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1. Biologia molecular

1.1 Teécniques estandards

1.1.1 PCR

La reaccio en cadena de la polimerasa, PCR (Saiki et al., 1988) s’ha utilitzat per a
amplificar fragments de DNA a partir de plasmidis amb el cDNA clonat. La PCR
utilitza la Pfu DNA polimerasa (Stratagene), un enzim d’elevada fidelitat de copia,
capa¢ de sintetitzar DNA a les temperatures necessaries per a deshibridar les
cadenes de DNA i hibridar els oligonucleotids a les cadenes complementaries de
DNA, atesa la seva naturalesa termoestable. L’aparell emprat ha estat Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 2400. ElI tampd adequat per a la reaccié conté
magnesi, dNTPs i dos oligonucledtids, directe i invers, complementaris als limits del
fragment de DNA a amplificar. Els oligonucleotids encebadors (primers) han de ser el
més especifics possible a la regié del DNA on s’han d’hibridar, amb una llargada
mitjana d’uns 20 nucleodtids i un contingut minim del 50 % en bases G i C, evitant la
formacié d’estructures secundaries. Per al disseny dels primers s’ha usat el

programa DNAstar (Lasergene).
1.1.2 Clonatge

Procés a partir del qual s’aconsegueix la lligacié del DNA, el qual implica reaccions
de digestio i obtencié de DNA amb extrems roms o cohesius segons allo descrit per
Sambrook i col-laboradors (Sambrook and Russell, 2001). L'enzim T4 DNA lligasa
(New England Biolabs, NEB) s’ha usat per a lligar inserts de DNA i plasmidis durant
2 o0 3 hores a temperatura ambient. Les quantitats totals de DNA oscil-len entre 10-
500 ng de DNA amb un excés de les molécules d’'insert respecte a les de plasmidi
(relacio 3 :1).

Per a clonar els fragments de DNA que provenien de la PCR, s’ha utilitzat el paquet

comercial pGEMt easy (Promega) segons les indicacions del fabricant.
1.1.3 Transformacio de cél-lules competents

Técnica a partir de la qual s’introdueix DNA exogen, plasmidi que conté el DNA
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d’'intereés, en ceél-lules procariotes. Per a aconseguir la internalitzacio del plasmidi,
s’altera la permeabilitat de la membrana bacteriana mitjangant xoc termic (Sambrook
and Russell, 2001) amb el seguent protocol:

S’afegeix el DNA plamidic (relacié 10:1) a 50 ul de cél-lules competents pretractades
amb clorur de calci. Després de 10 minuts en gel, s’'incuba la barreja 1 minut a 42 °C
i 5 minuts a 4 °C. S’afegeix 1 mL de medi LB (1 % triptona, 0.5 % extracte de llevat i
1 % NaCl) i s’incuba durant 1 hora a 37 °C, en agitacié constant. A continuacio, se
sembren 200 pl de la suspensio cel-lular (o es centrifuga el tub i es torna a
resuspendre el precipitat en un volum de 200 ul) sobre plaques de LB-agar (1.5 %
agar), que contenen l'antibidtic, al qual és resistent el plasmidi que hem introduit.
S’incuben les plaques a 37 °C durant tota la nit.

S’han utilitzat cel-lules competents d’E.coli DH5a per als passos inicials de biologia
molecular i la soca d’ E.coli BL21(DE3) (Stratagene), transformada amb els plasmidis
d’expressio per a produir la proteina recombinant. Els plasmidis utilitzats pTrcHisA,
pGEX6p conferien resisténcia a ampicil-lina, mentre que pET28a(+) ho fa a la

kanamicina.

1.1.4 Obtencié de DNA plasmidic

Per a aillar el DNA plasmidic dels cultius cel-lulars, s’han utilitzat els kits de miniprep
per a cultius de 5 ml (Qiagen Plasmid Miniprep) i maxiprep per cultius a de 500 ml
(Qiagen Plasmid Maxiprep) segons les recomanacions del fabricant. Aquests
protocols es basen en la lisi inicial de la paret cel-lular mitjangat tractament alcali (lisi
alcalina), seguida per I'absorcio del DNA a una reina de silice en presencia d’'un
tampo amb alta concentracié de sal i la posterior elucié amb un tampdé amb baixa
concentracio de sal (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH8.0).

1.1.5 Sequenciacié del DNA

Per a comprovar I'abséncia d’errors, s’han sequenciat totes les construccions de
DNA mitjangant el paquet de sequenciacio ABI-Prism DNA versio 3.0 (Applied
Biosystems). Es du a terme una reaccié de PCR i es posen dNTPs marcats amb
diferents grups fluordfors. A continuacid, les cadenes de DNA soén analitzades per

electroforesi capil-lar i fluorimetria amb el sequenciador ABI Prism 3700 (Applied
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Biosystems) al servei de sequenciacié dels Serveis Cientifico-Técnics (SCT) de la

Universitat de Barcelona al Parc Cientific de Barcelona.
1.1.6 Electroforesi de DNA

Per a separar molécules de DNA de diferents mides s’ha usat I'electroforesi en gel
d’agarosa segons alld descrit per Sambrook i col-laboradors (Sambrook and Russell,
2001). El gel s’obté dissolent 1.5 % d’agarosa en tampo6 TAE (TrisHCI 40 mM, EDTA
2 mM), s’escalfa, s’afegeixen 0.5 pg/mL de bromur d’etidi i es deixa gelificar dins de
la cubeta d’electroforesi. Es carreguen les mostres, a les quals s’ha afegit el tampo
de carrega a una concentracié final de 5 % de glicerol i 0.05 % de blau de
bromofenol i se sotmet a una diferéncia de potencial de 80 V en el tampod
d’electroforesi TAE. El DNA és visible a 'UV atés que les molécules de bromur d’etidi
presents en el gel d’agarosa s’intercalen entre les cadenes de DNA i donen lloc a

una fluorescéncia rosada.

1.2 Construccio del vectors d’expressio

El plasmidi bacteria usat per a I'expressio de les nostres proteines d’interés és el
pTrcHis (invitrogen) que té una cua de sis histidines, un epitop X-press i un lloc de
tall per EK a N-terminal d’on clonem la proteina. Hem construit tres plasmidis:
pTrcHishGrBAT (amb el domini semblant a glucosidasa d’rBAT huma),
pTrcHisrGrBAT (amb el domini semblant a glucosidasa drBAT de conill) i
pTrcHishG4F2hc (amb el domini semblant a glucosidasa de 4F2hc huma) (figura 9).
L’estratégia de clonatge ha estat, en el cas de pTrcHishGrBAT i pTrcHisrGrBAT, per
PCR introduint en el fragment amplificat una diana BamHlI just on comenca el domini
semblant a glucosidases amb primers que incloien aquesta diana en I'extrem 5’
(veure en taula 10 BamHI.RBAT i BamH1.rGrBAT respectivament) i la seva posterior
digesti6 amb BamHI i un enzim de restriccio la diana del qual ja es trobava dins el
producte de PCR (Hindlll i Xhol respectivament). pTrcHishG4F2hc ha estat clonat a
partir d’'un insert producte d’'una digestié amb Nrul i Hindlll d’un plasmidi del nostre
laboratori on hi ha el cDNA de 4F2hc huma clonat (pSPORT-h4F2hc).

