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DETERMINACIÓ DE LA REGIÓ PROMOTORA D’XIAP. 
 
1. OBJECTIUS DE L’ESTUDI. 
 
 1.1. Antecedents.  
 
La proteïna XIAP (amb número d’accés al GeneBank U45880) és el membre més 

representatiu de la família de les IAPs, i el que té un major poder d’inhibició de les 

caspases. La proteïna XIAP consta de 3 dominis BIR i un domini de dits de zinc RING. 

Tot i la similitud de la seqüència dels dominis BIR d’XIAP, cada un d’ells mostra 

diferents afinitats, en termes d’unió i inhibició, per les caspases. S'ha vist que XIAP pot 

ser processada per caspases actives in vitro en cèl·lules estimulades amb Fas, 

generant-se dos fragments [BIR1-2] i [BIR3-RING], específics per la unió i inhibició de 

les caspases-3 i 7, i caspasa-9 respectivament (Deveraux et al., 1999). El domini RING 

d’XIAP posseeix activitat E3-ubiqüitina lligasa i sembla ser responsable de la seva 

autodegradació via proteasoma, en resposta a certs estímuls apoptòtics. El domini 

RING d’XIAP també pot mediar la interacció amb el receptor-1A de la proteïna 

morfogenètica òssia (BMP), mentre que el domini BIR pot reclutar els complexes 

TAB1/TAK1 al receptor. La proteïna XIAP pot activar el factor NF-κB a través de 

l'activació de TAK1 (Hofer et al., 2000). 

 

El missatger d’xiap s'expressa a la majoria de teixits a nivells bastant constants, 

suggerint que la regulació de la síntesi de la proteïna ha d’ésser important. En la 

caracterització de l’estructura genòmica primària i funcional d’XIAP, s’ha descrit que 

l'expressió de la proteïna està controlada específicament a nivell traduccional per un  

element IRES (de internal ribosome-entry-site), que es troba a la regió 5’-no traduïda 

(5’- UTR, de untranslated region). La regió 5’-UTR d’XIAP és inusualment llarga, de 5,5 

kb (kilobases) pel trànscrit murí i de més de 1,6 kb per l'humà, tot i que aquesta regió 

del trànscrit humà no està ben definida (Holcik et al.1999).   
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1.2. Objectius plantejats. 
 

Ens vam plantejar la caracterització del promotor del gen xiap i l'estudi de la regulació 

transcripcional i traduccional d’aquest, ja que en el moment d’iniciar aquest treball no 

estaven caracteritzats. Per les limitacions que presenten les cèl·lules de LLC-B per la 

realització d’estudis moleculars, vàrem fer l’estudi a la línia cel·lular Jurkat que, com 

s’ha comentat anteriorment, presenta molts avantatges per la realització d’estudis 

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

 

Objectius plantejats:  

• Obtenció d’un clon genòmic que contingués la regió 5’-UTR d’XIAP i clonatge 

d’aquesta regió al plàsmid pGL2-Basic. 

• Determinació de l'inici de transcripció del gen, principals caixes de control del 

promotor, principals factors de transcripció que modulen la seva expressió, i 

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

 

 

2. RESULTATS DE L’ESTUDI I DISCUSSIÓ. 
 
2.1. Clonatge de la regió promotora d’XIAP al plàsmid pGL2-Basic. 
 
El primer que es va fer, va ser aconseguir un clon genòmic que contingués la regió del 

cromosoma on es troba el gen xiap i la seva regió promotora. Mitjançant les 

genoteques disponibles en aquell moment, vam triar un clon genòmic, RPC11 

("dJ"315G1 de la col·lecció The Sanger Centre), que contenia una amplia regió del 

cromosoma X on es trobava el gen (Xq24-25) empaquetada en un PAC. Es van 

dissenyar dos primers de PCR per amplificar la regió de les 4 kilobases anteriors a 

l’inici de traducció descrit a la bibliografia, i en el que suposàvem que es trobaria l'inici 

de transcripció. Els primers dissenyats van ser:  

primer-F:   5'-CGGAGCTCGTTGAATGATGGTTTTATCTAA-3',  que porta la diana SacI.  

primer-R:   5'-CGAAGCTTTCTTGAAAATAGGACTTGTCCA-3',  que porta la diana HindIII. 

 

A cada un dels primers se’ls hi va posar una seqüència per un enzim de restricció 

diferent, per poder fer un clonatge direccional al plàsmid 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 regió que va des de -3999 a -5 nucleòtids 

respecte el codó d’inici de traducció descrit a la bibliografia.  
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La regió amplificada es va clonar al plàsmid pGL2-Basic. La construcció obtinguda la 

vam anomenar [pX-4000], i va ser confirmada per seqüenciació (Figura-A1). Un cop 

obtinguda aquesta construcció de 4 kilobases, on la regió 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 transfecció en cèl·lules 

Jurkat. La construcció [pX-4000] presentava una clara activitat luciferasa basal, mentre 

que la transfecció de les cèl·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. Anàlisi de la regió promotora d’XIAP (I). 
 
2.2.1. Obtenció de diferents construccions de la regió 5’-UTR d’XIAP. 
 

Amb l’objectiu de determinar la localització del promotor d’xiap, es van fer una sèrie de 

delecions progressives a partir de l’extrem 5' de la construcció original [pX-4000]. Es 

van obtenir 3 noves construccions, que porten els fragments de la regió 5’-UTR que 

van des del nucleòtid -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 l’origen de traducció del 

gen (Figura-A1). També es va fer una deleció de l’extrem 3' de la regió 5’-UTR d’XIAP, 

on es va treure la zona que va des del nucleòtid -134 al -5, mantenint la resta de la 

construcció original, des del nucleòtid -3999 al -135, que anomenem [pX-4000-del134] 

(Figura-A1); en aquesta construcció es va eliminar la regió corresponent a l’element 

IRES descrit. Les diferents contruccions van ser confirmades per seqüenciació. A la 

Figura-A1 es poden veure les diferents construccions obtingudes al llarg de tot l’estudi.  
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FIGURA-A1. Esquema de les diferents construccions obtingudes de la regió 5’-UTR d’XIAP. Segments de DNA que 
corresponen a les regions indicades de la zona 5'-UTR del gen xiap humà inserides en la regió de clonatge del plàsmid 
pGL2-Basic, que té com a reporter el gen de la luciferasa. La regió de 134 parells de bases en vermell indica la zona 
delecionada de la construcció [pX-4000-del134], que correspon a la zona on es troba descrit l’element IRES. Les altres 
construccions amb diferents delecions de la part 5' de la construcció gran original, [pX-4000], es van fer  mitjançant 
digestió amb enzims de restricció i relligament de les construccions una vegada eliminats els fragments desitjats. Les 
construccions obtingudes són [px-2434], pX-2067], [pX-735], [pX-400], [pX-160] i [pX-65]. El número 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 regió 5’-UTR: [pX-4000-del134], [pX4000-delTATA], [pX-735-delTATA], una 
construcció de la part més 5’ de la regió d’estudi, [pX-4000/-2500], i una altre que porta la mateixa zona invertida, [pX-
2500/-4000]. També es va realitzar una construcció que porta el fragment més petit, el dels 65 parells de bases més 3’, 
on es va mutar una regió 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 posició -5 pb respecte l’inici de traducció 
descrit. 
 

 

2.2.2. Efecte de diferents drogues sobre el promotor d’XIAP. 
 
Una vegada obtingudes aquestes noves construccions de la regió 5’-UTR d’XIAP, es 

van transfectar cèl·lules Jurkat per estudiar l'efecte de diferents drogues. Es van 

transfectar les cèl·lules amb dues de les construccions del promotor d’XIAP, la més 

gran, [pX-4000], i la que té delecionada la part més pròxima a l’inici de traducció, [pX-

4000-del134]. A les 24 hores d’haver fet la transfecció (temps necessari perquè 

s’expressi la luciferasa), les cèl·lules Jurkat van ser tractades amb TPA-100 nM , amb 

ionomicina-1 µM (un ionòfor de calci), o la combinació de les dues drogues, a 6 hores 

de tractament. Com es pot veure a la Figura-A2, el tractament amb TPA feia 

incrementar molt l'activitat luciferasa de la construcció [pX-4000], mentre el tractament 

amb ionomicina pràcticament no feia augmentar l'activitat d'aquesta. El tractament 

combinat de les 2 drogues no tenia un efecte additiu. La construcció [pX-4000-del134] 

no presentava activitat luciferasa, ni basal ni induïda per cap de les dues drogues 

(Figura-A2). Les altres construccions, [pX-2434], [pX-2067] i [pX-735], presentaven el 

mateix comportament que la construcció [pX-4000] enfront a aquestes drogues. 
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FIGURA-A2. Les cèl·lules Jurkat van ser transfectades amb 2 µg de plàsmid reporter amb GFP (pEGFP-C1) i amb 10 
µg de les diferents construccions amb el gen reporter de la luciferasa:  [pGL2-Basic] (com a control de l'activitat residual 
del plàsmid), [pX-4000-del134] i [pX-4000]. Després de 24 hores, les cèl·lules es van incubar  amb TPA-100 nM, 
ionomicina-1µM o la combinació de les dues drogues, durant 6 hores de tractament. El control eren cèl·lules 
transfectades que no van ser tractades. Al finalitzar el tractament les cèl·lules van ser recollides al mateix moment per 
la determinació de la viabilitat cel·lular i el percentatge de transfecció per citometria. Les cèl·lules van ser lisades per 
realitzar l'assaig luminomètric per avaluar l’activitat luciferasa. Els resultats presentats són la mitja de dues 
transfeccions independents. 
 

 

2.2.3. Conclusions. 
 

Dels resultats presentats en podem extreure algunes conclusions: (i) En la regió 

clonada hi ha present un promotor, ja que les construccions es transcriuen. (ii) La regió 

més pròxima a l’inici de traducció, des de -134 a -5 pb, on està descrit l’element IRES, 

és una regió necessària per la transcripció i/o traducció del gen.  

