (calen condicions desnaturalitzants a la
membrana de PVDF: temperatura (56°C), 2% SDS, pH=6.8 i f-mercaptoetanol), en un
bany a 50-60°C durant 30 minuts i en agitacié. Cal rentar abundantment la membrana

amb TBS-T abans de la seva reutilitzacio.

A la Taula-M2 s’indiquen els principals tampons per a fer el Western blot i a la Taula-

M3 els anticossos utilitzats a la Tesi.
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REACTIUS NECESSARIS PEL WESTERN BLOT

PREPARACIO DELS GELS

Tampo Concentrador (4x)

pH=6.8, 0.5 M Tris, SDS 0.4%

Tampé Separador (4x)

pH=8.8, 1.5 M Tris, 0.4 % SDS

Persulfat amonic 13% en H,O i TEMED

ELECTROFORESI | TRANSFERENCIA

Tampé d’electroforesi (10x)

pH=8.3, 250 mM Tris, 1.92 M Glicina, 1% SDS

Tampé de transferéncia (10x)

pH=8.3, 250 mM Tris, 1.92 M Glicina

Tampo de transferéncia (1x)

pH=8.3, 25 mM Tris, 0.192 M Glicina
metanol: 10% per PM >30 kDa i 20% per PM <30 kDa

IMMUNODETECCIO

TBS (Tris Buffered Saline) 10x

pH=7.4, 200 mM Tris-HCI, 1370 mM NaCl

TBS-T

TBS 1x, 0.1% Tween-20

Solucié de bloqueig

TBS-T, 5% llet en pols
0.05% de NaNj3 per diluir els anticossos primaris.

DESHIBRIDACIO

Tampo de deshibridacio

pH= 6.8, 62.5 mM Tris, 2% SDS
100 mM B-mercaptoetanol .

Taula-M2. Principals tampons per a fer el Western blot.

ANTICOS EPITOP DILUCIO [ ORIGEN* CASA COMERCIAL
Akt-P Ser 473 Fosfo-Ser-473 1:1000 C New England Biolabs
Bcl-2 Aa. 41-54 1:1000 R Dako
BIM Aa. 22-40 1:1000 C BD Pharmingen
caspasa-9 Entorn aa. 330 1:500 C New England Biolabs
caspasa-3 Aa.1-219 1:1000 R Transduction Laboratories
elF2a - C Santa Cruz
elF2a-P Fosfo-Ser-51 C Cell Signaling
1d1 Cc Santa Cruz
MAPK-P Entorn 1:2000 R New England Biolabs
(Thr202/Tyr204) Thr202/Tyr204
Mcl-1 Domini intern 1:1000 C Santa Cruz
p21 Extrem C-terminal 1:100 C Santa Cruz
PARP Proteina completa 1:1000 C Boehringer Mannheim
o-tubulina 1:500 R Molecular Probes
XIAP Aa. 268-426 1:250 R BD Transduction

TAULA-M3. Anticossos primaris utilitzats per a Western Blot (C = conill; R = ratoli).
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I.4. ASSAIG D’'INCORPORACIO DE LEUCINA TRITIADA PER QUANTIFICAR LA

TAXA DE SINTESI PROTEICA.

Per cada una de les condicions d’estudi, s’incuben 2x10° cél-lules Jurkat (o les

céllules d’estudi) en medi RPMI que conté leucina tritiada ([*H]-leucine, 42.5 Ci/mol)

en la preséncia o abséncia d’aspirina (10 mM), o la droga assajada, durant el temps

d’interés per I'estudi temporal de I'efecte de la droga en els nivells de sintesi proteica;

es segueix el seguent protocol:

Les cél-lules es recullen a diferents temps per centrifugacio i sén rentades amb
PBS amb leucina freda (0.5 mg/ml).

Les cél-lules son lisades amb el tampd IGEPAL (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 10
mM acetat de potassi, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM
benzamida, i 0.25% Igepal).

