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Materials i metodes

I. EINES INFORMATIQUES.
I.1 Bases de dades.
1.1.1 Bases de dades del NCBI (National center of biotechnology Information).

http://www.ncbi.nih.gov

Es tracta d’un recurs que compren des de bases de dades de literatura cientifica a bases
de dades de seqiiencies de projectes de seqiienciacio de tot el mon, aixi com eines per
I’analisi de seqiiencies i la gestié de dades.

I.1.2 Human Protein Reference Database.

http:// www.hprd.org/

Aquesta base de dades conté informacié relativa a seqiiencia, modificacions post-
traduccionals, arquitectura de dominis, interaccions amb altres proteines i associacid
amb malalties per a cada proteina del proteoma huma (Peri et al., 2003).

I.1.3 Uniprot.

http://www.expasy.org/sprot/

Es una base de dades de seqiiencies de proteines que proporciona molta informacid
relativa a funcio, estructura de dominis, modificacions post-traduccionals, variants, etc.
D’altra banda també¢ dona accés a diverses eines d’analisi de seqiiéncies.

1.1.4 STRING.

http://string.embl.de/

STRING ¢és una base de dades d’interaccions conegudes entre proteines, tant
interaccions fisiques com funcionals. A més prediu possibles interaccions basant-se en
el context genomic, informacié d’experiments de gran escala i informacié present a la
literatura (von Mering et al., 2007).

I.1.5 Bases de dades de receptors nuclears i coreguladors.

A la xarxa podem trobar també diverses bases de dades que contenen informacid
relativa als receptors nuclears i als coactivadors o corepressors. Entre aquestes podem
trobar:

-Nuclear Receptor Database
(http://www.ens-lyon.fr/LBMC/laudet/nurebase/nurebase.html)

-Nuclear Receptor Signaling Atlas (http://www.nursa.org)

-Nuclear Receptor Resource (http://nrr.georgetown.edu/NRR/nrrhome.htm)
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1.1.6 International Chemical Safety Cards (base de dades del Ministerio de Trabajo y
Asuntos Sociales).

http://www.mtas.es/insht/ipcsnspn/nspnsyn.htm

Les International Chemical Safety Cards recopilen de forma clara la informacio
essencial d’higiene i1 seguretat de substancies quimiques i1 estan destinades a totes
aquelles persones que hagin de treballar amb aquestes substancies.

I.1.7 Restriction Endonucleases (New England Biolabs).
Aquesta base de dades de I’empresa New England Biolabs conté una gran quantitat
d’informacid sobre un gran nombre d’enzims de restriccid, com per exemple

especificitat de tall, propietats de I’enzim, emmagatzemament...

http://www.neb.com/nebecomm/products/categoryl.asp

1.2 Analisi de seqiiéncies.

1.2.1 Comparacio i alineament.
1.2.1.1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Permet la cerca de seqiliencies homologues en les bases de dades de seqiiencies
de DNA o proteina. El programa compara la seqiiéncia problema amb totes les
seqiiencies de la base de dades mostrant com a resultat aquelles seqiiencies amb
un cert grau d’homologia. També es pot usar per comparar dues seqiiencies entre

elles (“Pairwise Blast”).

http://www.ncbi.nih.gov/blast o http://www.ensembl.org/Multi/blastview

TCoffee.

Es tracta d’una col-leccié d’eines per generar, evaluar i manipular alineaments
multiples de DNA, seqiiéncies i estructures (Notredame et al., 2000).

http://igs-server.cnrs-mrs. fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi

1.2.1.2 ClustalW.

L’algoritme ‘clustalw’ permet obtenir el millor alineament entre multiples
seqiiencies de DNA o proteina. Per tal de fer aquest analisi existeixen diferents
llocs d’internet i programes. En aquesta tesi s’ha usat el programa ‘MegAlign’
del paquet de programes Lasergene, aixi com la segiient web:

http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/clustalw-simple.html

188



Materials i metodes

1.2.1.3 Alineament de seqiiéncies de DNA amb el programa ‘Seqman’.

Aquest programa permet introduir les seqiiencies en diferents formats, entre ells
el cromatograma que s’obté del seqilienciador. Aixo permet que es pugui veure el
cromatograma quan hi ha algun conflicte en la seqiiencia. A més el programa
permet filtrar les seqiiencies segons diversos parametres.

1.2.2 Prediccié i cerca de patrons.
ScanProsite, MotifScan.
Aquestes eines permeten cercar en una seqiiencia proteica patrons o motius, com
ara llocs de fosforilacid, llocs catalitics o llocs d’uni6 de proteines (Hulo et al.,

2006).

http://www.expasy.org/tools/scanprosite/
http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan

ELM.
ELM (en angles Eukaryotic Linear Motif resource) és una eina per predir a
proteines eucariotes llocs funcionals, és a dir, petits motius lineals que es poden

associar a una funcié molecular (Puntervoll et al., 2003).

http://elm.eu.org/#

NetPhos 2.0, NetPhosK 1.0 i PhosphoMotif Finder.

Aquestes eines serveixen per predir possibles llocs de fosforilaci6 a la proteina
problema (Blom et al., 1999; Blom et al., 2004).

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/
http://www.hprd.org/PhosphoMotif finder

SignalP 3.0 i TargetP 1.1.

Aquestes eines serveixen per predir en la seqiiéncia de la proteina la preséncia de
peptids senyal que dirigeixin la seva localitzaci6 cel-lular (Emmanuelson et al.,
2007).

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

PredictNLS i NucPred.
Analitzen la seqiiencia de la proteina en busca d’una senyal de localitzacid

nuclear (NLS, de I’anglés “Nuclear Localization Signal”) (Cokol et al., 2000;
Brameier et al., 2007).

189



Materials i metodes

190

http://sbecweb.pdc.kth.se/cgi-bin/maccallr/nucpred/single.pl
http://cubic.bioc.columbia.edu/predictNLS/

pSLIP, ESLpred, pTARGET, PA-SUB 2.5, CELLO, BaCelLo, LOCtree,
PSort II, WoLF PSORT i MultiLoc.

Totes aquestes eines utilitzen la seqiiencia d’aminoacids de la proteina per predir
la seva localitzacio sub-cel-lular. Es basen en parametres com ara les propietats
fisico-quimiques de la proteina i la seva composicid d’aminoacids, aixi com la
presencia de patrons de dominis funcionals i la homologia amb altres proteines.
Alguns prediuen a més altres caracteristiques, com ara la possible capacitat
d’unir-se al DNA en el cas de BaCelLo (Lu et al., 2004; Sarda et al., 2005; Guda
et al., 2005; Yu et al., 2004; Pierloni et al., 2006, Nakai et al., 1999; Horton et
al., 2006; Hoeglund et al., 2006).

http://pslip.bii.a-star.edu.sg/
http://www.imtech.res.in/raghava/eslpred/submit.html
http://bioinformatics.albany.edu/~ptarget/
http://pasub.cs.ualberta.ca:8080/pa/Subcellular
http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://gpcr2.biocomp.unibo.it/bacello/index.htm
http://cubic.bioc.columbia.edu/services/loctree/
http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html

http://wolfpsort.org
http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/MultiLoc/

NetNES 1.1.

Analitza la preséncia a la proteina de senyals de sortida del nucli (NES de
I’angles “Nuclear Exit Signal”) (la Cour et al., 2004).

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/

TMHMM Server v. 2.0.
Cerca la preséncia a la proteina de possibles helixs transmembrana.

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

YinOYang 1.2.

Prediu la possible unié a la proteina de la modificacio post-traduccional O-B-
GlcNAc, és a dir, la uni6 de N-acetilglucosamina a residus de serina o treonina.
També utilitza el programa NetPhos per determinar si el residu també pot ser
fosforilat, generant aixi un lloc “Ying Yang”, és a dir, que pot ser tant fosforilat
com gluconoacetilat (Gupta et al, 2002).

http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/
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SAPS.

SAPS (“Statistical Analysis of Protein Sequences) avalua estadisticament el
contingut i la distribucié dels diferents aminoacids a la seqtiéncia de la proteina.
D’aquesta manera es poden trobar regions de la proteina amb una composicio
particular que poden suggerir una determinada funcio6 o caracteristica (Brendel et
al., 1992).

http://www.isrec.isb-sib.ch/software/SAPS form.html

GlobPlot 2 i DisEMBL.

GlobPlot 1 DisEMBL mesuren la tendéncia de la proteina analitzada generar una
estructura ordenada (globular) o desordenada. Aixd pot ser util a I’hora
d’identificar dominis (linding et al., 2003).

http://globplot.embl.de/
http://dis.embl.de/

COILS.

COILS és un programa que calcula la probabilitat de que la seqiiéncia problema
adopti una estructura coiled-coil (Lupas et al., 1991).

http://www.ch.embnet.org/software/COILS form.html

NMT.