 

 

2.2.4. Dades bibliogràfiques. 
 

Mentre estàvem realitzant aquests experiments preliminars i analitzant els resultats, el 

grup del Dr. R. Korneluk va publicar diferents articles on s’anava caracteritzant 

l’element IRES de la regió 5’-UTR d’XIAP (Holcik et al., 1999). El gen xiap no es regula 

per una traducció “convencional” CAP-dependent, sinó que es traduiria de manera 

CAP-independent gràcies a l’element IRES, com ja s’ha comentat a l’apartat de 

Resultats i Discussió a l’estudi de la regulació d’Mcl-1 durant l’apoptosi a les cèl·lules 

Jurkat i en la Introducció de la Tesi. S’ha descrit que aquesta regió 5’-UTR forma 

estructures secundàries complexes i conté nombrosos inicis de traducció potencials 

anteriors a l'autèntic codó d'inici. Una regió 5’-UTR tan llarga és d'esperar que sigui un 

obstacle significatiu per una traducció eficient mitjançant un scanning ribosomal 
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convencional. Als treballs publicats per aquest grup s’utilitzaven construccions amb 

diferents delecions o alteracions de la regió 5'-UTR del gen xiap humà. Es va 

determinar que la zona que retenia completament tota l'activitat IRES era el segment 

que va des del nucleòtid -162 al -1 respecte al codó d'inici de traducció. Quan la 

seqüència IRES es posava en sentit oposat o era mutada, l’expressió de la proteïna 

reporter es reduïa substancialment, indicant que la traducció d’XIAP podria ser 

completament dependent de la seqüència IRES. També es va descriure una 

seqüència PPT (de polypyrimidine tract) localitzada 34 nucleòtids abans del codó 

d'inici de traducció. La seqüència 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 

traducció eficient del gen sota condicions d’estrès fisiològic, i incrementa la protecció 

cel·lular enfront a l’apoptosi induïda per diferents estímuls. Van determinar l’existència 

d'un complex proteic, d’almenys 4 proteïnes citosòliques, que s'unien a la seqüència 

IRES. Els resultats de la bibliografia mostraven un paper important de la proteïna La 

(Holcik et al., 2000), possiblement facilitant el reclutament dels ribosomes, i de les 

ribonucleoproteïnes nuclears C1 i C2 (Holcik et al., 2003) en la regulació de la 

traducció d’XIAP. Es va descartar la interacció en aquesta regió de dues proteïnes 

d’unió 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, mitjançant experiments amb construccions bicistròniques promoterless 

(sense promotor constitutiu),  van descartar l’existència de possibles promotors críptics 

a la regió 5'-UTR d’XIAP (Holcik et al.,1999; 2003). Aquests resultats eren 

contradictoris amb les nostres dades, ja que nosaltres detectàvem activitat luciferasa 

en les construccions realitzades, atribuint-t’ho a l’existència de promotors en aquesta 

regió, tot i que no el teníem ni mapat ni caracteritzat. 

 

 

2.3. Regulació traduccional d’XIAP.  
 
2.3.1. Anàlisi de l'efecte de l'aspirina i l’estaurosporina en diferents promotors. 
 

Al nostre laboratori estàvem estudiant l'efecte de diferents drogues proapoptòtiques, 

com aspirina i estaurosporina. Aquestes drogues provocaven la caiguda de l’activitat 

luciferasa a diferents construccions de promotors que disposàvem 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, està descrit que té lloc una caiguda 
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generalitzada i inespecífica de l'activitat traduccional de la cèl·lula, afectant una gran 

quantitat de gens, i on pot tenir un paper important l'estat reductor de la cèl·lula. Els 

nostres resultats a l’estudi de la regulació d’Mcl-1 durant l’apoptosi induïda per aspirina 

en les cèl·lules Jurkat demostra clarament aquesta aturada de la síntesi proteica 

associada al procés d’apoptosi. 

 

En aquests estudis vam analitzar l’activitat tant de promotors de gens implicats en el 

procés d’apoptosi, com són els promotors gran i petit de Bcl-2, de Bcl-XL, o d’ Mcl-1, 

com de promotors de gens que no estan implicats directament en el procés apoptòtic, 

com són el promotor constitutiu del CMV (citomegalovirus), de FAS (de fatty acid 

sintetase), implicat en la síntesi d'àcids grassos, o ACC (de Acetyl-CoA  carboxylase), 

tots regulats de manera CAP-dependent. En tots ells havíem vist un clar descens de 

l'activitat luciferasa al induir apoptosi a les cèl·lules amb aspirina-10 mM durant 6 hores 

o amb estaurosporina-1 µM durant 3 hores, com ja s’ha presentat en l’apartat de 

Resultats de l’estudi de la regulació d’Mcl-1 durant l’apoptosi a cèl·lules Jurkat (Figura-

7A). Aquest efecte era parcialment recuperat si abans de la incubació amb les drogues 

proapoptòtiques es preincubaven les cèl·lules amb l’inhibidor general de caspases Z-

VAD.fmk, pel què aquests efectes eren parcialment dependents de l'activació de les 

caspases (dades del grup). 

 

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

Vàrem voler veure quin era l’efecte d’aquestes dues drogues en les construccions 

d’XIAP. Les cèl·lules Jurkat van ser transfectades amb diferents construccions, [pX-

4000], [pX-2434] i [pX-2067]; després de 24 hores, les cèl·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 l’activitat basal d’aquestes construccions (Figura-A3). Quan vam analitzar 

l'efecte del tractament amb aspirina-10 mM durant 6 hores, vam veure que a diferència 

dels altres promotors, no hi havia un descens de l’activitat luciferasa. Es més, durant el 

tractament amb aspirina es produïa un increment de l'activitat luciferasa. En canvi, el 

tractament amb estaurosporina-1 µM durant 3 hores produïa un descens de l'activitat 

luciferasa en les diferents construccions d’XIAP, igual al que observàvem en els altres 

promotors (Figura-A3). Per tant, sembla que hi ha un efecte diferencial de les dues 

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

 

2.3.3. Discussió dels resultats. 
 
Aquests resultats estan d'acord amb els treballs de la bibliografia on es descriu 

l'existència de la seqüència IRES que controla la regulació traduccional del gen (Holcik 

et al., 1999). En aquests treballs s’ha estudiat la regulació traduccional de diferents 

construccions durant l’apoptosi induïda per diferents estímuls (com pot ser la radiació 

ultraviolada, l’estrès cel·lular, la hipòxia o la infecció amb poliovirus). D’aquests estudis 

se’n conclou que la síntesi proteica dels gens regulats traduccionalment de manera 

CAP-dependent està afectada per l'entrada de les cèl·lules en apoptosi, mentre que no 

s'afectaria l'activitat traduccional dels gens regulats a aquest nivell per seqüències 

IRES, com és el cas d’XIAP (Holcik et al., 1999; 2000). Aquests resultats estan d’acord 

amb els que se'ns han reproduït al laboratori, ja que en totes les construccions CAP-

dependents estudiades veiem un descens en l'activitat luciferasa a l’induir apoptosi, 

mentre que l'activitat de la construcció d’XIAP no cau a l’induir apoptosi amb aspirina. 

Tot i això, aquest efecte no es reprodueix quan induïm l'apoptosi amb estaurosporina, 

segurament degut a la inhibició transcripcional que produeix aquesta droga, que 

afectaria a tots els gens cel·lulars. 
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2.4. Anàlisi de la regió promotora d’XIAP (II). 
 
2.4.1. Noves construccions de la regió 5’-UTR d’XIAP. 
 

Es van fer noves construccions de la regió promotora d’XIAP, on es van anar 

delecionant diferents fragments de la regió 5’-UTR a partir de l’extrem 5’, per trobar 

una construcció on es perdés l’activitat transcripcional, i així acotar la regió on es 

trobaria el promotor i l’inici de transcripció. Es van obtenir construccions que porten els 

fragments que van des del nucleòtid -400 al -5, respecte l’inici de traducció 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 què 

consideràvem que hi havia un promotor, encara que no fos el promotor fisiològic 

d’XIAP. Cal dir que la construcció [pX-160] només té la regió descrita com a IRES, i la 

construcció [pX-65] conté només la meitat de la regió IRES descrita; tot i això seguien 

mantenint l’activitat luciferasa, indicant que es transcriuen i es tradueixen.   

 

 

2.4.2. Deleció de les possibles seqüències crítiques de la regió 5’-UTR d’XIAP. 
 

A la regió compresa entre l’element IRES descrit i -600 parells de bases hi ha múltiples 

seqüències ATG (cap descrita com origen de traducció, tot i que semblen estar en 

pauta) precedides d’una regió amb múltiples seqüències consensus TATA. Vam 

delecionar aquesta regió de seqüències TATA en dues de les construccions, per veure 

sí 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 regió de caixes TATA. Estudis de transfecció 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 són essencials per la regulació transcripcional i 

traduccional d’XIAP.  

 

Es van fer dues noves construccions, una que portava la regió que va des de -4000 a  

- 2500 parells de bases respecte l’ATG descrit,  [pX-4000/-25000], i una que portava la 

mateixa regió però invertida, [pX-2500/-4000] (Figura-A1), pel que els hi faltaria la 

regió més propera a l’inici de traducció descrit i l’element IRES. Cap d’aquestes 

construccions mostrava activitat luciferasa significativa (Figura-A4). 
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2.4.3. Mutació d’una seqüència important per l’IRES. 
 

A la zona on estava descrita la seqüència PPT, es van descriure regions reguladores 

importants per la unió de diferents factors necessaris per la funcionalitat de la 

seqüència IRES. Vam mutar una d’aquestes seqüències, concretament una possible 

seqüència TATA que precedeix la PPT (vam canviar 4 nucleòtids), que forma part de 

la seqüència central de regulació de l’activitat de l’IRES. La construcció obtinguda es 

va anomenar [pX-65-mutTATA] (Figura-A1), que és igual que la construcció [pX-65] 

però amb les mutacions esmentades. Aquesta construcció perdia tota l’activitat 

luciferasa (Figura-A4). D’aquests resultats deduïm que la regió mutada és essencial 

per la transcripció i/o traducció del gen, ja que la construcció sense la mutació, [pX-65], 

té una clara activitat luciferasa. 

 
 
2.5. Abordatge del punt d'inici de transcripció d’XIAP. 
 
Vam intentar determinar l’inici de transcripció del gen xiap mitjançant un abordatge 

groller i alhora senzill. Ens vam plantejar fer un Northern blot d’xiap utilitzant com a 

sondes d’hibridació diferents fragments solapats de la regió 5’-UTR d’XIAP, generats 

per digestió amb enzims de restricció o per PCR. Aquests fragments eren utilitzats 

com a sonda per hibridar diferents membranes d’RNA de cèl·lules Jurkat. A partir de la 

sonda on es perdés el senyal del missatger d’xiap, seria indicatiu del punt on 

s’acabava el trànscrit endògen en les cèl·lules Jurkat, acotant així grollerament l’inici 

d’aquest. Utilitzant una sonda exònica d’xiap detectàvem bé el missatger d’xiap, que té 

una mida de 9 kilobases, com ha quedat demostrat en els resultats presentats a 

l’estudi de la regulació d’Mcl-1 durant l’apoptosi a les cèl·lules Jurkat, on a la Figura-7B 

es mostra un Northern blot d’xiap. Amb cap dels fragments generats de la regió 5’-UTR 

d’XIAP vam aconseguir detectar el missatger, ni tan sols amb el fragment més 3’, que 

es trobava molt proper a l’inici del cDNA descrit (que es troba 33 nucleòtids abans de 

l'AUG).  
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FIGURA-A4. Transfecció de les cèl·lules Jurkat amb totes les construccions obtingudes de la regió 5’-UTR d’XIAP. Les 
cèl·lules es van transfectar amb 2 µg de plàsmid [pEGFP] i 10 µg 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 cèl·lules van ser recollides al mateix temps 
per determinar la viabilitat cel·lular i el percentatge de transfecció per citometria. Es va analitzar l’activitat luciferasa com 
s’especifica en l’apartat de materials i mètodes. Es mostra un experiment representatiu. 
  