Es centrifuguen a 12.000xg durant 30 minuts a 4°C. Es separa i guarda el
sobrenedant.

Una aliquota del sobrenedant sera utilitzada per mesurar la quantitat de
proteina total. La resta de la mostra sera precipitada amb TCA (concentracio
final 10%).

Després de centrifugar les mostres (12.000xg durant 30 minuts a 4°C) es recull
el sobrenedant (fraccio soluble).

El pellet es resuspen en 100 ul de NaOH 0.2 M (fraccio TCA).

Un cop separades les dues fraccions es determina la quantitat de leucina
tritiada que conté cada una de les fraccions de cada punt; s’afegeix liquid de
centelleig (Biogree 103) a la fraccié soluble i a la fraccié de TCA, i es compten
les cpm (comptes per minut) en un comptador de liquid de centelleig (Wallac
1409).

Els resultats s’expressen com a [cpm fraccio TCA / (cpm fraccié soluble X mg

proteina)].
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MISSATGER.

1. OBTENCIO DE L’RNA MISSATGER TOTAL D’UNA MOSTRA.

Per obtenir 'RNA missatger total d’'una mostra, cal partir d'un nombre elevat de
céllules, entre 8-14x10° cél-lules si es treballa amb Jurkat o entre 14-16x10° céllules
si son mostres de pacients de LLC-B. Sempre que vulguem aillar 'RNA d’'una mostra,
cal treballar amb material autoclavat lliure de RNases i en fred (s’acostuma a treballar
sobre gel). Per a fer aquest procediment, utilitzem el reactiu Ultraspec (de Biotecx),
d’acord amb el protocol del fabricant.

En el lisat de les cél-lules, si estem treballant amb cél-lules de LLC-B, cal fer passar
I'extracte a través d’'una xeringa amb agulla de 20G varies vegades. L’'RNA final, es
resuspen en la quantitat adequada d’aigua DEPC, ressuspenent-lo a 65°C, i amb ajut

de la pipeta. Les mostren d’'RNA total es quantifiquen per espectofotometria.

Il.2. ANALISI DELS NIVELLS DE MISSATGER PER NORTHERN BLOT.

Un cop obtingut I'RNA total (mitjangant el protocol del reactiu Ultraspec préviament
explicat), es segueix el segient protocol:
e Per cada condicié d’estudi es carreguen de 15 a 30 ug d’'RNA total, que és

desnaturalitzat amb el tampd de mostra (3 volums respecte el volum d’'RNA) i

escalfant a 65°C durant 10 minuts. Després es deixen les mostres 5 minuts en

gel. Afegir el tampd de carrega.

o Electroforesi en gels d’agarosa al 2% amb formaldehid.

e Un cop el gel ha corregut el desitjat per tal que es separin bé els missatgers
d’estudi, 'RNA és transferit a membranes de nil6 (Hybond-N*, Amersham)
durant tota la nit, amb tampd SSC-10X.

¢ L’RNA, un cop transferit s’ha de fixar 2 hores a 80°C.

e (Cal fer una preincubacié de la membrana, de 2 a 6 hores a 42°C, amb una

solucié de prehibridaciéo que contingui 100ug/ml d’esperma de salmé o algun

altre DNA en excés per tal de bloquejar els llocs de la membrana on no s’hi ha
unit cap missatger, per evitar les unions inespecifiques de la sonda.

e Per a fer la hibridacié amb la sonda especifica del gen (que es pot obtenir per
purificacié a partir d’'una amplificacié per PCR o bé per digestié d’'un insert del

gen clonat en un plasmid) marcada radioactivament, primer cal marcar la
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sonda. Les sondes es marquen amb fosfor-32 (*-P) mitjangant el kit comercial
de ramdom-primer Rediprime Il — Random Prime Labelling System (Amersham
Biosciences) d’acord amb el protocol del fabricant, utilitzant [o->2-P]dCTP
(3000 Ci/mmol). Quantificacié del marcatge amb un comptador de cpm. La
quantitat de sonda marcada utilitzada depén de cada sonda i del nivell
d’expressio del gen d’estudi.