Els plasmidis pGEX6p1-hG4F2hc i pGEX6p1-hGrBAT i pET28-hG4F2hc i
pET28-hGrBAT s’han construit a partir dels plasmidis comercials pGEX6p1
(Amersham) que té la proteina de fusi6 GST abans del lloc de clonatge i pET28a
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(Novagen) que té una cua de 6 histidines a 5’ del lloc de clonatge. En el cas dels
plasmidis d’rBAT han estat clonats a partir de pTrcHishGrBAT entre les dianes de
restriccio BamHI i Notl i en el cas de 4F2hc a partir de pTrcHishG4F2hc digerint amb
un unic enzim BamHI. També s’ha fet la construccié pTrcHishGrBAT-Cter i
pGEX6p1hGrBAT-Cter (li manquen els aminoacids 652-686 d’rBATh) mitjancant la
introduccié d’un coddé STOP i d’'una diana de restriccio Xhol a 3’per PCR (veure en la
taula 10 CterXho).

Per a I'expressio en cel-lules eucariotes d’ED4F2hc s’ha construit el plasmidi pEF-
ED4F2hc-Fc (veure taula 11). La introduccié de les dianes de la proteasa trombina
(Amersham) s’ha fet mitjancant PCR amb primers que incloien aquestes dianes
(ThrBamHIREV taula 10). Aquest vector s’ha construit amb 2 passos per obtenir un
vector final amb peéptid senyal (SP, perqué la proteina sigui secretada), epitop HA i
diana per trombina a N-terminal, i diana per trombina i fragment Fc de IgG humanes
a C-terminal de I'ectodomini de 4F2hc.

Nom primer Seqiiéncia 5°-3’ motiu

Clonacié ED-rBAT huma
FORWARD
Clonacié ED-rBAT huma
REVERSE

BamHI.RBAT AGGGATCCGACTGGTGGCAGGAGGGGC
pbshrbat.rev GTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGG

Clonacié ED-rBAT de conill
BamH1.rGrBAT GGGATCCGATTGGTGGCAGGCAGGGC FORWARD

. Amplificacié a partir de pTrcHis
HisFOR2 CGGACTCTGTACGACGATGACG FORWARD

Clonacio rBATh sense la cua C-
terminal (652-685) REVERSE
Clonacié subdomini rBATh

CterXho AAGCTCGAGCTAGTTGTGTTCAAAGATGAG
NcolrBBFOR TAACCATGGCTTTCATACCAAACCACACGAG

FORWARD

EcoRIrBsub CTTGAATTCACTAATTGCGGAAATTTAAATCAGGT Clonacid subdomini rBATh
. sequenciar pTrcHis

pTrcHisFOR GAGGTATATATTAATGTATCG FORWARD.
pTrcHISREVBO GAGTTCGGCATGGGGTCAGGT e e

sequenciar rBAT de conill
mBAT1/2FOR  TCACAGCCTGGATGGAAAACA el

sequenciar rBAT de conill
rrBAT1/4F ATGTTCAAGAAGAAATAAAAG 2l e

sequenciar rBAT de conill
mBAT1/2REV  ATTGGGCCATTTTCCTTC =g
Xba1FOR CGCTCTAGACCGGCGCAGAAGTGG SlopuclolE R aalliui ol

pBSKS-SP-HA FORWARD
Clonacié ED-4F2hc huma en
ThrBamHIREVY  GGTCGGATCCACGAGGAACCAAGGCCGCGTAGGGGAAGC pBSKS-SP-HA més lloc de tall
per Thrombin REVERSE

Taula 10. Taula de primers. Taula amb tots els primers usats en aquesta tesi amb el motiu de

cadascun.
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Plasmidi

Nom construccio
mare

Dianes de

restriccio

E S

Caracteristiques

pTrcHishEDaFzne  BIEVSC itrspg) Nl Hindll tal por EX 2 N-termingl
pTreHishEDBAT 0V Gatio6ss)  hmdll  poshroatrev  i9em
pTrcHisrEDrBAT ?I-r:\r/(i;t?cisgén) (22_2%3277) BamHl i Xhol E?mm TGBATI  idem
PGEX6p1-hED4F2hc E’Aenfé(gﬁ;m) gz_ﬁf?sczg) BamHi GST a N-terminal
PGEX6p1-hEDrBAT ?f‘nfégﬁ;m) 22_:3213%6) BamHi i Notl GST a N-terminal
PET28-hED4F2hc E’nga%i i 22_‘11512?5029) BamHI éxHis a N-terminal
PET28-hEDrBAT ?ﬁgfazae 5 gg'ﬁ/g_g%) BamHi i Notl 6xHis a N-terminal
pTrcHishEDBAT-Cler [/ Eesr)  BamHliXhol e per K a Netemminl
IégiliXGPMEDrBAT_ ?Ej:gﬁ;m) gz_ﬁg:%hm) BamHlI i Xhol CH;ItZIr:)?hFéZ i GST a N-terminal
Eoarzne (O, Cosasnovas)  ED-4F2heTh  XbaliBami  3pe i, S n e e T
REREDSRARCIRC ?[I)Erl.:ggsasnovas) EFPZEQZIE\?- =alll Uzl EE ;Hé-t-{a?&?ngl-ter e

Taula 11. Taula de vectors. Vectors construits durant la tesi per usar en experiments d’expressio.
2. Tecniques d’expressié

2.1 Expressio pilot

Per tal d’optimitzar diferents parametres de I'expressio de les nostres proteines hem
fet expressions pilot que consisteixen en el creixement (37°C 250rpm
aproximadament) en 125 ml de medi LB amb ampicil-lina d’un indcul de 500 pl
provinent d’'un cultiu liquid de 2 ml ON a la temperatura desitjada de les cél-lules
d’'interés. Quan aquest cultiu arriba a la ODgy requerida s’indueix mitjangant
'addici6 d'IPTG a la concentracié desitjada. En les hores posteriors s’agafen
aliquotes d’1 ml del cultiu, es mesura I'ODegqo i €s centrifuga a 13000 rpm 3 min. El
pél-let de cél-lules es guarda a —20 °C per tal de ser analitzat posteriorment. Quan
s’han agafat totes les aliquotes requerides els pel-lets sén descongelats, resuspesos
en tampo fosfat 20mM pH7 i lisats per congelacié/descongelacié durant quatre cicles
(mitjangant nitrogen liquid i un bany a 42 °C). Aquesta solucio se centrifuga durant
30 min a 13000 rpm a 4°C i es guarden els sobrenedants (proteina soluble) i els
precipitats (proteina no soluble i cossos d’inclusid) per a la seva posterior analisi per

Western Blot i tincio de proteines de Coomassie.
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Soques utilitzades: Hem fet expressions pilots amb diferents soques d’E.
coli: DH5a, TOP10, JM109, XL1Blue i BL21DE3. Totes elles han estat fetes
competents amb el métode de CaCl, (Current Protocols in Protein Science) i
transformades amb els plasmidis. Després s’han fet expressions pilot i s’han

comparat.