Prediccié de miristoilacié a glicines N-terminals. El programa també utilitza en
la prediccid les glicines internes de la proteina ja que és possible que es donin
fenomens de proteolisi que generin noves glicines N-terminals (Eisenhaber et al.,
2003).

http://mendel.imp.ac.at/sat/myristate/SUPLpredictor.htm

big-PI.
Prediu la uni6 de GPI (glicosilfosfatidilinositol) a I’extrem C-terminal de la
proteina, que pot succeir a un trencament proteolitic d’aquesta (Eisenhaber et al.,

1999).

http://mendel.imp.ac.at/gpi/gpi server.html

PeroxiP.

Prediu la possible localitzacidé a peroxisomes de la proteina problema
(Emmanuelson et al., 2003).

http://www.bioinfo.se/PeroxiP/
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RNABiIndR.

Prediu la probabilitat de que la proteina problema s’uneixi a ’RNA (Terriblini et
al., 2000).

http://bindr.gdcb.iastate.edu/RNABindR/main.aspx?target=new

PFP.

PFP (Protein Function Prediction) prediu quina pot ser la funci6 de la proteina a
partir de la seva seqiiencia (Hawkins et al., 2006).

http://dragon.bio.purdue.edu/ptp/

ProtFun 2.2.

Aquest metode utilitza diversos servidors de prediccié de diferents
caracteristiques de la proteina per obtenir informaci6 sobre modificacions post-
traduccionals, localitzacid,etc, que son integrats en la prediccid de la possible
funci6 de la proteina problema (Jensens et al., 2006).

http://www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun-2.2/

1.3 Disseny d’encebadors.

Primer select: aquest programa del paquet de programes ‘Lasergene’ (DNAStar)
genera 1 proposa primers sobre la seqiiencia proporcionada per 1’usuari. Permet
seleccionar diferents parametres per als encebadors (longitud, temperatura
d’hibridaci6...) aixi com per la PCR (longitud del producte de la PCR, regid
d’hibridacié dels primers...). També emparella els primers forward i reverse generats

per donar els parells de primers més compatibles.

http://www.dnastar.com

1.4 Gestio de vectors.

pPDRAW32: aquest és programa gratuit molt Util per gestionar els vectors i altres
seqiiencies de DNA que es van generant durant la tesi, aixi com per facilitar el disseny
d’estrategies de clonacio a I’hora de generar nous vectors. De forma resumida es poden

generar vectors de dues formes:
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-entrant la seqiiencia completa del vector

-per clonacio “in silico”: a partir de la seqiiencia d’altres vectors o d’altres
seqiiencies (com ara d’amplificacions per PCR) s’indica la forma com es fara la
clonacié (enzims de restriccio, fragment seleccionat) i el programa genera el

vector que en resultara.

El programa analitza la seqiiencia i mostra pautes obertes de lectura, llocs de tall per

enzims de restriccio, llocs d’hibridacié de primers de la base de dades...

http://www.acaclone.com/
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II. TECNIQUES GENERALS DE MANIPULACIO DEL DNA.

I1I.1 Consideracions generals.

La manipulacié de DNA implica que s’ha de treballar en condicions en que s’eviti la
contaminacio per DNAses, que podrien degradar els vectors i sobretot els DNAs lineals
utilitzats. Per aquest motiu s’ha de treballar amb material esterilitzat: s’autoclava durant
20 minuts de manera que s’inactiven les possibles DNAses. A més s’ha de treballar amb
guants, ja que les mans sén una font de contaminaci6 amb DNAses. Els reactius usats
han de ser de qualitat per a biologia molecular; I’aigua utilitzada en les solucions ha de
ser de qualitat ultrapura (sistema miliQ de Millipore). Les solucions de DNA
s’emmagatzemen a -20° C quan no estan sent utilitzades, 1 es conserven en gel mentre

s’utilitzen per minimitzar-ne la degradacio.

I1.2 Bactéries competents.

Per poder mantenir i amplificar els plasmidis utilitzats aquests han estat transformats en
bacteéries competents. S han utilitzat les soques de E. coli DH5a 1 XLBlue d’Stratagene.
La manipulacio de les bacteries s’ha de fer en un entorn estéril per evitar
contaminacions amb altres bacteries. Aixi s’ha treballat amb material esteril 1 sempre a
les proximitats d’un cremador Bunsen que proporciona una area esteril de treball.

En la preparacio de les bacteries competents es tracten les cel-lules amb una solucié de
CaCl,, que altera la paret bacteriana facilitant I’entrada de DNA exogen. Les bacteries
competents utilitzades en aquesta tesi han estat generades per I’equip tecnic del

laboratori.

I1.2.1 Transformacio.

La teécnica de transformacid usada en aquesta tesi ha estat principalment la del “Heat-

shock”. El protocol és el segiient:

1. En un tub eppendorf es barregen 100 ul de bactéries competents amb el DNA

que es vol transformar. Per transformar plasmidis s’utilitza una quantitat no
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superior a 50 ng de DNA; en el cas de productes de lligacié depen dels casos,
perd normalment s’afegeix bona part de la reaccié de lligacio (fins a 20 pl).

2. Es manté el tub en gel 30 minuts. D’aquesta manera el DNA entra en contacte
amb la paret bacteriana.

3. S’incuba a 42° C durant 90 segons. Aquest és el pas efectiu de la
transformacio.

4. S’afegeix 1 ml de medi LB 1 s’incuba a 37° C durant 1 hora amb agitacio6

suau. Aquest pas permet que les bacteries es recuperin del heat-shock.

Composicio del medi LB:

-Triptona a I’1%
-Extracte de llevat al 0,5%
-NaCl al 0,5%

S’ajusta el pH a 7,5 1 s’esterilitza amb autoclau.

5. Es centrifuga el tub a 4000 rcf durant 3 minuts. D’aquesta manera les
bacteries es concentren a I’extrem del tub.

6. Treiem el sobrenedant per decantacio i resuspenem el precipitat bacteria en el
volum de medi LB que resta de la decantacié (uns 100 pl).

7. Es sembra el cultiu en una placa amb medi LB 1 I’antibiotic que permetra la
seleccio de les bacteries transformades, ja que tan sols aquestes seran resistents a
I’antibiotic, caracteristica que els dona el vector transformat.

Els principals antibiotics usats en aquesta tesi han estat Ampicil-lina i
Kanamicina, a una concentracié de 100 pg/ml.

8. S’incuba la placa en posicid invertida a 37° C durant 12-18 hores, fins que

apareguin les colonies.
Un cop apareixen colonies aillades aquestes es poden picar amb una nansa de sembra i

posar a créixer en medi LB amb I’antibiotic adequat a 37° C 1 amb agitaci6 suau. La

quantitat de medi LB utilitzada dependra de la quantitat de DNA que es vol obtenir.
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I1.2.2 Generacio de glicerols.

Per mantenir el cultiu de bactéries transformades durant un llarg periode de temps es
poden generar glicerols. S’afegeix un 10% de glicerol al cultiu de bactéries i es congela
rapidament (amb nitrogen liquid o neu carbonica). El manteniment d’aquests glicerols
es fa a -80° C o en nitrogen liquid. Per recuperar cultiu del glicerol s’obre el tub i es
rasca la superficie del glicerol congelat amb una punta estéril. S’ha d’evitar que el
glicerol es descongeli i treballar en condicions d’esterilitat. La punta es posa en medi
LB amb el corresponent antibiotic i es fa créixer de la mateixa forma que quan es pica

una colonia.

I1.3 Recuperacio del DNA.

Per purificar els plasmidis a partir dels cultius bacterians s’han usat equips comercials
diferents en funcio de la quantitat de DNA que es volia obtenir. Per finalitats analitiques
s’han usat minipreps, amb les que es pot obtenir entre 10 1 30 pg de DNA; quan es volia
obtenir quantitats majors de DNA s’han usat maxipreps, amb les que es pot obtenir

entre 300 1 800 pug de DNA.

I1.3.1 Minipreps i maxipreps.

En aquesta tesi s ha utilitzat per a ’obtencié del DNA plasmidic equips comercials de la
casa Qiagen (Qiagen Plasmid Mini kit 1 Qiagen Plasmid Maxi kit). L’ obtencid s ha fet
seguints les intruccions del proveidor; el protocol complet es pot trobar al web d’aquest

(www.giagen.com) perd de forma resumida el metode té els segiients passos:

1. El precipitat de bacteries es resuspén en la quantitat adequada (en funcio de si
es tracta de miniprep o maxiprep) de tampd de resuspensié en un tub eppendorf.
2. S’afegeix tampd de lisi i es mescla suaument per inversio del tub 4-6 vegades.
Aquest pas s’ha de fer rapidament ja que el tampo de lisi té un pH molt basic 1 es
pot degradar el DNA.

3. Es neutralitza la soluci6 afegint el tampd de neutralitzacio i invertint 4-6
vegades. Apareix un precipitat blanquinds.

4. Es centrifuga a maxima velocitat per separar el precipitat.
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5. El sobrenedant és on ha quedat el DNA. Es passa aquest sobrenedant per una
columna QIAprep adient, de manera que el DNA queda retingut a la columna.