e La hibridacié de les membranes amb la sonda marcada radioactivament es fa

a 42°C (igual que la prehibridacié) durant tota la nit (en solucié d’hibridacio).

e Un cop feta la hibridacié de la sonda cal rentar la membrana amb SSC 0.1% i
SDS 0.1% a la temperatura de 50-60°C (el percentatge d’aquestes sals i la
temperatura de rentat poden variar, depenent de l'astringéncia a la qué
vulguem rentar les membranes, que depén del percentatge d’homologia de les
sondes i de si sébn homologues o heterdlogues). Es fan diversos rentats.

e S’exposen les membranes marcades radioactivament amb pel-licules
fotografiques a -80°C durant periodes més o menys llargs de temps, o amb
pantalles de phosphoimager, segons les condicions del Northern i el nivell de
marcatge. La visualitzacié del senyal es fa mitjangcant un revelat fotografic

convencional o al phosphoimager respectivament.

Per a missatgers de mida gran, com XIAP, cal fer un tractament alcali (NaOH 0.05 M,
NaCl 1.5 M durant 15 minuts) al gel d’agarosa, seguit d’'un tractament de neutralitzacio
(Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, NaCl 1.5 M) i rentats, abans de realitzar la transferéncia a la
membrana de nild, per tal d’afavorir la transferéncia d’aquests missatgers de mida

gran.

A la Taula-M4 s’indiquen els principals tampons per a fer el Northern blot.
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l.3.

Abans de poder fer la tecnica de la PCR quantitativa de temps real, cal obtenir el

cDNA de les mostres d’estudi, mitjangcant la retrotranscripcié de I'RNA total. S'utilitza

el

Biosciences) i es segueix el protocol del fabricant. La retrotranscripciéo es fa amb

random hexamers (Applied Biosystems), per tal d’amplificar tots els missatgers de les

REACTIUS NECESSARIS PEL NORTHERN BLOT

PREPARACIO DELS GELS | ELECTROFORESI

Agarosa, Formamida desionitzada

MOPS (10x)

pH=7.4, 0.2 M MOPS, 50 mM Acetat sodic, 5 mM EDTA

Tampo6 mostra RNA

6% formaldehid, 50% formamida desionitzada,
20 pg/ml bromur d’etidi

Tampé de carrega (10x)

50% glicerol, 0.4% blau bromofenol, 0.4% xilé cianol

Gel d’agarosa

Gels al 2%: 2.2g agarosa, 40 ml MOPS-10x, 144 ml aigua,
36 ml formaldehid

Tampo electroforesi

MOPS-1x amb aigua-DEPC (o autoclavada)

TRANSFERENCIA

SSC (20x)

pH=7.4, 3 M NaCl, 0.3 M Citrat sodic

Transferencia

Protocol convencional (per capilaritat del tampd)

Tampo transferéncia

SSC-10x

PREHIBRIDACIO | HIBRIDACIO

Solucié prehibridacié

5 ml formamida, 3 ml SSC-20x, 1 ml Denhart-50x, 500 ul SDS-
10x, 200 pl esperma de salmo (preparat a 10 mg/ml)

Solucié hibridacié

Igual que la solucié de prehibridacio (es pot afegir 1 g sulfat de
dextra per cada 10 ml solucid), perd amb la sonda marcada

RENTATS

Solucié rentats

0.1 % SDS, 0.1% SSC (variable segons astringéncia rentats)

kit comercial

Taula-M4. Principals tampons per a fer el Northern blot.

OBTENCIO DE cDNA PER RT-PCR.

de Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads (Amersham

mostres d’estudi. La reacci6 es fa a 37°C durant 2 hores.
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Il.4. ANALISI DELS NIVELLS DE MISSATGER PER_PCR QUANTITATIVA.