 

 

3. DISCUSSIÓ GENERAL DELS RESULTATS. 
 

Els resultats d’aquest estudi, tot i la gran quantitat de construccions fetes i la quantitat 

d’informació que n’hem obtingut, tenen una difícil interpretació, ja que no estan d’acord 

amb alguns dels resultats presents a la bibliografia. Sempre és difícil anar en contra de 

resultats publicats i acceptats per la majoria de la comunitat científica, ja que no tan 

sols has de validar els teus resultats, sinó 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 començar una discussió amb una pregunta, però encara avui no 

sabem si a la regió 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 construcció més gran que hem fet al 

laboratori, [pX-4000], s’inclou una amplia regió de la zona 5’-UTR del gen xiap, que 

engloba les 4 kilobases anteriors a l’inici de traducció descrit. Aquesta construcció 

presenta una clara activitat luciferasa, pel que suposem que conté el promotor del gen, 

que fins a la redacció 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 

seqüència IRES present a XIAP, es descarta la possibilitat que en la regió que va des 

de -1007 parells de bases fins al punt d’inici de traducció del gen (on hi ha l’AUG) hi 

hagi qualsevol activitat promotora. 

  

En aquests treballs on es descriu l’estructura genòmica i el control traduccional de 

l’expressió d’XIAP per l’IRES, es preveu la formació d’estructures secundàries 

complexes en aquesta zona i es descriuen els potencials inicis de traducció que es 

troben més 5’ de l’inici de traducció majoritari, que impossibilitarien un scanning 

ribosomal convencional (Holcik et al., 1999). La formació d’aquestes estructures 

secundàries complexes poden ser un obstacle per l’elongació de la cadena d’àcids 

nuclèics en la tècnica de la primer extension. Nosaltres vam intentar aquesta tècnica, 

per veure si podíem mapar l’inici de transcripció del gen, però no vam tenir èxit (tot i 

que suposem que el que ens va fallar va ser la tècnica). Aquests autors descriuen i 

caracteritzen la seqüència IRES d’XIAP mitjançant l’anàlisi de la regió de 1007 parells 

de bases anteriors a l’AUG d’inici, del trànscrit murí i humà, en construccions 

bicistròniques. En aquestes construccions bicistròniques, al primer cistró es posa una 

regió 5’-UTR d’un gen CAP-dependent que traduirà el gen de la β-galactosidasa, i al 

segon cistró es posa la regió de 1007 parells de bases de la regió 5’-UTR d’XIAP, que 

traduirà el gen de la cloramfenicol acetiltransferasa (CAT), tot sota control d’un 

promotor constitutiu com és el del citomegalovirus (CMV). Quan s’indueix l’activitat del 

promotor CMV, es detecta activitat CAT, indicatiu  que aquesta proteïna s’està traduint 

gràcies a l’activitat de l’IRES. Quan posen la regió 5’-UTR d’XIAP invertida o es 

realitzen mutacions de la seqüència PPT descrita, perden l’activitat CAT, indicatiu que 

la seqüència IRES no pot realitzar la seva funció essencial en la traducció. Aquests 

autors consideren que aquests experiments són irrefutables per demostrar l’activitat 

IRES a la regió 5’-UTR d’XIAP. El més interessant per nosaltres, són els resultats que 
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van obtenir quan van delecionar el promotor constitutiu del citomegalovirus d’aquestes 

construccions bicistròniques (construccions promoterless), o quan analitzaven 

construccions monocistròniques convencionals amb la regió 5’-UTR d’XIAP davant del 

gen reporter CAT (sense promotor CMV addicional). En aquestes construccions es 

perdia completament l’activitat CAT, fet que descartava la possibilitat que en aquesta 

regió hi hagués qualsevol promotor críptic funcional (Holcik et al.,1999; 2000; 2003). Si 

aquests resultats són certs, entren en clara contradicció amb els nostres resultats, on 

detectem una clara activitat luciferasa a la construcció [pX-65], suggerint l’existència 

d’un promotor en aquesta regió. 

 

El fet que les construccions amb les que ells van fer els estudis estiguessin controlant 

l’expressió del gen CAT, i en canvi les nostres el gen de la luciferasa, ens va fer 

pensar si la dicotomia de resultats no seria conseqüència d’una diferent sensibilitat en 

la detecció 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 regió 5’-UTR d’XIAP amb un plàsmid 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 capaços de detectar activitat CAT en aquestes construccions, tot i que el problema 

novament podria haver estat en la tècnica. 

 

Els mètodes per determinar l’activitat dels IRES basant-se en estudis amb 

construccions bicistròniques, tot i ser la tècnica més utilitzada,  han estat àmpliament 

criticats per la inadequada detecció de missatgers aberrants que es formen a les 

cèl·lules transfectades utilitzant aquestes construccions. S’ha descrit que durant els 

assaigs de transfecció amb construccions bicistròniques de DNA que porten l’IRES 

d’XIAP, és generen missatgers aberrants generats per splicing del segon cistró. 

Aquests missatgers semblen contribuir a uns nivells inusualment alts d’activitat IRES 

aparent. Les cèl·lules transfectades directament amb les mateixes construccions però 

d’RNA, mostren una activitat IRES molt menor, semblants als baixos nivells detectats 

en la traducció in vitro de les construccions bicistròniques d’RNA en lisats de 

reticulòcits de conill (Eden et al.,2004). Per tant, amb els tests de les construccions 

bicistròniques, sembla difícil determinar si l’increment en l’activitat del gen reporter és 

degut a l’existència de seqüències IRES funcionals, o a la generació de trànscrits 

aberrants generats a la regió d’estudi per promotors críptics.  
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LA POSSIBLE EXISTÈNCIA D’UN PROMOTOR CRÍPTIC A L’ELEMENT IRES 
D’XIAP. 
 

Els resultats presentats, evidencien la possibilitat que a la regió de la seqüència IRES 

d’XIAP hi puguin haver promotors críptics, capaços de generar trànscrits alternatius 

que poden ser eficientment traduïts per detectar activitat luciferasa. El fet que la 

construcció més petita presentada, [pX-65], presenti activitat luciferasa, fa col·locar 

aquests promotors alternatius a la regió més important de control de l’IRES, ja que en 

aquesta zona s’hi troba la caixa PPT. A més, quan vam alterar la seqüència adjacent a 

la caixa PPT, [pX-65-mutTATA], perdíem l’activitat luciferasa. Aquests resultats 

suggereixen que en aquesta regió es podrien generar aquests trànscrits alternatius 

mitjançant l’existència de promotors críptics funcionals. A la literatura hi ha un treball 

que podria explicar en part els nostres resultats. En aquest estudi s’analitza la 

seqüència IRES del gen eIF4G (Han i Zhang, 2002). Es realitzen assaigs de 

transfecció utilitzant construccions bicistròniques promoterless per testar la 

funcionalitat de l’IRES de la regió 5’-UTR del factor eIF4G. L’estudi va revelar 

l’existència d’un promotor críptic molt potent, l’activitat del qual radica en la integritat de 

la seqüència PPT, identificada també com un component essencial del putatiu IRES. 

La seqüència PPT es solapa amb el lloc d’unió del factor de transcripció C/EBPβ, i 

també s’ha determinat la unió dels factors Sp1 i Ets en regions properes. Aquests 

factors de transcripcó possibilitarien la generació d’un trànscrit alternatiu d’eIF4G a 

partir d’aquest promotor críptic de la regió 5’-UTR. En aquest estudi es descarta 

l’existència d’aquesta seqüència IRES com a tal. També es van trobar activitats 

promotores a les regions 5’-UTRs dels missatgers del gen humà Sno i del gen murí 

Bad, tot i que aquests trànscrits no podien ser detectats en experiments de Northern 

blot pels baixos nivells d’expressió (Han i Zhang, 2002). La regió 5’-UTR del virus de 

l’hepatitis-c (HCV) també conté un IRES. S’ha demostrat que la seqüència 5’-UTR de 

l’HCV és capaç de dirigir l’expressió dels gens reporters als quals precedeix, on s’ha 

demostrat per Northern blot i 5’-RACE l’existència de missatgers que comencen en 

aquesta zona, argumentant a favor de l’existència d’una seqüència promotora en 

aquesta regió 5’-UTR del virus (Dumas et al., 2003). Per tant, podria ser que en les 

nostres construccions es generessin trànscrits alternatius capaços de conferir la síntesi 

proteica necessària per generar una activitat luciferasa detectable. Vam idear diferents 

estratègies per la detecció d’aquests trànscrits alternatius, per tècniques de RT-PCR i 

de Northern blot per detectar el missatger de la luciferasa, però amb cap d’elles vam 

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

Tots els nostres intents per determinar l’origen de transcripció d’xiap han estat 

frustrats. Encara avui no es coneix quin és el punt d’inici de transcripció del gen. Si 

existissin aquests promotors críptics a la seqüència de l’IRES, aquests no podrien en 

cap cas correspondre als missatgers d’xiap endogens, que tenen una mida molt gran 

(de 9 kilobases), detectats a les cèl·lules Jurkat i a diferents models cel·lulars. 

L’estratègia que vam seguir per intentar acotar la regió 5’-UTR d’XIAP, mitjançant la 

hibridació del missatger per Northern blot utilitzant com a sondes diferents fragments 

de la regió 5’-UTR d’XIAP, no va donar els resultats esperats. Encara no sabem 

perquè les sondes més properes a l’inici de traducció descrit, com la sonda que incloïa 

la seqüència de l’IRES, no eren capaces de detectar el trànscrit endògen d’xiap, i 

només vam ser capaços de fer-ho mitjançant una sonda exònica interna del gen. Una 

possible explicació d’això seria per la estructura secundària complexa que forma el 

missatger d’xiap en aquesta regió.  