6. Es renta la columna fent-hi passar tampo de neteja, que manté la interaccid
entre la resina de la columna i el DNA.

7. Es fa passar per la columna la quantitat d’aigua en la que es vol recuperar el
DNA. De la quantitat d’aigua dependra la concentracid final de DNA de la
solucid (a més aigua, soluci6 més diluida) i la quantitat de DNA recuperada (a

més aigua més recuperacid) de manera que s’ha d’arribar a un compromis.

I1.4 Digestio del DNA amb enzims de restriccio.

La digestié del DNA, ja sigui per comprovar o per generar noves clonacions, s’ha portat
a terme seguint les instruccions dels proveidors i amb els reactius proporcionats per

aquests amb els enzims. S’han tingut en compte les segiients consideracions:

-la relaci6 entre quantitat d’enzim 1 de DNA ha de ser com a minim d’una unitat
d’enzim per microgram de DNA. En general en aquesta tesi s’ha utilitzat
relacions de 2-4 unitats d’enzim per microgram, per assegurar la digestid
completa.

-el temps de digestié ha estat de com a minim una hora a la temperatura optima
de I’enzim, indicada pel proveidor.

-el volum total de reaccid utilitzat ha estat sempre el menor possible, ja que en la
majoria de casos la reaccid s’ha de carregar després en un gel. En tot cas el
volum ha de ser suficient com perque la relaci6 entre volum d’enzim i volum
total no superi el 10%, ja que les solucions d’enzim tenen una alta concentracid

de glicerol per evitar que es congelin que podria interferir a la digestio.
Els enzims de restricci6 utilitzats en aquesta tesi han estat de les cases comercials Roche
i New England Biolabs. La informacio relativa a enzims de restriccid d’aquests

proveidors es pot trobar als webs:

http://www.neb.com/nebecomm/products/category1.asp

https://www.roche-applied-science.com/sis/cloning/index.jsp
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I1.5 Electroforesi en gels d’agarosa.

Per separar els fragments de DNA obtinguts en una digestié o en una PCR es fa servir
normalment 1’electroforesi en gels d’agarosa (tot i que per a fragments de DNA molt
petits, inferiors a 100 parells de bases, s’utilitzen gels d’acrilamida).

El DNA té una carrega global negativa; en un camp electric la mobilitat dels fragments
de DNA és inversament proporcional al logaritme del seu pes molecular. D’aquesta
manera es poden separar els fragments del DNA en funcid de la seva mida.

En la separacié dels fragments influeix també la mida de porus del gel, la qual cosa ve
determinada per la concentracio d’agarosa utilitzada. En general en aquesta tesi s’han
utilitzat gels de 1’1% d’agarosa, que permeten la separacid tant de bandes de diverses
kilobases com de bandes de pocs centenars de bases. Aquesta concentracio s’ha variat
en els casos en que calia separar bandes molt petites (concentracié d’agarosa més alta,
fins al 3%) o molt grans (concentracié més petita, fins al 0,5%). Al gel s’afegeix una
solucid de bromur d’etidi, un agent intercalant que serveix per marcar els acids nucleics,

ja que emet llum visible quan s’exposa a llum UV.

Les solucions utilitzades tenen la segiient composicio:

* TAE 50X
-2 M Trizma base (Sigma)
-1 M acid boric
-50 mM EDTA
Es conserva a T* ambient
* solucio de bromur d’etidi 400 pg/ml
= tampo de carrega 5X
-40 mM EDTA
-0,1% SDS
-30% Ficoll-400
-0,2% blau de bromofenol

Es conserva aliquotat a -20°C.
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I1.5.1 Preparacio del gel.

El volum del gel a preparar depén de la cubeta en la que es fara I’electroforesi. En
aquesta tesi s’han utilitzat majoritariament gels de 50 ml, perd en alguns casos gels més
grans, de fins a 200 ml, per carregar un major nombre de mostres.
1. Es pesa la quantitat d’agarosa necessaria per aconseguir el volum desitjat a la
concentracio d’agarosa desitjada. Es barreja amb el volum de tamp6 TAE 1X.
2. S’escalfa en un microones d’us exclusiu fins a la dissoluci6 total de I’agarosa.
3. Es deixa refredar fins que el recipient es pot tocar sense que cremi (40°-50°) i
s’hi afegeix el bromur d’etidi.
4. Es prepara el suport i s’hi posa la pinta que fara els pous desitjats. S’aboca la
solucid al suport i es deixa refredar.
5. Quan el gel és solid es retira la pinta i es col-loca a la cubeta d’electroforesi.

Es cobreix el gel totalment amb tampd TAE 1X.

I1.5.2 Preparacio de les mostres.

Per poder-les carregar al gel les mostres de DNA s’han de barrejar amb tampd de
carrega 5X (fins a una concentracié final 1X). Aquest tampd té dues finalitats: d’una
banda fa que la mostra “pesi” i entri al pou quan carreguem el gel, en lloc de dissoldre’s
amb el tampo6 d’electroforesi. De I’altra té un marcador de color que es comporta
electroforéticament com un DNA de baix pes molecular, de manera que es pot veure
com avanga 1’electroforesi.Els volums finals que es poden carregar depenen de la mida

dels pous, oscil-lant entre 25 1 80 pl.

11.5.3 Electroforesi.

Es carrega cada mostra en un pou del gel, es connecten els eléctrodes a la font
d’electroforesi i es corre el gel a un voltatge constant entre 70 i 100 volts, depenent de la
mida del gel. E1 DNA, amb carrega negativa, migrara cap al pol positiu. En un dels pous
es carrega el marcador de pesos de DNA, que conté diverses bandes mida coneguda i
serveix de guia per determinar la mida de les bandes de 1’electroforesi. EI marcador que
s’ha utilitzat en aquesta tesi ha estat el I Kb plus DNA ladder, d’Invitrogen.

(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/10787018.pdf). El resultat es pot
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comprovar en un transiluminador de raigs UV, gracies al bromur d’etidi. Si es vol
recuperar el DNA del gel s’ha d’evitar exposar prolongadament el gel als raigs UV, ja
que es danya el DNA. En els casos en que es vol guardar el resultat s’utilitza un equip

que té un transiluminador i una camera per obtenir fotografies dels gels.

I1.6 Recuperacio de fragments de DNA.

Els fragments de DNA que s’han separat en una electroforesi es poden recuperar per
utilitzar-los en passos posteriors. En el transiluminador, i protegint-nos dels raigs UV,
es talla amb un bisturi un tros del gel d’agarosa on hi ha el fragment de DNA que ens
interessa. Per obtenir el DNA s’ha usat en aquesta tesi un equip comercial anomenat
“GFX PCR DNA and gel band purification kit”, de la casa Amersham, seguint les

instruccions del fabricant. Basicament els passos a seguir son:

1. Escalfar el tros de gel en un tamp¢ fins a la dissolucié de I’agarosa.
2. Passar-ho per una columna que reté el DNA.
3. Rentar la columna amb el tamp6 de rentat.

4. Eluir el DNA amb la quantitat d’aigua desitjada.

Les instruccions completes es poden trobar al web http://www6.gelifesciences.com

I1.7 Lligacio.

Les tecniques de DNA recombinant permeten obtenir nous constructes a partir de
fragments de constructes previs i per lligacié6 d’aquests. En general la lligacio de
fragments roms és menys eficient que la d’extrems cohesius; per aquest motiu en
aquesta tesi s’ha intentat evitar, quan ha estat possible, 1’Gs d’enzims de restriccid que
generin extrems roms. Tot 1 aixo els extrems roms tenen ’avantatge que es poden lligar
amb altres extrems roms, independentment de I’enzim amb qué han estat generats. El

procediment per lligar fragments de DNA ¢és el segtient:

1. Es barregen els fragments que es vol lligar; és bo que en les lligacions
insert/vector es mantingui una proporcié major d’insert que de vector, cosa que

afavorira la lligacio.
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2. S’afegeix el volum necessari de tampo de lligacio (10X) 1 la lligasa
(normalment 1 pl). En aquesta tesi s’ha usat principalment la T4 DNA lligasa de

New England Biolabs (http://www.neb.com/nebecomm/products/productM0202.asp).

3. La incubaci6 optima és a 16° durant 1 hora. També es pot fer a 4° durant 16-

18 hores o 15 minuts a temperatura ambient.

El producte de lligacid es transforma en bacteries competents i1 es piquen colonies. Es
fan mini-preps de DNA i es comprova els plasmidis generats per restriccié (quan és

possible) i seqiienciacio.

11.8 Desfosforilacio.

En alguns casos ’estratégia de clonacio6 requereix que un dels DNAs que s’han de lligar
sigui previament desfosforilat, és a dir, se li elimini el fosfat terminal, per evitar que es
pugui relligar amb si mateix. Aixo no impedira la lligacié amb altres fragments de DNA
que si tinguin aquest fosfat terminal. Es el cas de clonar un insert a un determinat vector

per una unica diana de restriccid.