Induccié a diferents temps de la corba de creixement exponencial.
Després de determinar la corba de creixement (lectures de ODgoo a cada hora) per a
cada soca de cél-lules i per a cada plasmidi transformat, s’han induit les cél-lules en
les tres fases del creixement exponencial: al principi, al mig i al final i s’han

comparat.

Temperatures d’induccié: també s’ha provat de baixar la temperatura de
creixement després d’'induir fins a 20 °C i deixar créixer les cél-lules over night (ON)

a aquesta temperatura (agitant en un bany orbital a RT).

2.2 Expressi6 a gran escala

A partir dels resultats de les expressions pilot s’estableixen les millors condicions
d’expressio per a cada proteina i es preparen els cultius d’E. coli amb més quantitat
per tal d’obtenir proteina en quantitat abundant. Al llarg del temps el protocol es va

millorant, fins a arribar al protocol actual:

Primer dia:

Posar starter ON del glicerol: 20 ml LB ampicil-lina d’starter per 4 litres de cultiu.

Segon dia:

1- Inocular I'starter en el volum total de cultiu al migdia (14-15h). Esperar que la OD
sigui de 0,6-0,7 (3,5 h aprox.).

2- Preparar IPTG per induir: IPTG 1M en aigua, filtrat. 5g IPTG (MW 238,3) dissolt
en 21 ml d’aigua miliQ i filtrat amb filtre 0,22um amb xeringa. Guardar a -20°C.

3- Abans d’'induir separar una aliquota (uns 25 ml) per fer cultiu no induit (To).

4- Induir cultiu amb una concentracié d’'IPTG 1 mM (1/1000 de la solucié 1 M). (1 mi

per litre)
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5- Deixar créixer ON a 37 °C (unes 16 hores aproximadament)

Tercer dia:

1- Recollir una aliquota de 100 pl de cél-lules de cultiu no induit (de I'aliquota que
hem separat) i de cultiu induit per carregar en un gel d’'SDS

2- Centrifugar el cultiu a 6000 xg a 4°C durant 15-30 minuts.

3- Descartar el medi

4- Resuspendre els pél-lets aproximadament a 2/1 (volum/pes) (per ex., 4 litres £25
mg de pél-let = 50 ml de buffer)

5- Congelar els pél-lets resuspesos amb buffer de lisi en falcons a -80 °C (si es vol
guardar). (Buffer lisi : 0,02 M NaHPQO4, 0,5 M NaCl, pH 7,4)

L’expressio estandard actual és: un inocul de 16 ml (procedent d’un cultiu ON) és
inoculat en 41 d'LB amb ampicil-lina i aquest es deixa créixer (a 37 °C i 250 rpm) fins
a una ODgoo de 0,6-0,7. En aquest punt s’indueix el cultiu amb una concentracio
d'IPTG final d'1 mM i es deixa créixer el temps requerit segons els resultats de les
expressions pilot (16 hores en el cas de BL21-HishG4F2hc). El cultiu se centrifuga a

6000xg a 4°C durant 15 min i el pél-let resultant s'utilitza o es congela a —80°C.

2.3 Expressid a gran escala amb selenometionina

Per produir la proteina amb selenometionina enlloc de metionina es va utilitzar un
protocol semblant al estandard perd amb algunes diferéncies. Per de créixer les
cél-lules BL21 transformades amb HishG4F2hc s’ha utilitzat un medi especial enlloc
d’LB. El medi s'Tanomena M9 medi minim i conté: 6 g de Na;HPO,4, 3 g de KH,POy4, 1
g de NH4Cl i 0,5g NaCl en un litre d’aigua bidestil-lada. A aquest medi se li afegeixen
tots els aminoacids a 40 pg/ml excepte glicina, prolina, asparagina, cisteina i
metionina que préviament han estat pesats i dissolts en una solucié 50X; glucosa al
0,2 % final (preparar solucié 20 % glucosa), 2 yM MgSO, (prepara solucio 1 M
MgSQy,), 0,1 uM de CaxCl (d’'una soluci6 2 M CayCl), tiamina i biotina 0,5 mg/l
(solucions mare 0,5 % de cadascuna) i ampicil-lina 1/1000. El protocol és idéntic fins
al moment que els cultius estan a una OD=0,5-0,6 (segon dia), quan es centrifuguen
a 3000 rpm i els péllets son ressuspesos en el medi descrit abans. Es deixen

recuperar les cél-lules 15 minuts i se’ls afegeix la L-Se-Met a 50 mg/l de cultiu. Es
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deixen recuperar 15 minuts més i s'indueixen els cultius amb IPTG 1mM. La resta és

idéntica a I'expressio estandard.
2.4 Expressio en cél-lules HEK 293T

L’ectodomini de 4F2hc també ha estat produit en cél-lules eucariotes amb el seguent
protocol. EI medi de cultiu escollit és especial per créixer cél-lules eucariotes sense
sérum. D’aquesta manera obtenim un medi amb la proteina secretada amb molt poc

contingut de proteines contaminants (veure apartat resultats)

Es plaquegen les cél-lules a la confluéncia desitjada (> del 50 %). Es transfecten les
cél-lules HEK 293T amb el protocol de clorur calcic, de manera transitoria. Es deixen
les cél-lules a 37 °C ON. El seglent dia es posa medi Optimem (Invitrogen) sense
sérum, només amb antibidtic afegit. Al cap de tres dies es recull el medi i se’n posa
de fresc, que es recollira al cap de tres dies; aquesta operacié es pot fer fins que les
cél-lules es morin. S’analitza en un gel desnaturalitzant el medi recollit per saber si hi
ha la proteina secretada. Si hi és, es concentra el medi i es carrega en una

cromatografia d’afinitat (veure apartat 3.4 de Materials i Métodes)
3. Técniques de purificacio

Un cop el precipitat de cél-lules es resuspén en tampé de lisi (50ml per cada pél-let
provinent de 4 | de cultiu) (tampd de carrega de la columna de purificacié seguent
amb inhibidors de proteases, lisozim 1 mg/ml i DNAsa 5ug/ml) es deixa 30 min en
gel. Després es passa per una cel-la de French press a 20000 psi 2 vegades (en
aquest cas no cal afegir lisozim al tampo de lisi) o se sonica en gel (4 cicles de 30
segons ON/OFF) fins que canvia de color. Se centrifuga la solucié de lisat a 4 °C
durant 45 min a 16000 xg i el sobrenedant d’aquest pas es torna a centrifugar a 4 °C
durant 45 min a 16000 xg. El sobrenedant d’aquestes centrifugacions correspon a la
fraccio de la proteina soluble, i és la que s’usara per a la seva posterior purificacio
després de ser filtrat amb un filtre de 0,45 ym per treure les impureses quan ho

volem carregar a 'FPLC.
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3.1 Cromatografia d’afinitat amb Ni**