 

 

EXISTENCIA D’ELEMENTS  IRES FUNCIONALS EN EUCARIOTES.  
 
La resposta cel·lular a l’estrès comporta una ràpida inhibició de la síntesi proteica dels 

missatgers CAP-dependents per múltiples mecanismes, tot i que hi ha una activitat de 

síntesi proteica residual, que permet la traducció de proteïnes que tenen un paper clau 

en aquesta resposta a l’estrès. Un exemple d’això podria ser la proteïna Bcl-2, que té 

una regió 5’-UTR de 1,45 Kilobases, que inclou 10 AUGs, i on s’ha demostrat 

recentment que hi ha una seqüència IRES, que facilita la seva traducció en aquestes 

situacions d’estrès (Sherrill, et al., 2004). Tot i no estudiar si l’IRES descrit en XIAP és 

funcional, els nostres resultats semblen argumentar a favor de la seva existència. Els 

resultats obtinguts amb les diferents construccions d’XIAP durant el tractament amb 

aspirina, on no disminueix l’activitat luciferasa per l’entrada de les cèl·lules en apoptosi, 

i fins i tot augmenten els nivells d’activitat, estarien d’acord amb una regulació 

traduccional CAP-independent,  regulada per aquest putatiu IRES. Tot i això, com s’ha 

comentat a l’estudi de la regulació d’Mcl-1 durant l’apoptosi a les cèl·lules Jurkat, 

sembla que alguns dels factors que són necessaris per la traducció CAP-dependent, 

com el factor eIF2α, també són necessaris per la traducció CAP-independent. La 

fosforilació del factor eIF2α que es dóna durant el tractament amb aspirina, sembla 

necessària per l’activació dels IRES cel·lulars (Gerlitz et al., 2002). El fet que les 
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úniques construccions on no detectem activitat luciferasa siguin aquelles en les que 

s’ha eliminat o alterat la seqüència de l’IRES, com són [pX-4000-del134], [pX-65-

mutTATA], [pX-4000/-2500] i [pX-2500/-4000], demostra la importància d’aquesta 

regió, ja sigui a nivell de regulació transcripcional o a nivell de regulació traduccional .  

 

 

Tot i que la existència de les seqüències IRES està ben acceptada als missatgers dels 

picornavirus, sembla no ser tant clara la seva existència als missatgers eucariotes. El 

nombre de missatgers eucariotes regulats traduccionalment per IRES encara és petit, 

però cada cop va augmentant més degut a la identificació de nous IRES a diferents 

gens. Molts d’aquests elements IRES regulen la traducció de proteïnes que 

protegeixen a la cèl·lula de l’estrès, quant la maquinària traduccional està afectada. 

L’estructura, especificitat i regulació de l’activitat d’aquests IRES pot veure’s afectada 

durant l’estrès nutricional, la diferenciació o la mitosi (Komar i Hatzoglou, 2005). Hi ha 

autors que neguen l’existència dels elements IRES en eucariotes, basant-se en la 

crítica de la metodologia de biologia molecular utilitzada per confirmar la seva 

existència (construccions bicistròniques), la pobre caracterització i anàlisi dels 

missatgers presents als experiments de transfecció, o la sensibilitat dels gens 

reporters utilitzats pel seu estudi (Kozak, 2001). En canvi, una gran quantitat 

d’investigadors argumenten a favor de l’existència dels IRES en gens eucariotes, 

basant-se principalment en l’ús d’aquestes construccions bicistròniques i en la 

disminució que es dóna de l’activitat traduccional quan aquestes seqüències són 

alterades (Schneider et al., 2001).  Nosaltres, aliens a les disputes sobre la existència 

o no de les seqüències IRES en eucariotes, argumentaríem a favor d’aquestes, tot i 

que amb precaució, ja que els nostres resultats i molts dels presents a la literatura 

podrien ser conseqüència de l’existència de promotors críptics en aquestes regions 

definides com a putatius IRES. És evident la necessitat d’estudiar amb més profunditat 

i rigor la maquinària de regulació transcripcional de la cèl·lula i els trànscrits generats 

per aquesta, així com també la maquinària de regulació traduccional, pel què fan falta 

noves tecnologies  d’anàlisi.   
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I. CULTIUS CELLULARS 

I.1. CULTIU I MANIPULACIÓ DE CÈL·LULES JURKAT 
I.1.1. Criopreservació de les cèl·lules Jurkat 
I.1.2. Descongelació de les cèl·lules Jurkat 
I.1.3. Manipulació de les cèl·lules Jurkat abans de fer els experiments 

I.2. OBTENCIÓ, CULTIU I MANIPULACIÓ DE CÈL·LULES DE LEUCÈMIA LIMFÀTICA CRÒNICA DE 
CÈL·LULES-B 

I.2.1. Recollida de mostres 
I.2.2. Separació de cèl·lules mononucleades 
I.2.3. Criopreservació de les cèl·lules de LLC-B 
I.2.4. Descongelació de les cèl·lules de LLC-B 
I.2.5. Cultiu cel·lular de LLC-B 

I.3. ANÀLISI DE LA VIABILITAT CEL·LULAR  PER CITOMETRIA DE FLUX 
I.3.1. Protocol per l’anàlisi de la viabilitat cel·lular  per citometria de flux 
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I. CULTIUS CEL·LULARS. 
 
I.1. CULTIU I MANIPULACIÓ DE CÈL·LULES JURKAT. 
 
La línia cel·lular Jurkat, derivada d’una leucèmia aguda de cèl·lules T, prové de 

l’ECCC (European Collection of Cell Cultures). Les cèl·lules creixen en suspensió i es 

cultiven en medi RPMI 1640 complet (de Biological Industries, Beit Haemek, Israel) 

suplementat amb 10 % de sèrum fetal boví (GIBCO-BRL, Paisley, UK) inactivat per 

calor (30 minuts a 56ºC, per tal d’inhibir les proteïnes del complement), amb 2 mM L-

glutamina, 100 U/ml de penicil·lina i 100 µg/ml d’estreptomicina. Les cèl·lules es 

cultiven en un incubador a una temperatura de 37ºC i una atmosfera humida de 5 % 

de CO2. Les cèl·lules Jurkat s’han de mantenir a una concentració que va des de 

200.000 a 1,3x106 cèl·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. 

 

I.1.1. Criopreservació de les cèl·lules Jurkat. 
Les cèl·lules Jurkat, es resuspenen en sèrum fetal boví inactivat i s’hi afegeix 

lentament la solució de criopreservació freda (medi RPMI 1640, 20% de sèrum fetal 

boví, 20% DMSO). Tot aquest procés s’ha de fer sobre gel. Seguidament es fan 

alíquotes d’1 ml en tubs de criopreservació de 2 ml  (a una concentració de 5 X106 

cèl·lules/ml) i es deixen a -80ºC dins d’un criopreservador de cèl·lules, o dins d’una 

gradeta de porexpan, durant tota la nit. Finalment els tubs es guarden en contenidors 

amb nitrogen líquid. 

 

I.1.2. Descongelació de les cèl·lules Jurkat. 
Les mostres criopreservades es retiren del contenidor de nitrogen líquid i es 

descongelen posant el tub de criopreservació en un bany d'aigua a 37ºC. Quan la 

mostra es comença a descongelar, el contingut del tub es dilueix en un volum 10 

vegades superior de medi RPMI 1640 amb 10% FBS a 37ºC, i es renten per 

centrifugació, 5 minuts a 480xg. Un cop rentades, es descarta el sobrenadant (per tal 

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

 

I.1.3. Manipulació de les cèl·lules Jurkat abans de fer els experiments. 
Abans de disparar qualsevol experiment amb les cèl·lules Jurkat, ja sigui per veure 

l’efecte de drogues o per fer experiments de transfecció, es recullen el número de 

cèl·lules necessàries per fer l’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 

l’experiment. 

 

I.2. OBTENCIÓ, CULTIU I MANIPULACIÓ DE CÈL·LULES DE LEUCÈMIA 
LIMFÀTICA CRÒNICA DE CÈL·LULES-B. 

 
I.2.1. Recollida de mostres. 

Cada dia es recullen les mostres de sang perifèrica de pacients amb LLC-B al Servei 

d’Hematologia de l’Hospital Universitari de Bellvitge. Cada mostra s’identifica amb una 

numeració, 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 número 

assignat, el diagnòstic del pacient en el moment de la presa de mostra, el comptatge 

leucocitari total i el percentatge corresponent a limfòcits, o fórmula leucocitària 

completa si aquesta és disponible, així com qualsevol observació 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 comitès ètics de la 

Universitat de Barcelona i l’Hospital Universitari de Bellvitge. El diagnòstic de cada 

patologia es realitza mitjançant els criteris clínics i de laboratori estàndard. Els 

pacients donen el seu consentiment escrit per la utilització de les seves mostres en 

estudis de recerca, i els projectes desenvolupats estan avalats pels comitès ètics de la 

Universitat de Barcelona i de l’Hospital. 

 

I.2.2. Separació de cèl·lules mononucleades. 

Les cèl·lules de LLC-B són limfòcits B, per tant cèl·lules mononucleades de densitat 

inferior als eritròcits, pel que sedimenten més lentament. Aquesta característica és 

aprofitada per separar les cèl·lules mononucleades seguint el protocol descrit per 

Böyum (Böyum, A., 1964) del gradient de Ficoll-Hypaque, amb algunes modificacions 

(Figura-M1): 

 

• Diluir la mostra de sang en tampó fosfat salí (PBS) en proporció 1:1 (vol:vol) 

• S’addiciona la sang diluïda a sobre la solució de Ficoll (densitat 1.077 g/ml) en 

una proporció de dos volums de sang diluïda per cada volum de solució de 

Ficoll.  

• Es centrifuga durant 20 minuts a 850xg, a temperatura ambient i sense fre per 

no trencar el gradient de Ficoll. En la separació resultant els eritròcits i les 

cèl·lules polinucleades queden sedimentades en la part inferior del tub, mentre 

que les cèl·lules mononucleades queden sedimentades en la interfase entre el 
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FIGURA-M1. Separació de les cèl·lules mononucleades (limfòcits i monòcits) per gradient de Ficoll i posterior cultiu 

en medi. La sang diluïda amb PBS es col·loca amb cura sobre el Ficoll i es sotmet a centrifugació durant 20 minuts. 

S'obté un gradient on les cèl·lules mononucleades (a la figura, limfòcits) queden formant un anell entre el Ficoll i el 

plasma, separades dels eritròcits i les cèl·lules polinucleades. Aquest anell es recull, es renta en PBS i es cultiven 

les cèl·lules en les condicions adequades en cada experiment. 