La desfosforilaci6 es realitza amb Fosfatasa Alcalina (en aquesta tesi s’ha usat la de la
casa Roche, seguint les instruccions del proveidor). Basicament consisteix en posar el
DNA en contacte amb la fosfatasa alcalina (2-3 unitats per microgram de DNA) en el

tampo adequat (que es subministra amb 1’enzim) 1 deixar-ho una hora a 37° C.

I1.9 PCR.

La reaccid en cadena de la polimerasa (PCR, de 1’anglés “Polimerase Chain Reaction)
¢s una tecnica molt utilitzada en biologia molecular per obtenir DNAs d’interes. Per
aconseguir una amplificacié eficient cal tenir en compte diferents factors, com ara la
DNA polimerasa utilitzada, la concentracidé de magnesi, etc. El manual “PCR
Applications Manual”, de la casa Roche, és una bona ajuda a I’hora d’optimitzar les

PCRs (accessible al web http://www.roche-applied-science.com/).

En aquesta tesi s’ha usat principalment la Taq Expand High Fidelity DNA polymerase,

de Roche, que té activitat 3’->5" exonucleasa que proporciona una major fidelitat en la
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copia del DNA. Les condicions de la reaccio, sobretot quantitat de DNA motllo,
primers, temperatura d’anellament i nombre de cicles, s’ha de posar a punt per a cada

parella de primers.

I1.9.1 Disseny d’encebadors.

Un dels factors claus en 1’éxit d’una PCR és el disseny dels encebadors. Tot 1 que no
sempre és possible, en general es recomana que els primers compleixin les segiients

caracteristiques:

= longitud entre 18 1 30 nucleotids.

= que no formi estructures secundaries internes (“hairpins”).

= que no s’hibridi amb si mateix o amb 1’encebador de la cadena complementaria
= que el tant per cent de G 1 C sigui entre el 40 1 el 60%.

= que tingui una temperatura de melting que permeti la hibridacié entre 55 1 65°

= que no contingui repeticions de nucleotids

* que en I’extrem 3’ acabi en una o diverses G o C.

Els programes de disseny d’encebadors tenen en compte tots aquests factors 1 per tant
faciliten el disseny. El programa usat en aquesta tesi ha estat ‘PrimerSelect’, del paquet

de programes ‘Lasergene’ (veure punt 1.3).

Els primers a més han de ser especifics. Quan es fa la PCR usant com a motllo un vector
aix0d no suposa un gran problema i es pot analitzar facilment. Per PCRs sobre DNA

genomic cal mirar 1’especificitat dels primers generats mitjangant el BLAST.

I1.9.2 Clonacié de productes de PCR en un vector pGEM-T easy.

Moltes de les PCRs realitzades en aquesta tesi han estat fetes amb 1’objectiu de clonar el
DNA resultant en un determinat vector. En aquest cas els encebadors utilitzats tenien, a
més de una regié d’homologia amb el DNA motllo, una diana per a un determinat
enzim de restriccid. El producte de PCR resultant tenia per tant dianes d’enzims de
restriccid als dos extrems. En principi aquest producte de PCR ja podria ser digerit pels

enzims de restriccid, perd aquesta digestio acostuma a ser molt ineficient, degut a que
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les dianes estan massa properes a I’extrem de DNA. Es per aixd que en molts casos
calia un pas previ a la digestid, que és la clonacié del fragment de PCR en un vector
intermedi, el pPGEM-T easy (Promega). Es tracta d’un vector obert pel lloc de clonacio
multiple al qual s’ha afegit dues timidines als extrems 3’. Moltes DNA polimerases
afegeixen una adenina als extrems 3’ dels productes amplificats (activitat desoxiadenina
terminal transferasa) de manera que es poden lligar al vector facilment a través de les
timines protuberants. Després de clonar el fragment de PCR al vector pGEM-T i

amplificar-lo, es procedeix a digerir-lo amb els enzims de restriccié adequats.

11.9.3 Mutagenesi dirigida.

En els casos en que es volia canviar un o més nucleotids d’un vector (normalment per
generar un canvi d’aminoacid en una pauta oberta de lectura) s’ha utilitzat la técnica de
la mutagenesi dirigida, que permet I’obtencié rapida de plasmidis mutants partint dels

plasmidis originals per amplificacid per PCR .

L’equip utilitzat ha estat QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit, d’Stratagene. El
procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant, que es poden trobar al

web http://www.stratagene.com/manuals/200518.pdf . Breument el DNA plasmidic

s’amplifica per PCR amb la Pfu DNA polimerasa, a partir de dos encebadors
complementaris que contenen la mutacié que es vol introduir. Un cop finalitzada
I’amplificacid es tracta amb 1’enzim de restriccid Dpn I. Aquest enzim té la
caracteristica de que tan sols talla DNA metilat, de manera que el DNA produit en
I’amplificacié per PCR no sera digerit, mentre que el DNA original si. D’aquesta
manera s’aconsegueix tenir tan sols plasmidis que tenen la mutacié desitjada. Es
transformen aquests en bacteries competents 1 s’amplifiquen. L analisi dels plasmidis es
pot fer per digestio (si la mutacid ha introduit o eliminat una diana de tall util) i per

PCR.

I1.9.4 Seqiienciacio.

Tots els vectors generats en aquesta tesi han estat comprovats per seqiienciacid. El
motiu €s que si bé en molts casos els vectors es poden comprovar per restriccio, la

seguretat total de que la clonacio ha estat ben feta no es té fins que no es seqiiencia el
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vector. A més espontaniament es poden donar mutacions puntuals que poden tenir

conseqiiéncies importants.

En aquesta tesi s’ha usat per seqiienciar 1I’equip BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, d’Applied Biosystems, seguint les instruccions del proveidor

(http://www.appliedbiosystems.com) . El procediment consisteix en una PCR amb un

sol encebador 1 amb dideoxinucleotids fluorescents, que actuen com a acabadors de la
polimeritzacio i permeten la seva identificacio. Totes les reaccions de seqiienciacid han
estat analitzades pels Serveis Cientifico-Tecnics del Parc Cientific de Barcelona. Els
resultats de la seqiienciacié s’han comparat amb la seqiiéncia teorica amb un dels

programes esmentats al punt 1.2.1.

11.9.4.1 Disseny de primers de seqiienciacio per al vector pCDNA3.1.

El vector més utilitzat en aquesta tesi per generar els clons necessaris ha estat
pCDNA3.1 (Invitrogen). La majoria de vectors comercials tenen a prop del lloc multiple
de clonacié regions on s’hibriden encebadors que son utilitzats ampliament per
seqlienciar. En el cas de pPCDNA3.1 aquests encebadors son coneguts com T7 1 SP6. Tot
1 aix0 aquests encebadors tenen dos inconvenients a pCDNA3.1: primer la PCR no és
eficient i segon els llocs d’hibridacié dels primers estan massa propers al lloc de
clonacio multiple del vector. Aixo fa que es perdi informacié de la seqiienciacio, ja que
la regi6 propera a l’encebador no acostuma a quedar gaire ben definida a les
seqiienciacions. Per aquest motiu vam generar nous primers especifics per a seqiienciar
pCDNA3.1, amb una eficiencia major i que hibriden a més distancia del lloc multiple de

clonacio. La seva seqiiencia ¢€s la segiient:

Fwd AGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTA
Rev  GGGGGAGGGGCAAACAAC

I1.10 PCR a temps real.

La PCR a temps real és un metode per quantificar RNA missatger. Breument consisteix
en passar el mRNA a cDNA (retrotranscripcid) i amplificar per PCR una seqiiéncia

especifica. Durant la PCR es fa un seguiment de la reacci6 a temps real, ja que en la
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mescla de reaccid s’incorporen reactius que emeten fluorescéncia a [’unir-se
especificament a la seqiiencia amplificada (sondes) o bé quan s’intercalen en DNA de
doble cadena (SYBR-Green).

En aquesta tesi s’ha usat el sistema “SYBR-Green PCR Master Mix” d’Applied
Biosystems, per fer quantificacions relatives a 1I’expressio d’un gen house-keeping (que
no varia en les condicions experimentals), treballant en plaques de 96 pous en un aparell

ABI7700, segons les instruccions del fabricant.

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2 &catID=601292

I1.10.1 Disseny dels encebadors.

El disseny dels encebadors per a PCR amb temps real és un element clau per a I’¢xit de

I’experiment, i té uns criteris diferenciats que son els segiients:

= el producte amplificat ha de tenir entre 50 1 150 parells de bases. Quan no sigui
possible es pot augmentar fins a 200 parells de bases o disminuir fins a la mida
minima per a que els encebadors no es solapin.

= ]a hibridacid dels encebadors amb el cDNA ha de ser propera a I’extrem 3’ del
cDNA. Aix0 ¢és aixi perque la reaccid de retrotranscripcio es fa usant oligodT, €s
a dir, a partir de la cua de poliA. Per tant, si hi ha transcrits parcialment
retrotranscrits (especialment important en transcrits llargs) els pot mancar part de
I’extrem 5°, cosa que fa preferible que I’encebador hibridi per 3°.