Aquesta técnica permet la separacio de proteines en base a la interaccio reversible
entre un lligand especific unit covalentment a una matriu i una proteina. En el nostre
estudi, sha utilitzat la cua de 6 histidines en I'extrem N-terminal per a interaccionar
amb I'i6 Ni** unit a la reina. Aquesta técnica ha estat escollida com a primera etapa
en la purificacié de I'ectodomini de 4F2hc i durant la tesi se n’han posat a punt tres
modalitats:

Purificacié en Batch sota condicions natives
Es barreja el lisat amb una resina d’agarosa amb Ni?*unit (Ni-NTA Qiagen) en una
proporcio 4:1 i s’agita en un agitador orbital a 4°C durant 1-2 hores. S’empaqueta la
resina en una columna deixant sortir I'Slurry o proteina no unida a la resina. Es fan
diversos rentats amb tampons (Fosfat 50 mM pH7, NaCl 1 M) que tenen una
concentracio d’imidazol creixent (de 5 mM a 50 mM) amb un total d'uns 8 CV
(volums de columna) i finalment s’elueix amb un tampo6 250 mM d’imidazol (Fosfat 50
mM pH 7, NaCl 1 M) amb un volum de 3 CV. Es recullen diverses fraccions de cada

pas per la seva posterior analisi per Western Blot i tincié de proteines de Coomassie.

Purificacié en un FPLC
Mitiancant un AktaFPLC (Amersham Biosciences) amb una columna
HiTrapChelating HP (Amersham Biosciences) d’1 ml o 5 ml, carregada amb 1 0 2,5
ml de NiSO4 0,1 M respectivament, es carrega I'extracte de proteines solubles i se
sotmet a un programa de purificacio (software UNICORN, Amersham Biosciences)
que consisteix a equilibrar la columna amb el tampo6 Fosfat 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5
M i fer els rentats i l'eluci6 a determinades concentracions d’imidazol que
aconsegueix barrejant el tampd anterior amb un altre d’igual per6 amb 500 mM
d’imidazol. Les fraccions son recollides per un col-lector i s’analitzen els pics de

proteina del cromatograma per Coomassie i/o Western Blot.
Purificacié mitjancant digestié amb enteroquinasa.
Es carreguen els 50 ml de la part soluble de la lisi dels cultius en una columna

HiTrap Chelating de 5ml carregada amb niquel a un flux 0,5-1ml/min. Un cop la
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columna esta carregada amb la proteina s’equilibra amb 2CV (volum de columna) de
tris 50mM pH8 i després amb 4CV de buffer de cleavage de I'Enterokinase EK-Max
(Invitrogen) (tris 50mM pH8, 1mM CaCly, 0.1% tween-20). Es desmunta la columna
de 'FPLC i s’hi injecta amb una xeringa 1 CV de buffer de cleavage amb 50U de la
proteasa especifica enteroquinasa. Es deixa agitant en un orbital ON a temperatura
ambient. L’endema es torna a connectar la columna a I'FPLC i en les primeres
fraccions es recull la proteina sense cua d’histidines que ha estat tallada junt amb

I'enteroquinasa que no estava unida a la columna.

3.2 Cromatografia d’intercanvi ionic

Malgrat que la puresa de la cromatografia d’afinitat era bastant elevada ens quedava
'enteroquinasa barrejada amb [I'elucié. Aixi doncs hem fet un segon pas de
purificacié. En aquest cas hem escollit una cromatografia d’intercanvi anionic, ja que
I'ectodomini de 4F2hc té un pl tedric de 5,5. En posar la proteina a pH 8 aquesta
esta carregada negativament i s’'uneix a una resina carregada positivament. L’elucio
es fa amb un gradient de forga idnica.

Les fraccions obtingudes en la cromatografia d’afinitat es carreguen en una columna
d’intercanvi idonic monoQ (Amersham, monoQ HR 5/5) i aquesta s’elueix amb un
gradient de 20 CV entre tampo tris pH 8 i tampd tris pH 8 i 1 M de NaCl. El pic
resultant d’aquesta cromatografia acostuma a ser la proteina sense la cua
d’histidines i > 90 % pura.

3.3 Cromatografia de filtracié en gel

Aquest tipus de cromatografia es basa en la separacio de les molécules en funcié de
la seva mida. Aquesta técnica va ser escollida com a ultim pas tant en la purificacié
d’ED4F2hc en alguna ocasi6 i també per a I'estudi de I'oligomeritzacio de la proteina
pura.

Les fraccions eluides positives de la cromatografia d’afinitat es concentren i es
canvia el tampd amb el de la cromatografia, es concentren i es carreguen en una
columna de filtraci6 en gel Superdex 200 HR10/30 Prep grade (Amersham
Biosciences) i la proteina s’elueix en un tampdé que conté 50mM fosfat sodic, 150

mM NaCl , pH 7,2. Per a calibrar la columna, sha utilitzat el paquet de marcadors de
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pes molecular especific per a cromatografia de filtracié en gel (Sigma-Aldrich).

3.4 Cromatografia d’afinitat amb proteina A

Per a la proteina produida en cellules eucariotes s’ha utilitzat aquesta
cromatografia, ja que en el constructe de la proteina secretada tenim el fragment Fc

de les IgG humanes que s’uneix amb alta afinitat a la proteina A.

Es carrega la proteina que prové del medi de les cél-lules HEK293T, concentrat amb
un concentrador de 50 KDa, en una columna HiTrap ProtA d’1 ml (Amersham
Biosciences). L’elucié s’ha fet, com en el cas de la proteina produida en bacteris, per
digesti6 amb una proteasa especifica, en aquest cas la Trombina (Amersham), que
ens separa les cues HA i Fc de la proteina recombinant deixant-nos només la
proteina d’interés. El protocol és igual al citat per I'enteroquinasa, perd en aquest cas

es posen a la columna 1000 unitats de trombina.

Després de l'elucié dels fragments alliberats amb la trombina es concentra la

proteina pura a > 90 %.