Ficoll i el plasma formant un anell, i en la part superior del tub queden el 

plasma i les plaquetes. 

• Es recull l’anell de cèl·lules mononucleades, i es renten en PBS per 

centrifugació (10 minuts a 480xg).  

 

 

Tot el procés es realitza a temperatura ambient. Les cèl·lules mononucleades 

contenen limfòcits B, limfòcits T i monòcits.  En les mostres de pacients de LLC-B la 

proporció de limfòcits B és tan elevada (superior al 90%) que es considera que no cal 

separar els limfòcits T i els monòcits per realitzar els experiments. Les cèl·lules 

mononucleades separades poden utilitzar-se en el moment de la separació 

(experiments amb cèl·lules mononucleades fresques) o bé criopreservar-les en 

nitrogen líquid (experiments amb cèl·lules mononucleades congelades). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.3. Criopreservació de les cèl·lules de LLC-B. 

Les cèl·lules mononucleades obtingudes en la separació per gradient de Ficoll es 

resuspenen en sèrum fetal boví inactivat per calor (30 minuts a 56ºC) a una 

concentració 20x106 cèl.lules/ml. La suspensió resultant es posa en gel i s’afegeix 

lentament un volum igual de solució de criopreservació amb dimetilsulfòxid (DMSO). 

Tot aquest procés s’ha de fer sobre gel. La solució de criopreservació conté Medi 

RPMI 1640, FBS i DMSO en proporció 3:1:1. La mostra s’aliquota en tubs de 
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criopreservació de 2 ml (a una concentració de 10x106 cèl·lules/ml) que es deixen a     

-80ºC dins de un criopreservador de cèl·lules, o dins d’una gradeta de porexpan, 

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

 

I.2.4. Descongelació de les cèl·lules de LLC-B. 

Les mostres criopreservades es retiren del contenidor de nitrogen líquid i es 

descongelen posant el tub de criopreservació en un bany d'aigua a 37ºC. Quan la 

mostra es comença a descongelar, el contingut del tub es dilueix en un volum 10 

vegades superior de medi RPMI 1640 amb 10% FBS a 37ºC i es renta per 

centrifugació, 10 minuts a 480xg. Un cop rentada, es descarta el sobrenadant (per tal 

d’eliminar les restes de DMSO) i les cèl·lules es dilueixen en medi complet. Les 

cèl·lules descongelades s’han de deixar reposar un mínim de dues hores a l’incubador 

abans de fer els tractaments experimentals convinguts. 

 

I.2.5. Cultiu cel·lular de LLC-B. 

Les cèl·lules, descongelades o acabades de separar, es cultiven en RPMI complet 

suplementat amb 10% de FBS inactivat, suplementat amb 2 mM L-glutamina i 

antibiòtics (100 U/ml de penicilina i 100 µg/ml d’estreptomicina), en medi humit 

(humitat del 95%) al 5% de CO2 i a 37ºC de temperatura. Les cèl·lules es cultiven en 

presència dels factors corresponents a cada experiment, a concentració de 0,5 a 6 

x106 cèl·lules/ml, durant el temps establert per a cada tipus d’assaig. 

 

 

I.3. ANÀLISI DE LA VIABILITAT CEL·LULAR  PER CITOMETRIA DE FLUX. 
 
L’anàlisi de la viabilitat cel·lular i el percentatge de cèl·lules apoptòtiques es determina 

mitjançant el doble marcatge amb anexina-V conjugada amb FITC i la incorporació de 

iodur de propidi. 

Fonament de la tècnica: La membrana cel·lular està formada per una bicapa lipídica de 

distribució assimètrica. Un dels fosfolípids que composen la bicapa és la 

fosfatidilserina, que a les cèl·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 translocació o “Flip-Flop”) 

(Figura-M2). L’anexina V és una proteïna que uneix lípids de forma depenent de l’ió 

calci (Ca2+), 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 

avançada i necrosi la membrana plasmàtica es deteriora i esdevé permeable a 
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FIGURA-M2. Marcatge de les cèl·lules apoptòtiques amb anexina V. Quan les cèl·lules entren en apoptosi es perd 

l'assimetria de la bicapa lipídica i els residus de fosfatidilserina queden exposats a la superfície extracel·lular. 

L'anexina V és una molècula impermeable que s'uneix específicament a aquests residus de fosfatidilserina. Unida a 

fluorocroms, l'anexina permet analitzar la quantitat de cèl·lules que exposen fosfatidilserina, és a dir, la quantitat de 

cèl·lules apoptòtiques. 

substàncies com el iodur de propidi (IP) que s’intercala en la doble cadena de 

molècules d’àcids nuclèics; el IP s’excita a 536 nm i emet fluorescència en un rang 

ampli al voltant de 617 nm. La viabilitat cel·lular i el percentatge de cèl·lules 

apoptòtiques es determina per citometria de flux, mitjançant el doble marcatge cel·lular 

amb anexina V conjugada amb FITC i iodur de propidi (IP) (Bellosillo et al., 1998). Així 

s’obté el percentatge de cèl·lules vives (anexina i IP negatives), el percentatge de 

cèl·lules apoptòtiques primerenques (positives pel marcatge amb anexina i negatives 

per IP), i el percentatge de cèl·lules amb apoptosi avançada o necrosi (anexina i IP 

positives). La presència d’una població positiva per anexina i negativa per IP permet 

diferenciar el procés apoptòtic d’un procés necròtic. Aquestes tècniques són aplicables 

a cèl·lules de LLC-B i Jurkat.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

I.3.1. Protocol per l’anàlisi de la viabilitat cel·lular  per citometria de flux. 

• S’incuben 2,5x105 cèl·lules en presència dels factors corresponents durant el 

temps indicat en cada cas.  

• Es recullen les cèl·lules i es renten amb tampó d’unió d’anexina (ABB, de 

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

• Es resuspenen les cèl·lules en 100 µl de tampó ABB amb 1 µg/ml d’anexina V-

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

• A continuació es dilueixen a la meitat amb tampó ABB i IP a concentració final 

1 µg/ml. 
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FIGURA-M3. Imatges de citometria de flux. Les cèl·lules tractades amb un agent apoptòtic (apoptosi) o sense tractar 

(control) s'incuben amb anexina V-FITC i IP, i s'analitzen al citòmetre de flux. Les cèl·lules apoptòtiques exposen 

fosfatidilserina a la membrana i es marquen amb anexina (quadrant II). Quan l'apoptosi ha afectat ja la membrana 

plasmàtica les cèl·lules es tornen permeables a l'IP, s'anomena necrosi secundària a l'apoptosi, i les cèl·lules esdevenen 

positives per IP (quadrant III). Les cèl·lules vives són anexina i IP negatives (quadrant I). 

• Les mostres s’analitzen per citometria de flux mitjançant un citòmetre 

FACSCalibur (Becton Dickinson). L’anàlisi de les dades es realitza amb un 

software informàtic específic, com els programes CellQuest (Becton Dickinson) 

i WinMDI (Figura-M3).  

La viabilitat cel·lular es representa com el percentatge de cèl·lules anexina V negatives 

i IP negatives. Cada condició de l’experiment es realitza per duplicat i els resultats 

s’expressen en forma de mitjana ± desviació estàndard. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En condicions en què no es poden utilitzar fluorocroms per a determinar l’apoptosi per 

citometria cal recórrer a altres mètodes de quantificació. Al entrar en apoptosi, les 

cèl·lules pateixen una disminució del volum cel·lular per pèrdua d’aigua, que provoca 

una reducció en la mida i un augment de la seva densitat, paràmetres quantificables 

per citometria de flux per Forward Scatter (FSC) i Side Scatter (SSC) respectivament 

(una cèl·lula apoptòtica té menor FSC i major SSC que una cèl·lula viva). Es segueix 

el següent protocol. 

 

I.3.2. Protocol per determinar l’apoptosi per citometria en condicions en què no es 

poden utilitzar fluorocroms. 

• S’incuben 2,5x105 cèl·lules en presència dels factors corresponents durant el 

temps indicat en cada cas.  
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• Es recullen les cèl·lules i es renten amb PBS, centrifugant 10 minuts a 480xg.  

• Es resuspenen amb PBS abans de ser analitzades.  

• Les mostres s’analitzen per citometria de flux mitjançant un citòmetre 

FACSCalibur (Becton Dickinson). L’anàlisi de dades es realitza mitjançant un 

software informàtic específic, com el programa CellQuest (Becton Dickinson) i 

WinMDI (Figura-M4).  

Cada condició de l’experiment es realitza per duplicat i els resultats s’expressen en 

forma de mitjana ± desviació estàndard. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.4. ANÀLISI DE POBLACIONS CEL·LULARS PER CITOMETRIA DE FLUX. 
 
La composició de les fraccions cel·lulars obtingudes durant la separació de cèl·lules 

mononucleades s’avalua per citometria de flux, aprofitant l’expressió d’alguns 

marcadors cel·lulars específics de la superfície dels limfòcits B i T. Mitjançant el 

marcatge amb anexina V conjugada a FITC també sabem la viabilitat de cada una de 

les poblacions cel·lulars. 

FIGURA-M4. Quantificació de l'apoptosi per canvis al FSC i SSC. Quan una cèl·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 població de limfòcits vius dels que estan morint per apoptosi. A la 

figura, les cèl·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 població no apoptòtica i 

se n’indica el percentatge que representa respecte la població total. 
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Fonament de la tècnica: Per estudiar la composició cel·lular d’una suspensió de 

cèl·lules mononucleades s’utilitzen anticossos marcats amb fluorocroms que 

reconeixen específicament marcadors poblacionals de membrana. CD3 és un 

marcador de membrana propi de limfòcits T i CD19 és el marcador propi dels limfòcits 

B.  

 

Protocol per l’anàlisi de poblacions cel·lulars per citometria de flux. 

• Partim de 5x105 cèl·lules mononucleades que es renten amb PBS, centrifugant 

10 minuts a 480xg. 

• S’incuben les cèl·lules amb 50 µl d’ABB (Taula-M1) i quantitat no limitant 

d’anticòs anti-CD3 marcat amb al·loficocianina (APC) i d’anticòs anti-CD19 

marcat amb ficoeritrina (PE), durant 10 minuts a les fosques (es posen 2 µl de 

cada anticòs).  

• S’afegeix 100 µl de tampó ABB amb 1 µg/ml d’anexina V-FITC i s’incuben 

durant 15 minuts a les fosques i temperatura ambient. 