= en cas que hi hagi possibles splicings alternatius s’ha de tenir en compte en el
disseny dels encebadors.

* quan sigui possible la temperatura d’hibridacio dels primers sera propera als
60°C, que ¢és la temperatura d’extensido de la polimerasa del SYBR Green.
D’aquesta manera ens estalviem d’introduir un pas d’anellament i a més es pot
analitzar més d’un transcrit per placa.

= ¢s especialment important que els encebadors no formin dimers o hairpins, ja
que el que es mesura és la formacié de DNA de doble cadena.

= quan sigui possible les 5 bases de I’extrem 3’ de I’encebador no han de tenir

mésde2 CoQG.
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= ¢s util dissenyar els encebadors de manera que hibridin en exons diferents.
D’aquesta manera en cDNA estaran a la distancia correcta, perd en DNA
genOmic estaran massa lluny I’un de I’altre, perque hi haura ’intr6 pel mig. Aixi
s’aconsegueix evitar la interferéncia d’una possible contaminacio del cDNA amb
DNA genomic. Aquest, pero, €s un criteri secundari que es compleix tan sols
quan ¢és possible 1 no si cal renunciar a algun dels criteris anteriors, més
importants. El millor és assegurar I’abseéncia de DNA a la mostra, tractant si cal

la mostra d’RNA amb DNAses préviament a la retrotranscripcio.

I1.10.2 Optimitzacio de les condicions d’amplificacio.

Un cop s’ha dissenyat uns encebadors cal valorar quines son les concentracions optimes
de treball i quin és el rendiment de I’amplificaci6. Es fa una amplificacié de prova amb
10 ng d’equivalents de RNA (volum de solucié de cDNA que correspondria a 10 ng de
la solucid inicial d’RNA) a diferents concentracions dels encebadors (en aquesta tesi
s’ha usat 900, 600, 300 i 150 nM). Es valora per PCR a temps real ’amplificacio i es
selecciona la menor concentracid a la que s’obté una menor Ct. També es comprova que
els primers no fan dimers o ‘hairpins’ a través de les corbes de fusio. Amb la
concentracio Optima de primers es valora el rendiment de la reaccid, amb un banc de
dil-lucions seriades del cDNA (10, 5, 2’5, 1°25 1 0°625 ng d’equivalents de RNA) i es
determina la pendent de la relacio entre les Cts i el logaritme de la concentracid. El

rendiment respondra a la formula:

Rendiment (%) = 100 (107/™-1)

on “m” és la pendent. Una pendent de -3°322 representa un rendiment del 100%.

11.10.3 Encebadors de Real Time pel gen DOR.

En aquesta tesi es van dissenyar i posar a punt encebadors per quantificar mRNAs del

gen DOR en huma, ratoli i rata. Aquests primers han estat ampliament usats al nostre

grup per quantificar I’expressio del gen DOR amb diversos proposits.
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Huma hRT-DORf CTCCCCTTCTCCTCCAGTAAA

hRT-DORr AGCCCAAAATTCAGTCTCACCA

Ratoli mRT-DORf AACCACAGCCTGCTTCTAATACCTT
mRT-DORr TCAGCCAGTCTCAACACAAAACAC
Rata rRT-DORf CACAGCCTGCTTCAAATACCTTCT

rRT-DORr TCAGCCAGTCTCAACACAAAACAC

La posicio relativa d’aquests primers en els cDNAs ¢és la segiient:

Taula 1. Posicié als cDNAs dels primers usats per RT-PCR

Mida cDNA (bp)  Posicié ORF Posicio primers RT

Forward Reverse
hDOR 4110 327 a 989 2315 a 2335 2406 a 2427
mDOR 3933 212 a 877 3649 a 3673 3730 a 3753
rDOR 3972 186 a 851 3683 a 3706 3761 a 3784

Ampilificacioé (bp)

112
104
101

11.10.4 Quantificacio de ’expressio de ’RNA de DOR per Real Time PCR.

En la quantificacié per RT-PCR de I’expressio del gen DOR s’ha utilitzat com a gen

constitutiu la ciclofilina A (CYPA). Les amplificacions s’han fet en un volum final de

16 ul. Tots els encebadors s’han utilitzat a una concentracié de 300nM, la qual s’ha

determinat experimentalment com 1’0ptima, i amb una quantitat de cDNA de 10 ng

d’equivalents de RNA per tub. Els cicles s’han fet en les segiients condicions:

10 a 95°C

157 a 95°C
x40
17 a 60°C

Un cop finalitzada ’amplificacid s’han fet les corbes de melting de cada pou per a

descartar amplificacions inespecifiques o formacié de dimers d’encebadors.
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II.11 Obtencio de RNA total.

En la obtenci6 i manipulacié de RNA s’ha de treballar encara més amb compte que amb
el DNA, ja que el RNA ¢és molt més sensible a la degradaci6. Cal treballar sempre amb

reactius i en condicions en que s’evitin possibles contaminacions amb RNAses.

El metode que principalment s’ha usat en aquesta tesi per a 1’obtencid de RNA és el
metode del Trizol (Invitrogen), que permet 1’aillament de RNA total a partir de teixits o
cultius cel-lulars. L’obtenci6 d’RNA s’ha fet seguint el procediment que indica el

fabricant (http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=469). Basicament el Trizol

¢s una solucid que lisa les cel-lules i en dissol els seus components mantenint la
integritat de I’'RNA. Un cop lisat, s’afegeix cloroform i es centrifuga, de manera que
queden dues fases separades, una organica i una aquosa, on es troba I’'RNA. La fase

aquosa es separa 1 es precipita el RNA amb isopropanol.

Per a certes aplicacions cal tenir un RNA absolutament lliure de DNA. Per aix0 es fa
servir una DNAsa lliure de RNAses (DNAsa I, d’Ambion, procediment segons les

instruccions del fabricant). (http://www.ambion.com/catalog/CatNum.php?AM?2222).

I1.12 Obtencié de cDNA.

Per a determinades aplicacions (com ara per la PCR a temps real) cal passar el RNA a
cDNA. Aix0 s’aconsegueix per accid d’una retrotranscriptasa, enzim que sintetitza
DNA usant RNA com a motlle. L’encebador usat pot ser especific d’'un RNA concret o
inespecific. En aquesta tesi s’ha usat I’encebador inespecific oligodT, que hibrida amb

les seqiiencies poliA dels mRNAs.

L’equip comercial que s’ha usat en aquesta tesi és el d’Invitrogen, seguint les
instruccions del fabricant

(https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewCategories&pc=2719&npc=388&nc=395& )
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III CULTIU CEL-LULAR.

III.1 Consideracions generals.

La manipulacio de les linies cel-lulars s’ha fet seguint condicions estrictes d’esterilitat
per minimitzar el risc de contaminaci6. El treball amb les c¢l-lules s’ha realitzat en
campanes de flux laminar. Aquestes es netegen abans i després del seu us amb una
solucid d’etanol 70%; periodicament es manté sota irradiacié per UV (incorporat a la
propia campana) per assegurar-ne 1’esterilitat. L’us del cremador Bunsen és opcional,
perd no es recomana perqué crea turbuléncies que trenquen el flux laminar. Es
important no passar les mans o objectes per sobre de cel-lules o solucions esterils, ja que
és una forma usual de contaminacio. El material de treball ha de ser estéril, o
esterilitzar-lo abans del seu us, per irradiacié amb UV o amb etanol 70%. Les solucions
de treball (medis de cultiu, antibiotics, tripsina, reactius...) han de ser esterilitzats, bé per
autoclau o passant-los per filtres de 0,22 um de diametre (Schleicher & Schuell).

En general les cél-lules es mantenen en incubadors en les condicions més favorables

(temperatura: 37°C; pressio de CO2: 5%; humitat: 90%).

Un cop acabat I’experiment, i tractant-se de material biologic, cal tractar els materials
utilitzats per eliminar les cellules restants, bé amb lleixiu, per incineracié o amb

I’autoclau.

II1.2 Medis i reactius generals.

Les solucions d’estoc que s’han utilitzat han estat les segiients:

= Medi basal: medi DMEM amb glutamina 2mM 1 4,5g/1 de glucosa (Gibco).

= Sérum: Sérum Bovi Fetal (FBS) o sérum de cavall (HS) tots dos de Gibco.
Abans del seu Us cal tractar-los a 56°C durant 30 minuts per inactivar les
proteines del complement, que podrien danyar les cel-lules.

= Antibiotics: (per minimitzar el risc de contaminacid) Solucié de Penicilina/
Streptomicina 10.000 U/ml: 10.000 pg/ml (Gibco).

= Tamponador: HEPES, solucié 1,25 M, pH 7°4. Per mantenir les condicions de
pH, juntament amb el CO2 de I’incubador.
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Per a més informacio http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9371 (Gibco).