3.5 Concentradors de proteina

En tots els passos on cal canviar el tampé de la mostra o concentrar la proteina de la
mostra s’ha utilitzat la tecnologia d’ultrafiltracié, amb uns filtres que retenen
macromolécules de diferents mides, en el nostre cas de > 10 KDa i > 50 KDa.
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter (Millipore) per volums <15 ml

Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter (Millipore) per volums d’1—4 ml

Centricon Centrifugal Filter Units (Millipore) per volums <2ml

Tots aquests filtres s'usen amb una centrifuga de rotor basculant a 4000 xg durant
10-15 minuts. Si tenim més volum tornem a omplir el reservori i si volem canviar el
tampd barregem el concentrat amb el tampd desitjat i repetim el procés 2 o 3

vegades.
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4. Técniques d’electroforesi de proteines

4.1 Electroforesi en gel desnaturalitzant (SDS/PAGE)

L’electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE) és un
dels métodes més emprats per a analitzar barreges de proteines en funcié dels seus
pesos moleculars. La técnica fou descrita per Laemmli (Laemmli, 1970). Aquesta
técnica es basa en utilitzar dos tipus de gels, amb diferent concentracié d’acrilamida i
pH: el gel concentrador (stacking), a la part superior i amb porus grans, i el gel
separador (running), a la part inferior. Aquestes diferéncies fan que les mostres
s’apilin en estretes bandes abans de produir-se la separacié durant la migracié de
les proteines en el gel separador.

Les electroforesis s’han dut a terme en gels de poliacrilamida i SDS, de grandaria 10
x 8 cm i de 1,5 mm de gruix emprant I'aparell d’electroforesi miniprotein 3 (Bio-Rad).
Els gels utilitzats son del 7,5-10 % d’acrilamida (p/v).

Referit a la preparacié de les mostres, els cultius bacterians s’han homogeneitzat
segons el protocol exposat a I'apartat 2 i 3 i s’lhan pres mostres del sobrenedant i el
precipitat. També s’han pres mostres de les fraccions eluides en cada columna
cromatografica. Les diferents mostres es dilueixen en tampd de carrega, la
composicié final del qual és Tris/HCI 50 mM a pH 6.8, DTT 10 mM, 2 % (p/v) SDS, ,
glicerol 10 %, blau de bromofenol 0.1 % (p/v) (tincid) i DTT 100 mM. Les mostres
s’incuben durant 5 minuts a 100 °C, per desnaturalitzar les proteines. S’han usat els
marcadors de pes moleculars d’alt rang de Biorad formats per una barreja de
proteines amb massa de 205, 119, 100, 52, 38 i 29 kDa (amb alguna variacio
depenent del lot del producte).

El tampo d’electroforesi és Tris/HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0.1%, pH 8.3.
L’electroforesi es desenvolupa durant 1 hora aproximadament amb un voltatge fix de

150 V i una intensitat variable d’'uns 80-30 mA.
4.2 Electroforesi en gel no desnaturalitzant

Per fer 'assaig d’activitat a-glucosidasa en gel no desnaturalitzant s’ha usat aquesta
tecnica amb el seguent protocol: es corre un gel no desnaturalitzant (gel d’acrilamida

al 7,5 % sense SDS). El tampé d’electroforesi Tris-Glicina és sense SDS, i el tampd
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de carrega de proteines també sense SDS i no es bullen les mostres. Les mostres
poden ser preparades en condicions reductores (afegint 100 mM de B-ME) i/o no

reductores.

4.3 Western blot

Es corre un SDS-PAGE amb un percentatge del 7-10 % fins que el front de proteines
arriba al final del gel. Seguidament es transfereix el gel en una membrana de
nitrocel-lulosa, previament activada amb metanol 5 min., durant 1 h a 250 mA (tamp6
25 mM tris, 192 mM glicina, 20 % metanol, pH 8,3). La membrana es bloqueja amb
solucié de bloqueig (llet descremada en pols al 5 % en PBS) durant una hora a RT.
Després s’'incuba amb I'anticos primari, amb la dilucié indicada pel fabricant, amb llet
1 % PBST (tween 0,05 % en PBS) durant 2 hores a RT o ON a 4 °C. Es fan tres
rentats de 10 minuts amb PBST i s’incuba amb anticos secundari (donkey antimouse
o antirabit, segons el primari utilitzat, diluit segons recomanacions del fabricant en
llet 1 % PBST) durant 1-2 hores a RT. Es fan tres rentats de 10 minuts amb PBST i
es revela la membrana amb ECL (Amersham-Pharmacia) segons protocol del

fabricant.

4.4 Tincio dels gels de poliacrilamida

Les técniques usades per a detectar les proteines separades pels gels de
poliacrilamida han estat dues:

tincié amb blau de Coomasie. Aquest metode permet detectar fins a uns 0.5
Mg de proteina i és quantitatiu fins a uns 15 ug. Es tenyeix el gel 1 hora amb una
solucié de tincié (45 % metanol, 10 % acid acétic glacial, 45 % aigua bidestil-lada i
0,1 % p/v Brilliant Blue R, Sigma). Seguidament es destenyeix amb solucié de
destincio (7,5 % acid acétic glacial, 7,5 % isopropanol en aigua bidestil-lada) (es pot
canviar la solucié unes quantes vegades) fins que el fons del gel és transparent.

tinci6 amb plata. Aquest métode és més sensible que I'anterior perd s’ha
usat menys. S’ha usat el paquet per tincio de proteines amb plata de Pierce
(GelCode SilverSNAP Stain Kit, Pierce) i s’ha fet segons les indicacions del
comerciant. Només ressaltar que tots els passos s’han de dur a terme en recipients

de vidre nets amb aigua bidestil-lada per no interferir amb proteines contaminants.
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5. Técniques de caracteritzacio en solucié

Els estudis de dicroisme circular i de fluorescéncia es van realitzar en el laboratori de
la Dra.Maria Antonia Lizarbe a la Universitat Complutense de Madrid amb la

col-laboracié del Dr. Javier Turnay.
5.1 Dicroisme circular

El dicroisme circular és un bon métode per a analitzar I'estructura secundaria de les
proteines en solucio, ja que les proteines son opticament actives per la disposicio
quiral dels seus enllacos peptidics en I'espai.

Es va recollir 'espectre en I'UV llunya entre180 i 260 nm de la proteina ED4F2hc a
concentracions de 0.1 i 0.5 mg/mL en una cella d1 mm. La desnaturalitzacié
térmica fins a 80°C es va seguir a 220 nm, amb una velocitat d’escalfament d’1 °C
per minut. Aquesta corba es va fer amb la proteina amb 2,5 mM d’EGTA i amb 2,5
mM de CaCl,. En el primer cas es va poder seguir la corba de refredament o

renaturalitzacio.
5.2 Fluorescéncia

Amb la proteina ED4F2hc també es van realitzar estudis de fluorescencia. Per la
fluorescencia dels triptofans es va usar la A=295 nm, mentre que per la fluorescéncia
dels ftriptofans i les tirosines la A era de 275 nm. L’espectre d’emissié de

fluorescéncia es va seguir de 280 a 420 nm.
6. Técniques de cristal-litzacié

Les cristal-litzacions es van dur a terme al laboratori del Dr. |. Fita, a I'Institut de
Biologia Molecular de Barcelona (IBMB) del CSIC.