• Es dilueixen les cèl·lules a un volum final de 300-500 µl just abans de ser 

analitzades al citòmetre de flux mitjançant un software informàtic específic, com 

el programa CellQuest (Becton Dickinson) i WinMDI (Figura-M5).  

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

5.000 cèl·lules de cadascuna de les poblacions d’interès.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA-M5. Poblacions de leucòcits. Marcatge de 

les cèl·lules monocucleades amb anti-CD19-PE (eix 

de les Y) i anti-CD3-APV (eix de les X) i anàlisi al 

citòmetre de flux. Aquest marcatge ens permet 

diferenciar en una mateixa mostra i sense separació 

física, les cèl·lules B (CD19+/CD3-) dels limfòcits T 

(CD19-/CD3+). En les mostres de LLC-B la població 

CD19 és la majoritària.  
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II. PROTEÏNA. 
 
II.1. LISI CEL·LULAR i EXTRACCIÓ DE PROTEÏNES. 
 
Segons la tècnica que vulguem realitzar, ens pot interessar una extracció total de 

proteïnes mitjançant una lisi desnaturalitzant o bé una extracció que permeti 

l’enriquiment en proteïnes d’alguna de les fraccions cel·lulars o que les proteïnes 

conservin les seves activitats característiques. Depenent de la tècnica utilitzada el 

protocol de lisi és diferent, així com també el número de cèl·lules necessàries per fer-

lo. 

 

II.1.1. Lisi desnaturalitzant. Extracció total de proteïnes.  

Aquesta extracció proteica permet obtenir el total de proteïnes cel·lulars de forma 

desnaturalitzada i inactiva. Es fonamenta en la presència del detergent aniònic dodecil 

sulfat de sodi (SDS) al tampó d’extracció, que interacciona fortament amb les 

proteïnes induint una conformació cilíndrica-globular i eliminant totes les interaccions 

hidrofòbiques, de manera que es solubilitzen totes les proteïnes, i a més, actua com 

agent desnaturalitzant, eliminant així les activitats enzimàtiques (Laemmli, U.K., 1970). 

 

 

Protocol d’extracció. 

• S’ha de partir de 3-10x106 cèl·lules per cada una de les condicions 

experimentals. 

• Es renten les cèl·lules per centrifugació 5-10 minuts a 480xg (depenent del 

model cel·lular utilitzat). Es lisen les cèl·lules en calent (40-50ºC) amb 100µl 

(per cada 3x106 cèl·lules) de tampó de lisi total  (SB).  

• Les cèl·lules es resuspenen per agitació al vórtex durant 30-60 segons i es 

bullen al bany sec a 95ºC durant 10 minuts.  

• Per obtenir la lisi completa, fer un pols de centrífuga i tornar a repetir el procés 

d’agitació i de bullir les mostres fins que quedin ben homogeneïtzades. 

El tampó SB s’utilitza com a tampó de càrrega per les electroforesis SDS-PAGE, ja 

que les proteïnes es separen per la seva massa molecular.  

 

II.1.2. Lisi no desnaturalitzant. 
Aquesta extracció proteica permet obtenir les proteïnes tal i com es troben en el seu 

estat natural, pel que conserven les seves característiques. Per aquest motiu cal 

treballar sobre gel i en presència d’inhibidors de proteases. 
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II.1.2.1. Extractes totals. 

La tècnica es fonamenta en la utilització d’un detergent no iònic (Tritó X-100 al 1%), 

que és capaç de destruir les membranes biològiques sense desnaturalitzar les 

proteïnes, pel què s’obtenen de manera nativa la majoria de les proteïnes cel·lulars. 

 

Protocol d’extracció: 

• S’ha de partir de 1x107 cèl·lules per cada una de les condicions experimentals.  

• Es renten les cèl·lules per centrifugació 5-10 minuts a 480xg (depenent del 

model cel·lular utilitzat). Es lisen amb 200 µl (per cada 1x107 cèl·lules) de 

tampó de lisi total no desnaturalitzant (tampó RIPA). 

• Les cèl·lules lisades es deixen en gel (a 4ºC) durant 15 minuts per provocar la 

ruptura de les membranes.  

• Agitació (vórtex) durant aproximadament 30 segons-1 minut.  

• Es centrifuga el lisat 15 minuts a 4000xg i en fred per obtenir una solució de 

proteïnes solubles.  

• Recuperar el sobrenedant, que conté l’extracte citosplasmàtic enriquit 

(representa la fracció citosòlica), que es traspassa a un a nou tub eppendorf.   

 

 

II.1.2.2. Separació de citosol i proteïnes associades a membranes. Extracció proteica 

fraccionada. 
En aquest cas ens interessa obtenir les proteïnes solubles del citosol, i separadament 

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

amb el tampó de lisi amb digitonina. 

 

Protocol d’extracció: 

• S’ha de partir de 3x107 cèl·lules per cada una de les condicions experimentals.  

• Es renten les cèl·lules per centrifugació 5-10 minuts a 480xg (depenent del 

model cel·lular utilitzat).  Es  lisen a 4ºC amb 130 µl de tampó de lisi amb 

digitonina (temps de lisi molt breu).  

• Les cèl·lules lisades es centrifuguen a 4000xg a 4ºC durant 3 minuts.  

• El sobrenedant obtingut correspon a la fracció citosòlica i es lisa afegint 40 µl 

de SB 4X.   

• El pellet, que correspon a la fracció de nuclis i mitocondris, es lisa amb 300 µl 

de SB 1X. 
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Les mostres obtingudes amb una lisi desnaturalitzant són molt estables i es poden 

guardar a -20ºC, i ser descongelades a temperatura ambient, ja que el SDS precipita 

en fred. En canvi, els extractes proteics obtinguts per lisi no desnaturalitzant són molt 

làbils, pel que s’han de mantenir a -20 o -80ºC 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 proteïnes i per fer citometria. 

 

TAMPÓ COMPOSICIÓ 

PBS (Tampó fosfat salí) 
pH = 7.4 

NaCl 140 mM, KCl 0.27 mM, Na2HPO4 0.81 mM, KH2PO4 0.18 mM 

ABB (Tampó d’unió 
d’anexina) 
pH = 7.4 

HEPES-NaOH 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl2  2.5 mM 

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

Tampó de lisi RIPA Tris-HCl (pH 7.5) 50 mM, Tritó X-100 1%, Ortovanadat sòdic 1 mM, 
Fluorur sòdic 50 mM, EDTA 5 mM, β-Glicerofosfat 40 mM, NaCl 100 mM 
PMSF 1 mM, Pepstatina 1 µg/ml, Leupeptina 1 µg/ml, Aprotinina 1 µg/ml, 
Benzamidina 1 mM 

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

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

 

II.2. QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNES. 
 
La quantificació del contingut proteic de les diferents extraccions es realitza mitjançant 

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 determinació colorimètrica 

quantitativa que utilitza l’àcid bicincrònic (BCA) per detectar el Cu1+ que es forma quan 

el  Cu2+ és reduït per les proteïnes en un entorn bàsic. Dues molècules de BCA quelen 

una molècula de Cu1+ i el complex resultant presenta color mesurable, linealment 

proporcional a la quantitat de proteïna de la mostra. Aquesta quantificació permet 

normalitzar la tècnica de Western Blot igualant la quantitat de proteïna analitzada per a 

cada condició experimental.  
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II.3. ANÀLISI DE PROTEÏNES PER WESTERN BLOT. 
 
II.3.1. Preparació de les mostres. 
Les mostres, quantificades i igualades en quantitat de proteïna i volum final, es tracten 

en condicions desnaturalitzants i reductores en presència del tampó SB-1X, 100 mM 

de DTT i blau de bromofenol (indicador del procés d’electroforesi), i s’escalfen a 95ºC 

durant 10 minuts. La quantitat de proteïna i volum final de les mostres pot variar en 

funció de l’experiment. Es carreguen entre 10 i 70 µg de proteïna depenent de 

l’abundància de la proteïna que es vulgui determinar o de l’afinitat que té l’anticòs 

utilitzat per a detectar-la. El volum final de la mostra depèn en gran mesura de com 

estiguin de diluïts els extractes proteics. 

 

II.3.2. Electroforesi, transferència i incubació amb l’anticòs. 
Els gels SDS-PAGE es preparen al percentatge adequat d’acrilamida (proporció 

37,5:1, acrilamida:bisacrilamida, Bio-Rad) en funció del pes molecular de la proteïna o 

proteïnes que es vulguin separar i analitzar en cada cas (7-20%). Quan menor és el 

pes de la proteïna objecte d’estudi, major ha de ser el percentatge d’acrilamida 

present al gel. La proporció concentradora del gel es prepara de forma constant al 3% 

d’acrilamida. 

 

Protocol d’electroforesi: 

• Les mostres s’apliquen als pous generats al gel concentrador i es realitza 

l’electroforesi en cubetes adequades i tampó d’electroforesi, per aplicació de 

corrent elèctric (aproximadament 30-40 mA/gel). 

• Un cop finalitza l'electroforesi es transfereixen les proteïnes del gel a 

membranes de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA), activades en 

metanol i hidratades en aigua. La transferència es realitza en cubetes 

adequades amb tampó de transferència a un amperatge de 400 mA durant 1 

hora 30 minuts, i a 4ºC per tal d’evitar l’escalfament de les membranes.  

• Les membranes es renten en tampó TBS-T i es bloquegen les unions 

inespecífiques per tractament de la membrana amb solució de bloqueig durant 

aproximadament 1 hora a temperatura ambient.  

• Incubació de la membrana amb l’anticòs primari diluït en tampó TBS-T, durant 

2 hores a temperatura ambient o 12-20 hores a 4ºC.  

• Rentats de la membrana amb tampó TBS-T i incubació amb l’anticòs 

secundari.  
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• Rentats de la membrana amb TBS-T i tampó TBS. El secundari està conjugat a 

l’enzim peroxidasa de rave (HRP) i permet detectar les proteïnes reconegudes 

per l’anticòs primari mitjançant la solució de detecció de quimioluminiescència 

(ECL, Amersham).  

• S’exposa la membrana amb pel·lícula fotogràfica durant diferents temps, 

segons l’anticòs utilitzat i els nivells d’expressió de la proteïna d’interès. La 

pel·lícula es revela per mètodes tradicionals (revelador, fixador).  

 

II.3.3. Deshibridació de membranes. 
Per reutilitzar una membrana després de realitzar Western Blot i detectar altres 

proteïnes cal deshibridar els anticossos units en la primera hibridació. La membrana 

es submergeix en la solució de deshibridació (calen condicions desnaturalitzants a la 

membrana de PVDF: temperatura (56ºC), 2% SDS, pH=6.8 i β-mercaptoetanol), en un 

bany a 50-60ºC durant 30 minuts i en agitació. Cal rentar abundantment la membrana 

amb TBS-T abans de la seva reutilització. 