Amb aquestes solucions d’estoc es preparen els medis necessaris per al creixement de
les cel-lules. Tipicament el medi usat €s el conegut com a “medi complet”: sobre un
volum de 500 ml de DMEM s’afegeixen els segiients reactius fins a la concentracid

final indicada:

= HEPES 25 mM (dil-luci6 1/50 de I’estoc)
= Penicil-lina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml (dil-lucio 1/100 de I’estoc)
= FBS al 10% (medi de creixement) o HS al 2% (medi diferenciacio).

El medi preparat es manté a 4°C i s’escalfa al bany maria fins a 37°C abans del seu s en

cel-lules.
Altres solucions generals de treball son:

= PBS: preparat i esterilitzat per I’equip teécnic del laboratori. S’usa basicament
per rentar les cellules de restes de medi, per exemple abans de I’acci6 de la
tripsina.

= Tripsina: 2,5 g/l. (Gibco). Allibera les cel-lules de la superficie de creixement.
I11.3 Manteniment dels cultius cel-lulars.

Les cel-lules es poden mantenir en suspensié en un medi o adherides a una superficie
adequada. Per establir un cultiu de cel-lules adherides es plaquegen les cel-lules
normalment a plaques de 10 cm de diametre o flascons de 75 cm”. Aquests sén els
suports més comuns per al manteniment de la linia cel-lular, perd depenent dels usos per
als que es vol destinar les cel-lules pot interessar plaquejar-les en receptacles diferents,
com ara plaques de 15 cm2, quan es necessita un gran nombre de ce¢l-lules, o plaques
multi-pou, quan no necessitem tenir moltes cel-lules i hi ha moltes condicions diferents
d’experimentacio. Per passar c¢l-lules d’un tipus de suport a un altre es pot usar com a

referéncia la superficie relativa dels dos receptacles (taula N). Aixi, per exemple, a una
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placa de 15 cm de diametre (145 cm?) hi cabran gairebé 3 vegades més cél-lules que en

una placa de 10 cm de diametre (56 cm?).

Taula 2. Diferents suports utilitzats en aquesta tesi, superficie i
nombre de cél-lules HeLa que hi caben en confluéncia.
Superficie HelLa
Placa 15 cm @ 145 cm? 2x10
10cm @ 56 cm’ 7 x10°
6cm@ 21 cm? 2,5x10°
3,5cm@ 8 cm’ 1x10°
Multi-pou 6 pous 9,5 cm*/pou 1,2 x 10°
12 pous 4 cm?/pou 5x 10°
24 pous 2 cm*/pou 2,5x10°
48 pous 1 cm?/pou 1,3 x 10°
Flascé 250 ml 75 cm? 1x10’
50 ml 25 cm® 3x10°

Per poder mantenir una linia en bones condicions, les cel-lules han d’estar en constant
divisio i per tant s’ha d’evitar que arribin a la confluéncia maxima, és a dir, que arribin
al punt en que ocupen tota la superficie del suport i ja no es poden dividir més. Aixo és
especialment important en linies cel-lulars com els mioblasts C2C12, ja que quan
arriben a confluéncia comencen a diferenciar. Per aquest motiu quan arriben a una
confluéncia del 80-85% (quan les cel-lules ocupen el 80-85% de la superficie del suport)
s’han de passar a un nou suport. Per al manteniment de les linies les cel-lules es passen a
confluéncies baixes, sent 10% el percentatge minim recomanat, ja que amb percentatges

inferiors es compromet I’homogeneitat del cultiu i fins i tot la superviveéncia cel-lular.
La majoria de linies cel-lulars dupliquen el nombre de cel-lules en un temps

lleugerament inferior a un dia. Aixo fa que si es plaquegen al 10% calgui passar-les per

manteniment de la linia en menys de 3 dies perque no arribin a estar massa confluents.
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El procediment per passar les cel-lules de suport és el segiient:

1. S aspira el medi en el que estan creixent les cel-lules.

2. Es renten amb tampd PBS. Quan s’aboquen tampons o medis a les cél-lules €s
important no fer-ho directament sobre les cel-lules, sind6 en la mesura del
possible fer-ho sobre la paret del receptacle per evitar desenganxar cel-lules.

3. S’aspira el tampo PBS. Es important aspirar bé perqué no quedin restes de
tampd o medi, per al correcte funcionament de la tripsina al segiient pas.

4. S’afegeix la solucié de tripsina (1 ml per una placa de 10 cm) i es reparteix bé
per tota la superficie de les cel-lules. La tripsina és una proteasa que trencara les
unions entre cel-lules 1 entre aquestes i el suport, de manera que quedaran les
cel-lules Iliures. Convé exposar les cellules a la tripsina el menor temps
possible, per evitar que es malmetin.

5. Quan les cellules s’han desenganxat (es pot veure a simple vista o al
microscopi) s’afegeix medi de cultiu (9 ml en una placa de 10 cm), 1 es
resuspenen les cel-lules fins a aconseguir una suspensié homogenia.

6. Es centrifuga la suspensi6 a baixa velocitat (700 rcf, 3 minuts) per concentrar
les cel-lules. S’aspira en sobrenedant i es resuspenen les cel-lules en medi de
cultiu. D’aquesta manera s’elimina la tripsina del medi.

7. Es dilueixen les cel-lules en el volum de medi necessari i es plaquegen al

suport desitjat.

En els casos en que calgui tenir molt ben controlat el nombre de cel-lules que es
plaquejara es pot comptar el nombre de cellules per mil-lilitre que hi ha en una

determinada suspensid de cel-lules amb 1’s d’una cambra de Neubahuer al microscopi.

I11.4 Congelacio i descongelacio de cel-lules.

Els cultius cellulars es poden mantenir durant periodes llargs de temps congelats en
nitrogen liquid. Les cel-lules tendeixen a envellir 1 a perdre les seves caracteristiques
bioquimiques 1 morfologiques quan es van tractant amb tripsina i subdividint. En aquest
sentit és interessant mantenir estocs congelats de cel-lules que hagin estat passades

poques vegades. Aix0 també sera util en cas que una contaminacié de les cel-lules amb
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les que s’esta treballant faci que les haguem de llengar. El procediment per obtenir

aliquotes congelades de cel-lules €s el segiient:

1. Es tripsinitzen les cel-lules i es centrifuguen com hem vist al punt ITIL3.

2. Es resuspenen les cel-lules en una solucié de DMSO (dimetilsulfoxid) (Sigma)
diluit al 10% en FBS. EI DMSO és un criprotector, és a dir, protegeix les
cel-lules dels efectes nocius que tindria la congelacid, basicament la formacié de
cristalls. Tot 1 aix0 és toxic i per tant cal exposar les cel-lules el menor temps
possible al DMSO a temperatura ambient.

3. S’aliquota aquesta suspensioé en criotubs (Nunc) préviament rotulats. S’hi
indica el tipus cel-lular, el nombre de processos de tripsinitzacio, la quantitat de
cellules congelades, la data de congelacid i el propietari.

4. Es col'loquen els criotubs en uns tancs de congelacié d’isopropanol i es situa
el tanc a -80°C durant 24 hores. El tanc d’isopropanol serveix per fer que el
refredament de les cél-lules sigui lent, al voltant d’un grau per minut, fent aixi
una congelacid progressiva menys nociva per les cél-lules.

5. Després de 24 hores el tanc ja haura assolit els -80°C i €s aleshores quan es

passen els criotubs a nitrogen liquid.

En el procés de descongelacio de les aliquotes un cop més cal tenir les cel-lules
exposades el menor temps possible al DMSO a temperatura ambient. El protocol

consisteix basicament en el segiient:

1. El criotub es passa del nitrogen liquid al bany maria a 37°C, perque es
descongeli rapidament.

2. Es resuspen el contingut del criotub en 10 ml de medi de cultiu.

3. Es centrifuguen les cel-lules 1 s’aspira el sobrenedant. D’aquesta manera
s’elimina el DMSO de les cel-lules.

4. Es resuspenen les cellules en medi i es tracten de manera analoga a si

s’acabessin de tripsinitzar (punt I1L.3).
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I11.5 Deteccié de micoplasma.

En general les contaminacions que poden afectar als cultius cel-lulars (basicament
bacteries i fongs) es detecten facilment a simple vista perqué fan que el medi de cultiu
s’enterboleixi 1 canvii de color, ja que s’acidifica 1 els medis tenen un indicador
colorimetric de pH. La contaminacid per micoplasma, en canvi, passa normalment
desapercebuda, ja que és un parasit intracel-lular que no provoca aquests canvis en el
medi 1 per tant no detectable a simple vista. Les Uniques pistes que poden portar a
pensar que es pateix una contaminacié per micoplasma son que les cel-lules es
divideixen més lentament, o que son menys efectives per a processos com
diferenciacions o transfeccions transitories.

L’analisi de la possible contaminacié per micoplasma s’ha de fer periodicament a través
d’un equip de deteccio especific. En aquesta tesi s’ha usat un equip anomenat EZ-PCR
Mycoplasma Test (Biological Industries) que detecta la preséncia de micoplasma amb

una PCR especifica d’un marcador de la bacteria, seguint les instruccions del fabricant

(http://www.bioind.com/Htmls/product.aspx?C1010=12564&BSP=12562).