6.1 Gota suspesa

S’escolli el métode de difusio de vapor per gota suspesa (hanging drop) per a assolir
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la sobresaturacié (Gémez-Moreno and Sancho, 2003). La proteina purificada i
concentrada a 5-15 pg/uL fou sotmesa a un extens cribatge de condicions inicials de
cristal-litzacio. Es barreja 1 yL de proteina amb 1uL de la cada solucidé precipitant i
s’equilibra amb 1mL de solucio precipitant continguda en la cambra de cristal-litzacio.
Com a cambres de cristallitzacidé, s'utilitzaren plaques de 24 pouets (Linbro)
cobertes per cobreobjectes de 22x22 mm tractats amb diclorometilsila (Merck) per
aconseguir una superficie hidrofobica que eviti deformacions i desplagaments de la
gota.

Com a base del cribratge, vam utilitzar entre d’altres els equips de Hampton (Crystal
Screen 1, Crystal Screen 2, Index, PEG-ion Screen a 4 i 20°C.

Per a optimitzar la qualitat dels cristalls, es féu un segon cribratge al voltant de les
condicions inicials de la concentracié de precipitant, concentracié de sal, pH, volum

de la gota i concentracié de la proteina.
6.2 Criopreservacio

La radiaci6 de raigs X és molt energética i s’ha de protegir el cristall perque el dany
per radiacio no el destrueixi. Una alternativa és mantenir el cristall a 100 K durant la
recollida.

S’han assajat diferents condicions de criopreservacioé per a garantir la integritat del
cristall en ser congelat a 100 K en nitrogen liquid. A fi i efecte de minimitzar les
alteracions fisico-quimiques del cristall, afegim I'agent criopreservant en dues
etapes, i aixi en facilitem l'adaptacid. Els millors crioprotectors per als nostres
cristalls han estat el glicerol al 15 % i el PEG3000 al 30 %.

Els cristalls s’han recollit en bucles de 0.05 a 0.4 mm (Hampton Research) i s’han

congelat immediatament en nitrogen liquid.
7. Recollida dels espectres de difraccié

7.1 Radiacioé de sincroto

La radiacid de sincrotro és la que es desprén en canviar la trajectoria de les
particules carregades (electrons i positrons) que circulen properes a la velocitat de la

llum (Helliwell, 1992). Aquestes particules viatgen dins d’'un anell que esta al buit. A
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les zones corbes de 'anell se situen el imans corbadors (bending magnets) que com
el seu propi nom indica, corben la trajectoria de les particules tot generant raigs X i
donen lloc a les linies BM del sincrotrd. En les zones rectes de I'anell, s’intercalen els
onduladors (insertion device magnet), els quals produeixen una radiacié de major
intensitat que els imans corbadors i donen lloc a les linies ID. La longitut d’'ona a
estudi és filtrada pels monocromadors i els col-limadors afinen el raig (Drenth, 1994).
Tots els cristalls es van difractar al sincrotr6 ESRF (Grenoble), amb un anell de 844
metres de perimetre i una energia de 6 GeV.

Tots els espectres de la tesi han estat recollits en la linia ID13 la qual es caracteritza

per una optica microfocus i un doble monocromador de Si (111).

7.2 Processament dels espectres de difraccié

L’'indexat de les primeres imatges permet determinar el grup espacial, I'orientacio del
cristall i la cella del cristall. Un cop es disposa d’aquesta informacid, es pot
determinar el nombre minim de graus que s’han de recollir per a disposar d'un
espectre complet. A partir de l'indexat, es poden predir els patrons de les imatges
seguents i aixi, durant la integracio, es quantifica I'energia en cadascuna de les
reflexions. En I'escalat, s’ajunten les reflexions repetides i s’intenten reconstruir les
que estan disperses en diverses imatges a causa de la mosaicitat.

L’indexat, la integracio i I'escalat de les dades dels cristalls s’ha dut a terme amb el
paquet HKL (Denzo i Scalepack) (Otwinowski and Minor, 1997).

8. Resolucio de ’estructura

8.1 Reemplagament molecular

El métode del reemplagcament molecular es basa en una optimitzacié global per a
localitzar en la millor posicid un model d’'una proteina, de manera que en aquesta
posicid les intensitats calculades (per aquest model) seran al més properes possible
a les observades experimentalment, per a la proteina de la qual es desconeix
I'estructura (Drenth, 1994).

La cerca sistematica de possibles posicions del model dins de la cella unitaria

condueix a un problema de sis dimensions (tres rotacions i tres translacions). Aquest
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es redueix a un problema de tres dimensions, buscant primer les rotacions i en
segon lloc les translacions.

Molrep (Vagin and Teplyakov, 1997) i AMoRe (Navaza, 1994) han estat els
programes de reemplagament emprats en aquest treball.

En general, s’accepta que per a resoldre amb éxit una estructura per reemplagament
molecular, la identitat de sequéncia entre la proteina model i la problema ha de ser
igual o superior al 40%. En el nostre cas, aquesta identitat amb les estructures amb
PDBID 1JI2, 1UOK i 1SMA (neopullulanase de Bacillus Subtilis, Oligo-1,6-
glucosidasa de Bacillus Cereus, i a-amylase de Thermus sp.) era de 25 % i 22 % en
les dues ultimes.

Per fer el reemplacament molecular s’ha usat en primer terme el servidor Caspr
(CNRS, Marseille) (Claude et al., 2004) amb els PDBs d’entrada de 1JI12, 1UOK i
1SMA, la sequéncia d’ED4F2hc i I'escalat (arxiu mtz) del cristall monoclinic. Caspr
utilitza T-Coffee per fer un multialineament i decidir quines zones soén les que tenen
menys homologia per truncar-les. Després usa Modeller per fer 30 models amb tota
la sequéncia de la proteina i 30 amb la forma truncada, i 3 models amb la sequéncia
dels PDBs d'entrada i 3 més amb la sequéncia d’aquests truncada. Caspr usa
aquests models i les dades del cristall a 3 A per fer reemplacament molecular amb
AMoRe, selecciona els 15 millors i els refina amb CNS. En el nostre cas el millor
model refinat tenia un Ryork de 0.45 i un Ree de 0.52.

Amb aquest model de sortida de Caspr s’ha corregut MOLREP a 3 A fixant el domini
barril (a/B)s i deixant lliure el domini C-terminal. S’ha tornat a cérrer MOLREP amb el
model de sortida a 3 A . Aquest model ha estat refinat fins a 2.8 A per a cos rigid
amb Refmac5 definint els dos dominis barril (a/B)s i C-terminal donant un Ryor i un
Riee de 0.48. Aquest ultim model va ser sotmés a seguits refinaments de cos rigid
amb MOLREP anant definint diferents motius (ex. fulls B del barril (a/B)s, hélixs alfa
del barril (a/B)s, ...) fins a obtenir un model amb R 0.48, Rq.c de 0.48 i una correlacié
de 0.45a 2.8 A.