El cDNA obtingut de les mostres a estudiar (una aliquota de la retrotranscripcié feta,
segons la quantitat d’RNA de la qué hem partit), s’utilitza com a motlle per amplificar-
se mitjangant la PCR-quantitativa. Per detectar la modulaci6 de cada missatger
d’estudi es fan servir els kits predissenyats Assay on Demand Gene Expression (PE
Applied Biosystems) especifics per cada un d’ells. Aquests kits contenen primers i
sondes fluorescents especifiques Tagman que permeten la monitoritzacié de la PCR.
Les dades es processen amb l'aparell ABI Prism 7700 Sequence Detection system
(PE Applied Biosystems) i el software Sequence Detector Software (SDS version 1.9;
Applied Biosystems) que es troben als Serveis Cientificotéecnics de la Facultat de

Medicina-Odontologia del Campus de Bellvitge de la Universitat de Barcelona.

IV. DNA

IV.1. EXTRACCIO DEL DNA GENOMIC.

L’extraccid6 del DNA gendmic es fa mitjangant el kit comercial High Pure PCR

Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Alemanya), seguint les instruccions del

fabricant. El teixit de partida és diferent en cada cas:

IV.1.1. DNA gendmic de limfocits.

Per I'analisi de la preséncia de les insercions en els malalts de LLC-B o dels individus
sans, partim o bé de sang total (en la minoria del casos) o bé de les ceél-lules
mononucleades separades mitjangant un gradient de Ficoll. En les mostres en qué
fem I'extraccioé després d’haver fet un gradient de Ficoll podem assegurar que ho fem
a partir d’'una poblacié molt majoritaria de limfocits B, tot i que també hi ha limfocits T i
monocits. En les mostres on partim de sang total, I'extraccié del DNA és a partir de les
diferents poblacions cel-lulars presents a la sang. EI DNA és resuspés amb aigua

autoclavada i es guarda a 4°C.

IV.1.2. DNA gendmic de cél-lules de I'epiteli bucal d’individus sans control.

Es fa un raspat de les cél-lules epitelials de les parets de la cavitat bucal amb un
escuradents. Les cél-lules es resuspenen en 200 ul de PBS i es realitza I'extraccié de
DNA amb el Kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics,

Alemanya). EI DNA és resuspés amb aigua autoclavada i es guarda a 4°C.
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IV.2. AMPLIFICACIO DE LA ZONA ON HI HA LES INSERCIONS PER PCR.

Es van dissenyar uns primers de PCR que amplifiquen una zona de 99 parells de
bases on hi ha el lloc d’insercié6 al promotor d’mcl-1 dels fragments de 6 o 18
nucleodtids. Els primers dissenyats van ser: primerF. 5’-gcactcagagcctccgaaga-3’, i
primerR: 5’-gcgcacggcacctaccagct-3’. La reaccié de PCR es fa en un volum de 50 pl
en condicions estandard amb un cicle d’amplificacié de 35 cicles (desnaturalitzacio a
94°C durant 30 segons, anellament dels primers a 58°C durant 1 minut i extensi6 a
72°C durant 30 segons), i una extensio final a 72°C durant 10 minuts, en un

termociclador Perkin Elmer.

Els productes de PCR, 15 ul de la reaccid, es visualitzen per electroforesi en gels
d’acrilamida-bisacrilamida (19:1) al 10%, tenyits posteriorment amb bromur d’etidi i
visualitzat en un transiluminador de llum ultraviolada. En els casos on no hi ha insercio
s’amplifica una banda de 99 parells de bases, i en els casos on hi ha insercio, es
visualitzen bandes de 105 i/o 117 parells de bases, que es corresponen a les

insercions de 6 i 18 nucleodtids respectivament.

IV.3. SEQUENCIACIO DE LES BANDES AMPLIFICADES PER PCR.