II1.6 Linies cel-lulars utilitzades.

-Cél.lules HeLa (ATCC CCL-2) procedeixen d’adenocarcinoma de cervix
huma.Presenten una morfologia i un fenotip epitelial i tenen incorporades seqiiéncies
del papilomavirus huma 18 (HPV-18). Sén cellules adherents (s’uneixen a les
superficies de cultiu) i presenten inhibicié per contacte, de manera que formen
monocapes en cultiu. Aquestes cel-lules son ampliament utilitzades per I’estudi de
diferents proteines expressades de manera transitoria, ja que es poden transfectar per

diferents mecanismes 1 sOn resistents 1 amb un facil manteniment.

-HEK 293T (ATCC CRL-11268) és una linia que també es pot transfectar facilment.
Deriva de la linia 293 (una linia originaria de rony6 huma), per inserci6é de 1’antigen T
del virus SV40. S’utilitzen també per a la propagaciéo i titulacid6 d’adenovirus
recombinants. Com en el cas de les HeLa tenen fenotip epitelial, i presenten adheréncia

a les superficies 1 inhibicid per contacte.
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-C2C12 (ATCC CRL-1772) és una linia de mioblast procedent de ratoli. La seva
principal caracteristica és que en les condicions adequades diferencia rapidament,
formant miotubs contractils i1 produint proteines caracteristiques del muscul. El
tractament amb BMP-2 (bone morphogenic factor 2), pero, fa que es diferenciin a

osteoblast.

Per a més informacid sobre aquestes linies: www.atcc.org
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IV TRANSFECCIO CEL-LULAR TRANSITORIA.

En molts casos I’estudi funcional d’una proteina requereix la seva expressio en una linia
cel-lular. Tot i ha altres metodes, com la infeccido amb virus, per a aconseguir aquesta
finalitat en aquesta tesi s’han usat basicament metodes de transfeccio cel-lular
transitoria. Dels diferents metodes disponibles s’ha usat com veurem un o altre en

funcié del proposit per al qual es feia la transfeccio.

IV. 1 Transfeccio pel métode del fosfat de calci.

Aquest metode es basa en la formacié d’un precipitat de fosfat de calci que engloba el
DNA que es vol transfectar. El precipitat s’adhereix a la superficie de la cel-lula i
posteriorment és endocitat. El precipitat es forma en mesclar dues solucions, una que

conté clorur de calci 1 I’altra tamponada que conté el fosfat.

El parametre més important en la formacid correcta del precipitat és el pH de les
solucions: petites variacions en el pH donen lloc a la formacié de precipitats de mida
diferent. Cal trobar el pH Optim al qual es forma un precipitat prou gran per sedimentar 1
adherir-se a les cel-lules 1 prou petit per permetre la seva endocitosi. Per determinar el
pH Optim s’usa una soluci6 de clorur de calci a pH 6°95 i1 una bateria de tampons fosfat
a diferents pHs (6,5 a 7,5), 1 es mesura quin €s el que produeix una maxima transfeccid
(pel procediment que veurem al punt IV.3). Un altre parametre que influeix en la
formacié dels precipitats és la temperatura. En aquest sentit €s important evitar 1’is de

la flama quan es transfecta amb clorur de calci.

El DNA transfectat també influeix en I’eficiencia de la transfeccid. D’una banda la
quantitat de DNA ha de ser proporcional al nombre de cel-lules. Aixi, per exemple, per
una placa de 10 cm s’han utilitzat en aquesta tesi normalment 20 pg de DNA, 1 per un
pou d’una placa de 6 pous, 4ug. Aquestes quantitats son generals i en alguns casos cal
ajustar-les al tipus d’experiment. La qualitat del DNA transfectat també influeix en
I’eficiéncia de la transfeccid. La majoria de DNAs que es transfecten son vectors que
s’han obtingut per amplificacio en bactéries. En aquest sentit €s recomanable usar per a
transfectar plasmidis provinents de maxi-preps i no de mini-preps, ja que les primeres

donen una concentracio i una puresa més elevada dels DNAs.

216



Materials i metodes

Les solucions usades en la transfeccid per fosfat de calci son les segiients:

= Tampons fosfat: ~ -0,28 M NaCl
-50 mM BES
-0,75 mM Na,HPO4
-0,75 mM NaH,PO4
Es generen diferents aliquotes del tampd en que els pHs s’ajusten un rang

entre 6,5 1 7,5. Es filtren amb un filtre de 0,22 um per esterilitzar-los.

* solucio de CaCl,: -2 M CaCl,
-0,1 M Tris-base
S’ajusta el pH a 6°95 i es filtra.

= solucions dels plasmidis a transfectar

= aigua miliQ esteril

El procediment seguit per a la transfeccid de plaques de 10 és el segiient:

1. el dia abans de la transfeccid es sembren les plaques de manera que en el
moment de la transfeccid estiguin a la confluéncia desitjada (al voltant del 25%).
2. es prepara la mescla de DNAs que es vol transfectar en tubs esterils. Es porta
fins a 250 pl amb aigua miliQ esteril 1 es barreja.

3. s’afegeix 250 pul de la solucié de CaCl, i es barreja.

4. s’afegeix 500 pl del tampo fosfat i es barreja.

5. S’espera 15” per a que es formin els precipitats. Passat aquest temps es barreja
la solucidé per resuspendre els precipitats i s’aboca, gota a gota, per tota la
superficie de les cel-lules.

6. Es deixa les cel-lules en contacte amb els precipitats durant 16-18 hores.
Exposicions més prolongades als precipitats poden tenir efectes toxics.

7. Es renten les cel-lules amb PBS per eliminar les restes de precipitats 1

s’afegeix nou medi de cultiu.
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Aquest procediment descrit per a plaques de 10 cm es pot escalar per adaptar-lo a
plaques de mida diferent. Aixi per exemple en el cas de transfeccions de multi-pous de
24 pous en que es volien fer experiments per quadruplicat (3 pous per 1’experiment i un
per a mesurar 1’eficiéncia de la transfeccid) s’ha preparat la mescla per als quatre pous
conjuntament: 1. Es barregen els DNAs

2. Es porten a 100 pl amb aigua miliQ esteril

3. S’afegeixen 100 pl de solucié de CaCl,

4. S afegeixen 200 pl de tamp¢ fosfat

5. S’espera 15’ i s’aboquen 100 pl a cada un dels 4 pous

Aquest metode de transfeccio no funciona per a qualsevol tipus cel-lular. Tot 1 aixo, en
determinats tipus cel-lulars com ara les ce¢l-lules HeLa aconsegueix unes eficiéncies de
transfeccid molt altes. El principal problema d’aquest sistema de transfeccid és la
variabilitat: en un mateix experiment en que es transfectin diferents condicions es poden
tenir eficiencies de transfeccio molt diferents. Aixo fa que aquest sistema de transfeccid
no sigui el més adequat per experiments on es requereix una eficiéncia de transfeccid
similar entre les diferents condicions experimentals, com ara els estudis amb vectors
reporters. L’alta eficiencia de transfeccid que s’aconsegueix pot ser també (i

paradoxalment) un problema, un altre cop en estudis com els de vectors reporters.

Per tots aquests motius en aquesta tesi s’ha usat aquest metode per transfectar cél-lules
HeLa en els casos en que calia una alta eficiéncia de transfeccid perd no era necessaria
una elevada homogeneitat en les eficieéncies de transfeccid, com ara transfeccions per
obtenir proteina per Western Blot o per analitzar localitzacio de proteines per

microscopia confocal.

IV.2 Transfeccié amb Lipofectamine.

Un metode alternatiu a la transfeccid amb fosfat de calci és la transfeccio amb diferents
metodes comercials basats en la formacio de liposomes que engloben en DNA 1 son
fagocitats per la cel'lula. En aquesta tesi s’ha utilitzat principalment 1’equip
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Els avantatges d’aquest sistema de transfeccio
respecte al fosfat de calci son principalment dos: el primer que permet la transfeccié de

determinats tipus cel-lulars que no es poden transfectar pel meétode del fosfat de calci;
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segon I’eficiencia de la transfeccid és molt més constant, de manera que en un
experiment la variabilitat en I’eficiencia de transfeccido de les diferents condicions
disminueix, cosa necessaria per determinats experiments com ara estudis amb vectors
reporters. Els inconvenients son també dos: I’eficiéncia de transfeccio sol ser menor que

amb el fosfat de calci (50-70%); d’altra banda el seu preu és molt més elevat.

Les transfeccions amb Lipofectamine 2000 s han portat a terme en plaques multi-pou de

12, 24 0 48 pous, seguint les instruccions del fabricant (https://catalog.invitrogen.com/).