Amb aquest model del cristall monoclinic s’ha fet reemplagament molecular amb
AMoRe amb les dades de l‘ortorombic a 4 A. El model de sortida d’AMoRe ha
resultat tenir 2 molécules per unitat asimetrica amb un R 0.50 i una correlacié de
0.40. Després s’ha refinat el model amb cos rigid de Refmac5 a 2.8 A fins a R 0.54,
Rfree de 0.52.
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8.2 Mitjanat entre cristalls

DMMULTI (Cowtan, 1994) s’ha fet servir per fer un mitjanat entre cristalls amb les
fases fetes amb els models amb polialanines. El programa ha mitjanat les dades de
les dues molécules del cristall ortorombic i la molécula del cristall monoclinic. El
mapa resultant ens ha permés comencar el retragat del model monoclinic i a partir
d’aqui s’ha anat reconstruint, repetint el mitjanat de cristalls per millorar les fases i
refinant els models amb cos rigid de Refmac5.

8.3 Construccié de mascares

S’han construit mascares per a definir una porcio del cristall on s’ha d’aplicar una
operacido de modificacid de densitat electronica, sigui per diferenciar I'estructura
cristal-lografica del contingut de solvent o bé per mitjanar les zones de densitat
electronica relacionades en la unitat asimétrica per simetria no-cristal-lografica o
entre els dos cristalls diferents. Les mascares s’han dissenyat al voltant del model

monoclinic amb el programa NCSMask (Collaborative Computational Project, 1994).

8.4 Refinament de I’estructura

Es calcularen els primers mapes de diferéncia (2Fo — Fc), ®ci (Fo —Fc), dc amb el
programa FFT (Collaborative Computational Project, 1994). Aquests mapes
s’obtenen fent la sintesi de Fourier entre les amplituds observades (Fo) i les
calculades (Fc) i les fases calculades (®c). Els mapes (2Fo — Fc), ®c sén més
‘reals”, ja que el pes negatiu de Fc fa disminuir el biaix del mapa (bias). Els mapes
(Fo — Fc), dc ajuden a resoldre les zones conflictives de densitat.

L’afinament es dugué a terme alternant cicles d’afinament de les posicions
atomiques i mantenint I'estereoquimica amb el programa Refmac5 amb cicles
manuals de tragat usant el programa O (Jones et al., 1991).

Finalment es van afegir les aigies amb Refmac5 i manualment fins a un model final
de R 0.18, Ree de 0.23.

La qualitat estereoquimica del model fou analitzada amb el programa Procheck
(Laskowski et al., 1993)
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9. Modelatge de proteines amb MODELLER

La sequéncia d’ED-rBAT ha estat modelada amb el programa MODELLER (Sali and
Blundell, 1993). S’han usat les estructures corresponents a PDBID 1M53, 1UOK i
2DH2 com a motlles. L'alineament s’ha afinat manualment mitjangant I'alineament de

sequeéncia i estructura provinent del servidor T-coffee.
10. Representacions de I'’estructura i superposicions

Tots els dibuixos que representen les estructures, densitats electroniques i
superficies de potencial s’han realitzat amb el sistema de visualitzaci6 molecular
PyMOL (DeLano, 2002).

El calcul de mapa de potencial electrostatic de la superficie ha estat fet amb GRASP
(Nicholls et al., 1991) i després representat amb PyMOL.

Per a superposar les diferents estructures, s’han utilitzat els programes SHP (Stuart
et al., 1979) i el servidor SSM (Secondary Structural Matching) (Krissinel and
Henrick, 2004). Per a la representacié de l'alineament de sequéncia segons

I'estructura s’ha usat el servidor T-coffee (Notredame et al., 2000).
11. Activitat a-glucosidasa

Per mesurar la possible activitat a-glucosidasa de la proteina ED4F2hc pura s’han
utilitzat diferents métodes. Com a control positiu de tots els experiments s’ha usat I'a-

glucosidasa del llevat del pa (alpha-glucosidase of Baker’s Yeast, SIGMA).
11.1 Assaig in situ

Es corre un gel no desnaturalitzant amb la mostra (gel d’acrilamida al 7,5% sense
SDS). Es fan dos rentats del gel de 20 minuts amb tampé fosfat 50mM pHG,5 i
després es cobreix amb una dissolucid de metilumbeliferil a-D-glucosa 2mM (4-
Methylumbelliferyl a-D-glucopyranoside, SIGMA) (en el mateix tampoé que els
rentats) i es posa a 4°C durant 15 minuts. En la mateixa dissolucié s’incuba a 37°C
durant 20-40 minuts. Es renta breument amb aigua bidestil-lada i es cobreix amb una

dissoluci6 1M de Nay,COs;. Després d'uns 10-30 minuts es mira el gel en un
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transiluminador UV i es fotografia.
11.2 Assaig en solucié

Es posen en un tub 25 pl de dilucié d'a-glucosidasa (a-glucosidase from Baker’s
yeast, Sigma) o de mostra, s’hi afegeixen 50 ul de metilumbeliferil a-D-glucosa (4-
Methylumbelliferyl a-D-glucopyranoside, Sigma) 1,3mM i es deixen reaccionar a 37° i
a la foscor durant 7 hores. Passats 30 minuts s’afegeixen 200 pl de Na,CO3 2M. Es
llegeix la fluorescéncia amb un fluorimetre (A excitacio=385 nm A emissio=460 nm).
Aquest experiment es pot fer en plaques Maxisorb (Nunc) i es llegeix en un
fluorimetre de plagues (en el nostre cas s’ha usat el fluorimetre lumindmetre FL-600
de BioTek). També s’han utilitzat dos reactius més per tal de cobrir més I'aspectre
d’activitats relacionades amb a-amilases, que son metilumbeliferil a-D-galactosa (4-
Methylumbelliferyl a-D-galactopyranoside, Sigma) i el metilumbeliferil a-D-maltosa
(4-Methylumbelliferyl a-D-maltopyranoside, Sigma). Aquests compostos han estat

usats igual que el derivat de la glucosa.
12. Interaccié amb proteines

12.1 Glicoxip (Glycominds)

Per fer els estudis d’'uni6 a glucids vam utilitzar un xip de glucids comercial:
Glycochip (Glycominds). El protocol que seguiem era I'indicat per la casa comercial
amb algunes variacions en la deteccio. Els glucids estan adherits a una placa de 384

pous. Hi han representat 43 glucids i derivats diferents, de 8 en 8 (figura 54).