 

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

 

TAULA-M3. Anticossos primaris utilitzats per a Western Blot (C = conill; R = ratolí). 

 

REACTIUS NECESSARIS PEL WESTERN BLOT 

PREPARACIÓ DELS GELS 

Tampó Concentrador (4x) pH=6.8, 0.5 M Tris, SDS 0.4% 

Tampó Separador (4x) pH=8.8, 1.5 M Tris, 0.4 % SDS 

Persulfat amònic 13% en H2O i TEMED 

ELECTROFORESI I TRANSFERÈNCIA 

Tampó d’electroforesi  (10x) pH=8.3, 250 mM Tris, 1.92 M Glicina, 1% SDS 

Tampó de transferència (10x) pH=8.3, 250 mM Tris, 1.92 M Glicina 

Tampó de transferència (1x) pH=8.3, 25 mM Tris, 0.192 M Glicina 
metanol: 10% per PM >30 kDa i 20% per PM <30 kDa 

IMMUNODETECCIÓ 

TBS (Tris Buffered Saline) 10x pH=7.4, 200 mM Tris-HCl, 1370 mM NaCl 

TBS-T TBS 1x, 0.1% Tween-20 

Solució de bloqueig TBS-T, 5% llet en pols 
0.05% de NaN3 per diluir els anticossos primaris. 

DESHIBRIDACIÓ 

Tampó de deshibridació pH= 6.8, 62.5 mM Tris, 2% SDS 
100 mM β-mercaptoetanol . 

ANTICÒS EPÍTOP DILUCIÓ ORIGEN* CASA COMERCIAL 

Akt-P Ser 473 Fosfo-Ser-473 1:1000 C New England Biolabs 

Bcl-2 Aà. 41-54 1:1000 R Dako 

BIM Aà. 22-40 1:1000 C BD Pharmingen 

caspasa-9 Entorn aà. 330 1:500 C New England Biolabs 

caspasa-3 Aà.1-219 1:1000 R Transduction Laboratories 

eIF2α -  C Santa Cruz 

eIF2α-P Fosfo-Ser-51  C Cell Signaling 

Id1   C Santa Cruz 

MAPK-P 
(Thr202/Tyr204) 

Entorn 
Thr202/Tyr204 

1:2000 R New England Biolabs 

Mcl-1      Domini intern 1:1000 C Santa Cruz  

p21 Extrem C-terminal 1:100 C Santa Cruz 

PARP Proteïna completa 1:1000 C Boehringer Mannheim 

α-tubulina  1:500 R Molecular Probes 

XIAP Aà. 268-426 1:250 R BD Transduction 
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II.4. ASSAIG D’INCORPORACIÓ DE LEUCINA TRITIADA PER QUANTIFICAR LA 

TAXA DE SÍNTESI PROTEICA. 
 
Per cada una de les condicions d’estudi, s’incuben 2x106 cèl·lules Jurkat (o les 

cèl·lules d’estudi) en medi RPMI que conté leucina tritiada ([3H]-leucine, 42.5 Ci/mol) 

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

d’interès per l’estudi temporal de l’efecte de la droga en els nivells de síntesi proteica; 

es segueix el següent protocol: 

• Les cèl·lules es recullen a diferents temps per centrifugació i són rentades amb 

PBS amb leucina freda (0.5 mg/ml).  

• Les cèl·lules són lisades amb el tampó IGEPAL (20 mM Tris-HCl 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 4ºC. Es separa i guarda el 

sobrenedant.  

• Una aliquota del sobrenedant serà utilitzada per mesurar la quantitat de 

proteïna total. La resta de la mostra serà precipitada amb TCA (concentració 

final 10%).  

• Després de centrifugar les mostres (12.000xg durant 30 minuts a 4ºC) es recull 

el sobrenedant (fracció soluble).  

• El pellet es resuspen en 100 µl de NaOH 0.2 M (fracció 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 líquid de 

centelleig (Biogree 103) a la fracció soluble i a la fracció de TCA, i es compten 

les cpm (comptes per minut) en un comptador de líquid de centelleig (Wallac 

1409).  

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

proteïna)]. 
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III. MISSATGER. 
 
III.1. OBTENCIÓ DE L’RNA MISSATGER TOTAL D’UNA MOSTRA. 
 
Per obtenir l’RNA missatger total d’una mostra, cal partir d’un nombre elevat de 

cèl·lules, entre 8-14x106 cèl·lules si es treballa amb Jurkat o entre 14-16x106 cèl·lules 

si són mostres de pacients de LLC-B. Sempre que vulguem aïllar l’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 cèl·lules, si estem treballant amb cèl·lules de LLC-B, cal fer passar 

l’extracte a través d’una xeringa amb agulla de 20G varies vegades. L’RNA final, es 

resuspèn en la quantitat adequada d’aigua DEPC, ressuspenent-lo a 65ºC, i amb ajut 

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

 

 

III.2. ANÀLISI DELS NIVELLS DE MISSATGER PER NORTHERN BLOT. 
 
Un cop obtingut l’RNA total (mitjançant el protocol del reactiu Ultraspec prèviament 

explicat), es segueix el següent protocol: 

• Per cada condició d’estudi es carreguen de 15 a 30 µg d’RNA total, que és 

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

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

gel. Afegir el tampó de càrrega. 

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

• Un cop el gel ha corregut el desitjat per tal que es separin bé els missatgers 

d’estudi, l’RNA és transferit  a membranes de niló (Hybond-N+, Amersham) 

durant tota la nit, amb tampó SSC-10X. 

• L’RNA, un cop transferit s’ha de fixar 2 hores a 80ºC.  

• Cal fer una preincubació  de la membrana, de 2 a 6 hores a 42ºC, amb una 

solució de prehibridació que contingui 100µg/ml d’esperma de salmó 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 inespecífiques de la sonda.  

• Per a fer la hibridació amb la sonda específica del gen (que es pot obtenir per 

purificació a partir d’una amplificació per PCR o bé per digestió d’un insert del 

gen clonat en un plàsmid) marcada radioactivament, primer cal marcar la 



___________________________________________________ MATERIALS I MÈTODES 

147 

sonda. Les sondes es marquen amb fosfor-32 (32-P) mitjançant el kit comercial 

de ramdom-primer Rediprime II – Random Prime Labelling System (Amersham 

Biosciences) d’acord amb el protocol del fabricant, utilitzant [α-32-P]dCTP 

(3000 Ci/mmol). Quantificació del marcatge amb un comptador de cpm. La 

quantitat de sonda marcada utilitzada depèn de cada sonda i del nivell 

d’expressió del gen d’estudi. 

• La hibridació de les membranes amb la sonda marcada radioactivament es fa 

a 42ºC  (igual que la prehibridació) durant tota la nit (en solució d’hibridació).  

• Un cop feta la hibridació de la sonda cal rentar la membrana amb SSC 0.1% i 

SDS 0.1% a la temperatura de 50-60ºC (el percentatge d’aquestes sals i la 

temperatura de rentat poden variar, depenent de l’astringència a la què 

vulguem rentar les membranes, que depèn del percentatge d’homologia de les 

sondes i de si són homòlogues o heteròlogues). Es fan diversos rentats.  

• S’exposen les membranes marcades radioactivament amb pel·lícules 

fotogràfiques a -80ºC durant períodes més o menys llargs de temps, o amb 

pantalles de phosphoimager, segons les condicions del Northern i el nivell de 

marcatge. La visualització del senyal es fa mitjançant un revelat fotogràfic 

convencional o al phosphoimager respectivament. 

 

Per a missatgers de mida gran, com XIAP, cal fer un tractament alcalí (NaOH 0.05 M, 

NaCl 1.5 M durant 15 minuts) al gel d’agarosa, seguit d’un tractament de neutralització 

(Tris-HCl 0.5 M, pH 7.5, NaCl 1.5 M) i rentats, abans de realitzar la transferència a la 

membrana de niló, per tal d’afavorir la transferència 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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Taula-M4. Principals tampons per a fer el Northern blot. 

     

 

III.3. OBTENCIÓ DE cDNA PER RT-PCR. 
 
Abans de poder fer la tècnica de la PCR quantitativa de temps real, cal obtenir el 

cDNA de les mostres d’estudi, mitjançant la retrotranscripció de l’RNA total. S’utilitza 

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

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

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

mostres d’estudi. La reacció es fa a 37ºC durant 2 hores. 

 

 

 

 

 

REACTIUS NECESSARIS PEL NORTHERN BLOT 

PREPARACIÓ DELS GELS I ELECTROFORESI 

Agarosa,  Formamida desionitzada 

MOPS (10x) pH=7.4, 0.2 M MOPS, 50 mM Acetat sòdic, 5 mM EDTA 

Tampó mostra RNA 6% formaldehid, 50% formamida desionitzada, 
20 µg/ml bromur d’etidi 

Tampó de càrrega (10x) 50% glicerol, 0.4% blau bromofenol, 0.4% xilè cianol 

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

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

TRANSFERÈNCIA 

SSC (20x) pH=7.4, 3 M NaCl, 0.3 M Citrat sòdic 

Transferència Protocol convencional (per capilaritat del tampó) 

Tampó transferència SSC-10x 

PREHIBRIDACIÓ I HIBRIDACIÓ 

Solució prehibridació 5 ml formamida, 3 ml SSC-20x, 1 ml Denhart-50x, 500 µl SDS-
10x, 200 µl esperma de salmó (preparat a 10 mg/ml) 

Solució hibridació Igual que la solució de prehibridació (es pot afegir 1 g sulfat de 
dextrà per cada 10 ml solució), però amb la sonda marcada 

RENTATS 

Solució rentats 0.1 % SDS, 0.1% SSC (variable segons astringència rentats) 
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III.4. ANÀLISI DELS NIVELLS DE MISSATGER PER  PCR QUANTITATIVA. 
 
El cDNA obtingut de les mostres a estudiar (una alíquota de la retrotranscripció feta, 

segons la quantitat d’RNA de la què hem partit), s’utilitza com a motlle per amplificar-

se mitjançant la PCR-quantitativa. Per detectar la modulació de cada missatger 

d’estudi es fan servir els kits predissenyats Assay on Demand Gene Expression (PE 

Applied Biosystems) específics per cada un d’ells. Aquests kits contenen primers i 

sondes fluorescents específiques Taqman que permeten la monitorització 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 Cientificotècnics de la Facultat de 

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

 
 

IV. DNA 
 
IV.1. EXTRACCIÓ DEL DNA GENÒMIC. 
L’extracció del DNA genòmic es fa mitjançant 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 genòmic de limfòcits. 