Les bandes amplificades per PCR sén confirmades per sequenciacié. Cada una de les
bandes que es vol sequenciar es retalla del gel d’acrilamida-bisacrilamida, es posa
sobre un tros de paper Watmann, i es deshidrata a 80°C durant 1 hora en un
assecador de gels. EI DNA present en les bandes és eluit en 120 ul de TE a 37°C
durant 1 hora. Es realitza una amplificacié del fragment per PCR amb els mateixos
primers i en les mateixes condicions d’amplificacié. Els fragments amplificats es
sotmeten a electroforesi en gels d’agarosa al 2%, que sén tenyits amb bromur d’etidi i
visualitzats amb un transiluminador de llum ultraviolada. Les bandes amplificades sén
retallades i purificades amb el Kit Q/Aquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Posteriorment
es confirmen els resultats mitjangant la reaccié de seqiéncia de cada una de les

bandes amplificades.
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V. TRANSFECCIO DE CEL-LULES JURKAT.

V.1. OBTENCIO DELS PLASMIDS.

Durant el desenvolupament de la Tesi, s’han utilitzat diferents plasmids, tant
d’expressio de proteines, com és el cas dels plasmids utilitzats per normalitzar la
quantitat de cél-lules transfectades, com plasmids que portaven diferents promotors
dels gens d’estudi davant del gen reporter de la luciferasa. Alguns d’aquests plasmids
han estat sintetitzats al nostre laboratori, mentre que d’altres han estat cedits per

diferents grups amb els qué hem col-laborat (Taula-M5).

L’obtencid de grans quantitats de plasmid es fa mitjancant la transformacié de
bactéries competents (E. coli de la soca DH5a) per la técnica del xoc térmic (seguint
el protocol de Manniatis). La purificacié dels plasmids es realitza amb kits comercials
de Maxiprep, seguint les instruccions dels diferents fabricants. La quantificacié de les
concentracions i la puresa a la qué es troben les diferents construccions es realitza

mesurant I'absorvancia a 260 nm per espectrofotometria, i el posterior analisi en gels

d’agarosa al 1%.

Plasmid Construccioé

pACC Conté el promotor de I'Acetil CoA carboxilasa.

pBcl-2g Conté els dos promotors del gen bcl-2 davant del gen de la luciferasa.

pBcl-2p Conté només un promotor del gen bcl-2 davant del gen de la luciferasa.

pBcl-X Conté el promotor del gen bcl-X davant del gen de la luciferasa.

pCMV Promotor constitutiu del citomegalovirus davant del gen de la luciferasa.

pcDNA3 Vector d’expressié buit.

pEGFPN-1 Vector d’expressio per la Green Fluorescent Protein, sota el promotor constitutiu del citomegalovirus.
pFAS Conté el promotor de la sintetasa d’acids grassos davant del gen de la luciferasa.

pGL2-Basic | Vector que permet clonar diferents promotors dels gens d’interés davant del gen de la Luciferasa.
pMcl-1 Promotor del gen mcl-1 davant del gen de la Luciferasa.

XIAP Vector que porta la regio 5-UTR d’XIAP (des de -3999 a -5) davant del gen de la luciferasa.

TAULA-M5. Principals construccions utilitzades en les transfeccions.
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V.2. ASSAIG DE TRANSFECCIO.

Per tal de sobreexpressar transitoriament les proteines d’interés, o bé les proteines

reporters sota control dels promotors d’estudi en les cél-lules Jurkat, es transfecten les

cél-lules mitjangant la técnica d’electroporacio:

152

Per cada condicid d’electroporacid calen 10x10° cél-lules Jurkat en fase
logaritmica de creixement.

Les cél-lules es renten amb RPMI i es resuspenen amb 650 pl de medi complet
sense antibiotics.

Afegir els plasmids a la suspensiéo de cél-lules: 2 pg del plasmid reporter
(PEGFPN-1) i 8-10 ug del plasmid d’interés (o pGL2-Basic com a control).
Totes les electroporacions cal fer-les amb igual quantitat de plasmid.
Electroporacié amb cubetes de 0,4 cm de pas, a un voltatge de 250 V i una
capacitancia de 975 uF, utilitzant un electroporador Electro Cell Manipulator
600 (BTX Inc).