1234 567 8 9 10 11 12 [ 13 14 15 16 [ 17 18 19 20 | 21 22 23 24 | 3 e
A ha Ab4(Fa3)GNb FazAb GNa OH group NNa3AbaGnp | P beta
B A Galactose (Gal)
C
L — | Aa3(Fa2)ab ABAGND Fb GNb Ma3(Ma6)Ma NNa6AbdGNb | © Glucose (Glc)
D GN N-Acetylglucosamine (GlcNAc)
E .
L — | Aa3Ab4GND OH group Ga GNb3AbAGh Ma3Ma Ra AN N-Acetylgalactosamine (GalNAc)
F F L-Fucose (Fuc)
G
—— AaJADAGND3ADAGD | ADAGNB3ABAGD GadGa GNbB4GNb Mb Ub M Mannose (Man)
H X Xylose (Xyl)
1 X
——  Aa4AbaGb AMa Gb Ha NNa Xa & L-Rhamnase (Rha)
J u Glucuronic acid (GlcA)
K .
- — Ab3ANa ANa3(Fa2)Ab Gb3Gb b NNa3Ab3(Fa4)GNb Xb NN N-Acetylneuraminate (NeuAc)
L L Galacturonic acid (GalA)
M )
- Ab ANb Gb4Gb Ma NNa3Aba(Fa3)GNb Biotin R Arabinose (Ara)
N [#S] Sulfate group in position #
0
T Ab3GNb Fa OH group Ma2Ma NMNa3Ab4Gb OH group

Figura 54. Esquema de la placa de Glycominds utilitzada per als estudis de glicoxip.
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El protocol que s’ha utilitzat és el seguent:
1. Posar 10 yl de proteina a 50 pg/ml diluida en TBSTM a cada pou. En el
control negatiu posar la proteina sense cua d’histidines.
Incubar a RT 30-60 min
Rentar un cop amb TBST
2. Afegir 10 yl d’anticos primari 1/2000 en TBSTM.
Incubar a RT 30-60 min
Rentar 2 cops amb TBST
3. Afegir 10 ul d’anticos secundari conjugat amb HRP (HRP-donkey antimouse)
Incubar 30 min a RT
Aspirar I'anticds secundari i rentar 2 cops amb TBST i un cop amb
tampo d’alta concentracié de sal.
4. Aspirar i deixar les plaques durant 15 min en I'dltim rentat amb TBS
5. Aspirar la solucié i rentar amb aigua miliQ
6. Quan estigui el lector preparat aspirar 'aigua i detecci6 amb Amplex Red
(s’afegeixen 100 pl de solucié 100uM d’ AmplexRed (Molecular Probes) i 2mM
H202 en cada pou i es deixa reaccionar 5 min. Es llegeix la reaccié en un

fluorimetre de plaques a A=530/25 d’excitacio i A=590/35 d’emissio).

12.2 Glicoxip del Consortium For Functional Glycomics

A causa del poc éxit amb el glicoxip comercial, vam enviar la mostra al Consortium
for Functional Glycomics al Protein-Glycan Interaction Core (H), perqué ens testessin
la nostra proteina amb el seu glycoxip, que conté més de 260 glucids. Els glucids es
troben en répliques de 6, de manera que un veritable positiu donara 6 punts en el
xip. El protocol es pot trobar al web:

http://www.functionalglycomics.org/static/consortium/resources/resourcecoreh3.shtml

La proteina que es va utilitzar era ED4F2hc i es va detectar amb un anticos
monoclonal especific contra 4F2hc a la dilucié 1:45. L’ anticds secundari era un anti-
mouse conjugat amb FITC (GaMIgG/M/A-FITC) a 10 pg/ml. La proteina recombinant

es va utilitzar a 100 ug/pl. Com a control positiu es va usar un coctel de lectines.

13. Interaccié amb proteines
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13.1Elisa

Aquest protocol d’ELISA prové del laboratori del Dr. Casasnovas (Jimenez et al.,
2005) amb la diferéncia de I'ultim pas, la deteccio6 de la proteina.

Es posen 50 ul de proteina a 0-100 pug/ml diluida en tampd d’unié (TU: Tris 20 mM
NaCl 100 mM pH7.5 + CaCl,; 2,5 mM (important en uni6 amb ICAMSs)), en pous de
plaques Maxisorb negres (especials per a fluorescéncia Nunc) i s'incuba ON a 4 °C i
1 h. a 37 °C, perqué la proteina s’enganxi a la superficie de la placa. Es treu la
proteina i es renta 4 vegades amb el TU. Es bloqueja amb el tampé de bloqueig (TU
+2 % BSA) 1 h.a37°C. Es torna a rentar 4 vegades amb TU. S’afegeixen 50 ul de
la 22 proteina a 20 ug/ml diluida en TU. S’incuba 1 h a 37 °C i es torna a rentar 4
vegades amb TU. S’hi afegeixen 50 pl d’anticos primari 1/2000 en TU + 1 % BSA i
s’incuba 1 h a 37 °C. Es treu I'anticos i es renta 4 vegades amb TU. S’hi afegeixen
50 pl d’anticos secundari conjugat amb HRP 1/10000 en TU + 1 % BSA i s’incuba 1
h. a 37 °C. Es treu 'anticds secundari, es renta 4 vegades amb TU i es revela.
L’anticos anti-histidines (Invitrogen) s’uneix feblement a la nostra proteina, de
manera que la deteccidé s’ha fet amb un reactiu molt sensible, Amplex Red
(Molecular Probes), tot i que també es pot fer amb ECL. Per fer la detecci6 amb
Amplex Red s’afegeixen 100 ul de soluciéo 100 yM d’ amplexred i 2 mM H202 en
cada pou i es deixa reaccionar 5 min. Es llegeix la reaccié en un fluorimetre de
plaques a A = 530/25 d’excitacio i A = 590/35 d’emissio.

13.2Biacore

Els estudis de plasmé de superficie han estat molt inicials. S’ha usat un aparell
Biacore 1000 dels serveis cientificotécnics del Parc Cientific de Barcelona.

La proteina s’immobilitza en un XIP CM5 a una concentraciéo de 0,5 mg/ml, i aixi
s’aconsegueixen unes immobilitzacions amb el protocol estandard recomanat pel
comerciant, de 5000 a 8000 RU, depenent de la proteina. El tampo utilitzat per correr
els experiments ha estat HBS-EP (Biacore) (0,01M Hepes pH7,4, 015M NacCl,
0,005% P20 i 3mM EDTA), tot i que en els ultims experiments s’ha usat el mateix
tampo sense EDTA.

S’han utilitzat les proteines purificades:

ICAM-1 2D proporcionat pel laboratori del Dr. Casasnovas
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ICAM1-3D proporcionat pel laboratori del Dr. Casasnovas

ICAMS-2D proporcionat pel laboratori del Dr. Casasnovas

Galectina-3 casa comercial PeproTechec

EpCAM de la casa comercial R&D Systems

CD147 produit en el medi de céllules 293T (plasmid cedit pel laboratori del
Dr. Hemler)

ED4F2hc® produit en el medi de cél-lules 293T

ED4F2hc produit en E. coli.

BSA (Pierce) com a control negatiu.
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