Per l’anàlisi de la presència 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 cèl·lules 

mononucleades separades mitjançant un gradient de Ficoll. En les mostres en què 

fem l’extracció després d’haver fet un gradient de Ficoll podem assegurar que ho fem 

a partir d’una població molt majoritària de limfòcits B, tot i que també hi ha limfòcits T i 

monòcits. En les mostres on partim de sang total, l’extracció del DNA és a partir de les 

diferents poblacions cel·lulars presents a la sang. El DNA és resuspès amb aigua 

autoclavada i es guarda a 4ºC. 

 

IV.1.2. DNA genòmic de cèl·lules de l’epiteli bucal d’individus sans control. 

Es fa un raspat de les cèl·lules epitelials de les parets de la cavitat bucal amb un 

escuradents. Les cèl·lules es resuspenen en 200 µl de PBS i es realitza l’extracció de 

DNA amb el Kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, 

Alemanya). El DNA és resuspès amb aigua autoclavada i es guarda a 4ºC. 
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IV.2. AMPLIFICACIÓ 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’inserció al promotor d’mcl-1 dels fragments  de 6 o 18 

nucleòtids. Els primers dissenyats van ser: primerF: 5’-gcactcagagcctccgaaga-3’, i 

primerR: 5’-gcgcacggcacctaccagct-3’. La reacció de PCR es fa en un volum de 50 µl 

en condicions estàndard amb un cicle d’amplificació de 35 cicles (desnaturalització a 

94ºC durant 30 segons, anellament dels primers a 58ºC durant 1 minut i extensió a 

72ºC durant 30 segons), i una extensió final a 72ºC durant 10 minuts, en un 

termociclador Perkin Elmer. 

 

Els productes de PCR, 15 µl de la reacció, 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 inserció 

s’amplifica una banda de 99 parells de bases, i en els casos on hi ha inserció, es 

visualitzen bandes de 105 i/o 117 parells de bases, que es corresponen a les 

insercions de 6 i 18 nucleòtids respectivament. 

 

IV.3. SEQÜENCIACIÓ DE LES BANDES AMPLIFICADES PER PCR. 
 
Les bandes amplificades per PCR són confirmades per seqüenciació. Cada una de les 

bandes que es vol seqüenciar es retalla del gel d’acrilamida-bisacrilamida, es posa 

sobre un tros de paper Watmann, i es deshidrata a 80ºC durant 1 hora en un 

assecador de gels.  El DNA present en les bandes és eluït en 120 µl de TE a 37ºC 

durant 1 hora. Es realitza una amplificació del fragment per PCR amb els mateixos 

primers i en les mateixes condicions d’amplificació. Els fragments amplificats es 

sotmeten a electroforesi en gels d’agarosa al 2%, que són tenyits amb bromur d’etidi i 

visualitzats amb un transiluminador de llum ultraviolada. Les bandes amplificades són 

retallades i purificades amb el Kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Posteriorment 

es confirmen els resultats mitjançant la reacció de seqüència de cada una de les 

bandes amplificades. 
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V. TRANSFECCIÓ DE CÈL·LULES JURKAT. 
 
V.1. OBTENCIÓ DELS PLÀSMIDS. 
 
Durant el desenvolupament de la Tesi, s’han utilitzat diferents plàsmids, tant 

d’expressió de proteïnes, com és el cas dels plàsmids utilitzats per normalitzar la 

quantitat de cèl·lules transfectades, com plàsmids que portaven diferents promotors 

dels gens d’estudi davant del gen reporter de la luciferasa. Alguns d’aquests plàsmids 

han estat sintetitzats al nostre laboratori, mentre que d’altres han estat cedits per 

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

 

L’obtenció de grans quantitats de plàsmid es fa mitjançant la transformació de 

bactèries competents (E. coli  de la soca DH5α) per la tècnica del xoc tèrmic (seguint 

el protocol de Manniatis). La purificació dels plàsmids es realitza amb kits comercials 

de Maxiprep, seguint les instruccions dels diferents fabricants. La quantificació de les 

concentracions i la puresa a la què es troben les diferents construccions es realitza 

mesurant l’absorvància a 260 nm per espectrofotometria, i el posterior anàlisi en gels 

d’agarosa al 1%. 

 

Plàsmid Construcció 

pACC Conté el promotor de l’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’expressió buit. 

pEGFPN-1 Vector d’expressió per la Green Fluorescent Protein, sota el promotor constitutiu del citomegalovirus. 

pFAS Conté el promotor de la sintetasa d’àcids grassos davant del gen de la luciferasa.  

pGL2-Basic Vector que permet clonar diferents promotors dels gens d’interès davant del gen de la Luciferasa. 

pMcl-1 Promotor del gen mcl-1 davant del gen de la Luciferasa. 

XIAP Vector que porta la regió 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 TRANSFECCIÓ. 
 
Per tal de sobreexpressar transitòriament les proteïnes d’interès, o bé les proteïnes 

reporters sota control dels promotors d’estudi en les cèl·lules Jurkat, es transfecten les 

cèl·lules mitjançant la tècnica d’electroporació: 

• Per cada condició d’electroporació calen 10x106 cèl·lules Jurkat en fase 

logarítmica de creixement.  

• Les cèl·lules es renten amb RPMI i es resuspenen amb 650 µl de medi complet 

sense antibiòtics. 

• Afegir els plàsmids a la suspensió de cèl·lules: 2 µg del plàsmid reporter 

(pEGFPN-1) i 8-10 µg del plàsmid d’interès (o pGL2-Basic com a control). 

Totes les electroporacions cal fer-les amb igual quantitat de plàsmid. 

• Electroporació amb cubetes de 0,4 cm de pas, a un voltatge de 250 V i una 

capacitància de 975 µF, utilitzant un electroporador Electro Cell Manipulator 

600 (BTX Inc). 

• Després de la descàrrega de l’electroporador, les cèl·lules es dilueixen 

ràpidament en medi de cultiu complet i es deixen a l’incubador. 

• Passades 24 hores, les cèl·lules electroporades es poden sotmetre als 

diferents tractaments. 

• Recollida de les cèl·lules per obtenir els extractes proteics i analitzar els nivells 

d’expressió d’activitat luciferasa en un luminòmetre. Cal agafar una alíquota per 

analitzar els nivells d’expressió del plàsmid reporter pEGFPN-1 per citometria 

de flux, per saber el tant per cert de cèl·lules electroporades, i una alíquota per 

quantificar la quantitat de proteïna total de cada una de les mostres. Els 

resultats del luminòmetre s’expressen en funció del percentatge de cèl·lules 

electroporades i dels nivells proteics de cada mostra.  
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VI. APÈNDIX. PRINCIPALS REACTIUS i DROGUES UTILITZATS. 
 
A la Taula-M6 s’indiquen els principals reactius utilitzats i la casa comercial. 

 

 
TAULA-M6. Principals reactius comercials i proveïdors.  

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

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

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

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

una setmana.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

PRODUCTE PROVEÏDOR PRODUCTE PROVEÏDOR 

Actinomicina D SIGMA Ficoll/Hypaque Seromed 

anexina V-FITC Bender Medsystems IL-4 R&D Systems 

anti-CD19-PE Becton Dickinson Iodur de propidi SIGMA 

anti-CD3-APC Becton Dickinson Ionomicina Calbiochem 

Aspirina SIGMA LLNL SIGMA 

BisI Calbiochem LY294002 Calbiochem 

Cicloheximida          SIGMA MG132 SIGMA 

Dexametasona Merck RPMI 1640 Biological Industries 

DMSO SIGMA TPA SIGMA 

Estaurosporina SIGMA U0126 Calbiochem 

FBS (sèrum) Gibco BRL Z-VAD.fmk Bachem 
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ABREVIACIONS 
 
ABB: d’Annexin Binding-buffer (tampó d’unió d’anexina) 
AIF: d’Apoptosis-Inducing Factor 
Anexina V-FITC: anexina conjugada amb isotiocianat de fluoresceïna 
Anexina V-PE: anexina conjugada amb ficoeritrina 
ANT: d’Adenine Ncleotide Tanslocator (translocador de nucleòtids d’adenina) 
Apaf-1: d’Apoptotic protease activating factor-1 
ASA: aspirina (àcid acetilsalicílic) 
ATM: d’atàxia telangiectàsia 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 
BisI: bisindolylmaleimide I (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 pI 
DISC: de Death-inducing signaling complex 
DMSO: dimetilsulfòxid 
ECCC: de European Collection of Cell Cultures 
EGF: de Epidermal growth factor 
ERK 1/2 : de Extracellular signal-regulated 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 (sèrum fetal boví) 
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 l’apoptosi) 
ICAD: de Inhibitor of caspase-activated DNase 
ICE: de IL-1β converting enzime 
IFN: interferó 
IKK: de Inhibitor of κB (I-κB) 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: leucèmia limfàtica crònica de cèl·lules B  
LPS: lipopolisacàrid 
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-κB: de Nuclear factor κB 
NOD: de nucleotide-binding oligomerization domain 
AINEs: drogues antiinflamatòries no esteroidals (de l’anglès 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 (reacció en cadena de la polimerasa) 
PDE: de phosphodiesterase 
PIP3: fosfatidil inositol trifosfat 
PI3K: de phosphatidylinositol-3 kinase 
PKA: proteïna quinasa A (de c-AMP-dependent protein kinase) 
PKB/Akt: proteïna quinasa B   
PKC. proteïna quinasa C  
PKG: proteïna quinasa G (de cGMP-dependent protein quinase) 
PTB: de polypyrimidine tract binding protein  
p70S6K : de p70 S6-kinase 
RNAi: de RNA interference (RNA d’interferencia) 
Rapa: de rapamicina (inhibidor específic de p70S6K) 
RE: reticle endoplamàtic 
RZFs: de RING zing-fingers 
RIP: de Receptor-Interacting Protein 
ROS: de Reactive Oxygen Species (espècies reactives de l’oxigen) 
RT-PCR: assaig de retrotranscripció-PCR 
SDF-1: de Stromal cell-derived factor-1 
SDS: dodecil sulfat sòdic 
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: tampó Tris-Borat-EDTA 
TBST: tampó Tris-salí amb Tween-20 
TCR: de T-cell receptor 
TNF: de Tumor Necrosis Factor 
TNFR: receptor de TNF 
TPA: forbol 12-miristat 13-acetat (èster 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) 
µF: microFaradis (capacitància) 
µM: microMolar 
µg: micrograms 
5’-UTR: de Untranslated region (regió 5’-no traduída del gen) 
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