Després de la descarrega de I'electroporador, les cél-lules es dilueixen
rapidament en medi de cultiu complet i es deixen a 'incubador.

Passades 24 hores, les cél-lules electroporades es poden sotmetre als
diferents tractaments.

Recollida de les cél-lules per obtenir els extractes proteics i analitzar els nivells
d’expressio d’activitat luciferasa en un lumindometre. Cal agafar una aliquota per
analitzar els nivells d’expressio del plasmid reporter pEGFPN-1 per citometria
de flux, per saber el tant per cert de cél-lules electroporades, i una aliquota per
quantificar la quantitat de proteina total de cada una de les mostres. Els
resultats del lumindmetre s’expressen en funcid del percentatge de cél-lules

electroporades i dels nivells proteics de cada mostra.
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VI. APENDIX. PRINCIPALS REACTIUS i DROGUES UTILITZATS.

A la Taula-M6 s’indiquen els principals reactius utilitzats i la casa comercial.

PRODUCTE PROVEIDOR PRODUCTE PROVEIDOR
Actinomicina D SIGMA Ficoll/Hypaque Seromed
anexina V-FITC Bender Medsystems | IL-4 R&D Systems
anti-CD19-PE Becton Dickinson lodur de propidi SIGMA
anti-CD3-APC Becton Dickinson lonomicina Calbiochem
Aspirina SIGMA LLNL SIGMA
Bisl Calbiochem LY294002 Calbiochem
Cicloheximida SIGMA MG132 SIGMA
Dexametasona Merck RPMI 1640 Biological Industries
DMSO SIGMA TPA SIGMA
Estaurosporina SIGMA uo126 Calbiochem
FBS (sérum) Gibco BRL Z-VVAD.fmk Bachem

TAULA-M6. Principals reactius comercials i proveidors.

L’aspirina es prepara en forma de solucié a 100 mg/ml en etanol 96%. Cal neutralitzar

la solucio fins a pH de 7 amb NaOH 4 M (per cada 100 mg d’aspirina, cal afegir

aproximadament 840 ul d’etanol 96% i 160 ul de NaOH 4 M, i cal comprovar sempre

que el pH final és de 7). Es pot guardar a 4°C tapada de la llum, on és estable durant

una setmana.
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ABREVIACIONS

ABREVIACIONS

ABB: d’Annexin Binding-buffer (tampd d’unié d’anexina)

AlF: d'Apoptosis-Inducing Eactor

Anexina V-FITC: anexina conjugada amb isotiocianat de fluoresceina
Anexina V-PE: anexina conjugada amb ficoeritrina

ANT: d’Adenine Ncleotide Tanslocator (translocador de nucledtids d’adenina)
Apaf-1: d’Apoptotic protease activating factor-1

ASA: aspirina (acid acetilsalicilic)

ATM: d’ataxia telangiectasia mutada

BH: de Bcl-2 homology

BIR: de Baculoviral IAP repeat

BIRPs: de BIR-contaning proteins

BIM: de Bcl-2 Interacting Mediator of Cell Death

Bisl: bisindolylmaleimide | (inhibidor de la PKC)

BMP. de Bone morphogenic protein

CAD: de caspase-activated DNAase

CARD: de caspase recruitment domain (dominis de reclutament de caspases)
CASPASES: de cysteine-aspartate-proteases

Cdks: de Cyclin-dependent kinases

Ced: de Cell death proteins (genes)

COX: ciclooxigenasa

CRE: de cAMP-responsive element

DAG: diacilglicerol

DD: de Death domain (dominis de mort)

DEDs: de Death effector domain (dominis efectors de la mort)

Dexa: Dexametasona (és un glucocorticoid)

Diablo: de Direct IAP binding protein with low pl

DISC: de Death-inducing signaling complex

DMSO: dimetilsulfoxid

ECCC: de European Collection of Cell Cultures

EGF: de Epidermal growth factor

ERK 1/2 : de Extracellular signal-requlated kinase, p42/p44

FAD: de Flavine adenine dinucleotide

FADD: de Fas-associated death domain (també anomenat MORT-1)
FAK: de Focal adhesion kinase

FBS: de Foetal bovine serum (serum fetal bovi)

FLICE: de FADD-like ICE

FLIP: de FLICE inhibitory protein

GFP: de Green Fluorescent Protein

GM-CSF: de Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GSK: de serum and glucocorticoid-induced kinases

h: hores

HtrA2 / Omi: de proteina HtrA induible per “heat-shock” d’Escherichia coli
IAP: de Inhibitor of apoptosis proteins (proteines inhibidores de I'apoptosi)
ICAD: de Inhibitor of caspase-activated DNase

ICE: de IL-1p converting enzime

IFN: interferd

IKK: de Inhibitor of kB (I-xB) Kinase complex

IL: interleucina

IP: iodur de propidi

IRES: de Internal ribosome entry site

Jak: de Janus Kinase

JNK: de c-Jun N-terminal Kinase

Kb: de kilobases

LLC-B: leucémia limfatica cronica de cél-lules B

LPS: lipopolisacarid

LY: LY294002 (inhibidor selectiu de la PI3K)
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M: molar

MAPK: de Mitogen-activated protein kinase

Mcl-1: de Myeloid cell leukaemia-1

MEKK1: de MAP/ERK kinase kinase-1

min: minuts

mM: miliMolar

NAIP: de Neural apoptosis inhibitory protein

NF-«xB: de Nuclear factor kB

NOD: de nucleotide-binding oligomerization domain

AINEs: drogues antiinflamatories no esteroidals (de I'anglés NSAIDs)
PAK2: de p21-activated kinase 2

PARP: de Poly(ADP)ribose polymerase

Pb: parells de bases

PCBP: de poly(C) binding protein

PCNA: de proliferating cell nuclear antigen

PCR: de Polymerase Chain Reaction (reacci6 en cadena de la polimerasa)
PDE: de phosphodiesterase

PIP5: fosfatidil inositol trifosfat

PI3K: de phosphatidylinositol-3 kinase

PKA: proteina quinasa A (de c-AMP-dependent protein kinase)
PKB/Akt: proteina quinasa B

PKC. proteina quinasa C

PKG: proteina quinasa G (de cGMP-dependent protein gquinase)
PTB: de polypyrimidine tract binding protein

p70°% : de p70 S6-kinase

RNAI: de RNA interference (RNA d’interferencia
Rapa: de rapamicina (inhibidor especific de p70
RE: reticle endoplamatic

RZFs: de RING zing-fingers

RIP: de Receptor-Interacting Protein
ROS: de Reactive Oxygen Species (espécies reactives de I'oxigen)
RT-PCR: assaig de retrotranscripcio-PCR

SDF-1: de Stromal cell-derived factor-1

SDS: dodecil sulfat sodic

Ser: residu de serina

Smac: de Second Mitochondria-derived Activator of Caspase

Ssp: estaurosporina

STAT: de Signal transducer and activator of transcription

TAK1: de Transforming growth factor-beta-activated kinase 1

Taq Pol: polimerasa de Thermus aquaticus

TBE: tampd Tris-Borat-EDTA

TBST: tamp6 Tris-sali amb Tween-20

TCR: de T-cell receptor

TNF: de Tumor Necrosis Factor

TNFR: receptor de TNF

TPA: forbol 12-miristat 13-acetat (e€ster de forbol, també es diu PMA)
TRADD: TNFR1-associated death domain

TRAF: de TNFR-associated factor

TRAIL: de TNF-related apoptosis-inducing ligand

UV: ultraviolada

V: volts

VDAC: Voltage-dependent anion channel (o porina)

XAF1: d' XIAP Associated Factor 1

Z-VAD.fmk: benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona (inhibidor caspases)
uF: microFaradis (capacitancia)

pM: microMolar

ug: micrograms

5°-UTR: de Untranslated region (regi6é 5’-no traduida del gen)

zﬁK)
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