Breument el procediment seguit per transfectar multi-pous de 24 pous ¢s el segiient:

1. El dia abans de la transfeccid es plaquegen les cel-lules de manera que en el
moment de la transfeccid estiguin a la confluéncia desitjada. En aquest cas la
confluéncia ha de ser més alta que amb el fosfat de calci (45-65%), per
minimitzar la toxicitat del producte.

2. Abans de la transfeccid es retira el medi de les cel-lules i es canvia per medi
sense antibiotic. Aix0 ¢€s degut a que 1’antibiotic augmenta la toxicitat de la
lipofectamine.

3. Es barregen els DNAs i es porten a un volum de 200 ul amb DMEM.

4. Es barreja la quantitat necessaria de lipofectamine per totes les condicions a
transfectar amb el volum adequat de DMEM. S’espera cinc minuts.

La quantitat de lipofectamine dependra de la quantitat de DNA que es vol
transfectar, 1 el ratio ug de DNA:lipofectamine pot variar entre 1:0,5 i 1:5.
Aquest ratio s’ha d’optimitzar per a cada tipus cel-lular per aconseguir una
eficiencia major amb una baixa toxicitat.

3. Es barregen els 200 pl del punt 3 amb 200 pl de la solucié del punt 4.
S’espera 20 minuts.

4. Es barreja bé 1 s’afegeixen 100 pl a cada un dels pous del quadruplicat, gota a
gota i repartint per tota la superficie de les cel-lules.

5. Després de 4-6 hores ja es pot canviar el medi de la placa sense perdre

eficiéncia de transfeccio.

Un cop més aquest és el procediment per a transfectar plaques multi-pou de 24 pous,

perd el procediment es pot escalar per adaptar-lo a altres tipus de plaques.
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Aquest sistema de transfeccio s’ha utilitzat en aquesta tesi en linies cel-lulars que no es
transfecten bé amb fosfat de calci, com les cel-lules C2C12, aixi com en els assajos amb
vectors reporter, en els que es requereix la maxima uniformitat possible en ’eficiencia

de transfeccid dels diferents grups analitzats.

IV.3 Mesura de ’eficiéncia de transfeccio.

La mesura de quina ha estat 1’eficiéncia d’una determinada transfeccid té principalment
dos objectius. El primer és determinar si la transfeccid ha funcionat correctament;
d’aquesta manera evitem fer llargs protocols amb una despesa innecessaria de temps i
diners amb unes mostres que no serviran perque la transfeccié no ha funcionat com
caldria. D’altra banda en molts experiments es transfecten diferents condicions que
s’han de comparar numericament entre si. La dada de I’eficiéncia de transfeccio es pot
usar com un valor numeric amb el qual corregir els valors experimentals de les diferents
condicions, de manera que es reverteix la possible variabilitat creada per una transfeccio
diferent. Cal dir que aquesta correccio €s creible quan la correccié que s’ha de fer és de
petita magnitud; dues condicions experimentals amb eficiéncies de transfeccid molt
diferents no es podran comparar encara que es corregeixin els valors per ’eficiencia de

transfeccio.

IV.3.1 Mesura de la GFP al citometre.

Un dels metodes utilitzats per a la mesura de I’eficiéncia de la transfeccio en aquesta
tesi ha estat la mesura de la proteina Green Fluorescent Protein (GFP) utilitzant un
citometre. La GFP és una proteina que emet fluorescéncia quan és excitada amb una
determinada longitud d’ona i per tant es pot mesurar per metodes fluorimétrics. Un
vector d’expressio per a la proteina GFP es co-transfecta juntament amb els vectors de
I’experiment (tipicament el vector de GFP s’afegeix en un 10% de la quantitat total de
DNA transfectada). L’expressié de la proteina GFP es donara tan sols en aquelles
cel-lules que hagin estat transfectades, i amb una intensitat proporcional al nombre de
copies de vector de GFP que hagin entrat. Donat que tots els vectors tenen la mateixa

probabilitat d’entrar a la cel-lula, la intensitat de la senyal de la GFP sera proporcional
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no tan sols a I’entrada del vector de la GFP, sind també a 1’entrada de qualsevol dels

vectors de la mescla de transfeccio.

El citdometre mesura el percentatge de cel-lules que tenen senyal de GFP, i la intensitat
d’aquesta senyal per a cada cel-lula mesurada. Aquests valors s’usaran per a la correccid

de I’experiment.

Per fer aquesta analisi no és necessari trencar ni matar les cel-lules. Per aquest motiu
amb aquest sistema i 1'as d’'un FACS (Fluorescent Activated Cell Sorter) és pot
aconseguir seleccionar aquelles cel-lules que expressen GFP, 1 separar-les de les que no

per poder-les seguir creixent.

IV.3.2 Mesura de ’activitat renilla al luminometre.

Un metode alternatiu a la GFP, pero basat en el mateix concepte, és el de co-transfectar
amb els vectors de 1’experiment un vector d’expressio per a 1’enzim renilla (també en
una relacié del 10% del DNA total transfectat). Aquest enzim €s capag de produir llum a
partir d’un substrat, i aquesta llum es pot mesurar al luminometre, com veurem al punt
V.3.2. La mesura de la llum produida és proporcional a la quantitat de renilla present i
per tant a I’eficiéncia de la transfeccio. Aquests valors per tant es poden usar també per
corregir els valors de les diferents condicions experimentals. A diferéncia de la GFP
amb aquest sistema si cal lisar les cel-lules i1 per tant no es pot utilitzar per seleccionar-

les.
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V. ANALISI DE L’ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL.

Una de les tecniques utilitzades per 1’estudi de 1’activitat transcripcional és la utilitzacid
de vectors reporters. Els vectors reporters codifiquen per 1’expressié d’una proteina que
per les seves caracteristiques és facilment mesurable; I’expressio d’aquesta proteina esta
controlada per un promotor que conté elements de resposta als factors dels quals es vol
analitzar P’activitat transcripcional. D’aquesta manera 1’expressio del gen reporter sera
una mesura de I’activitat transcripcional que es vol determinar. Els gens utilitzats com a
reporters en aquesta tesi han estat dos, la cloramfenicol acetil transferasa (CAT) i la

luciferasa.

V.1 Disseny de I’experiment.

Un experiment tipic d’aquesta tesi és el segiient: es vol analitzar la capacitat d’un
possible coactivador d’incrementar 1’activitat transcripcional d’un determinat receptor

nuclear. Els elements necessaris per fer I’experiment sén:

-cel-lules en plaques multi-pou: generalment s’han usat cel-lules Hela, tot i que
també s han usat altres com 293 o C2C12.
-plasmids:  -vector reporter per al receptor nuclear
-vector d’expressio del receptor nuclear
-vector d’expressid del possible coactivador
-vector buit per igualar la quantitat de DNA transfectat a les
diferents condicions. El vector buit usat ha estat pCDNA3.1.

-hormona per al receptor nuclear

Les transfeccions s’han realitzat majoritariament a plaques multi-pou de 24 pous. El
metode de transfeccid d’eleccid ha estat la transfeccio amb Lipofectamine 2000; el
principal motiu €s que I’eficiéncia de transfeccid €s més constant entre les diferents
condicions que amb altres meétodes com el fosfat de calci. L’eficiéncia de la transfeccid

¢s menor pero suficient.
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Les quantitats tipiques de vectors transfectades per pou han estat:

ng de DNA Hormona
Condicio Reporter Receptor Nuclear co-activador vector buit Total DNA
Basal 150 0 0 375 525 -
Receptor Nuclear 150 75 0 300 525 +
- 150 75 100 200 525 +
co-activador ‘ 150 75 200 100 525 +
+ 150 75 300 0 525 +

Les diferents condicions es transfecten per quadruplicat: 3 répliques serveixen per
mesurar I’expressid del gen reporter; la quarta serveix per mesurar I’eficiencia de la

transfeccid 1 corregir pel seu valor. El procediment utilitzat ha estat el segiient:

-Dia 0: es passen les c¢l-lules a plaques de 24 pous de manera que en el moment
de la transfeccio estiguin a la confluencia desitjada (40-60%)

-Dia 1: a la tarda (16:00-18:00 h) es realitza la transfeccio, de la forma descrita
al punt IV.2

-Dia 2: pel mati es canvia el medi i a la tarda (sobre les 18:00 h) s’afegeix
I’hormona.

-Dia 3: pel mati, després de 16-18 h d’incubacié amb I’hormona, es lisen les
cel-lules 1 es mesura I’expressio del reporter. Alternativament es pot afegir el
tampd de lisi i congelar-les a -20°C fins al moment de fer I’experiment. La
congelacid ajuda de fet a que la lisi sigui completa. Es mesura també 1’eficiéncia

de la transfeccid, analitzant la quarta replica al citometre de flux.

V.2 Assaig de I’expressio de CAT.

La mesura classica de D’expressidé de I’enzim CAT es basa en la seva activitat
enzimatica: es mesurava la capacitat del lisat cel-lular d’acetilar 1’antibiotic
cloramfenicol. En aquesta tesi, per0d, s’ha usat un métode comercial d’ELISA per a
I’enzim CAT (CAT ELISA assay kit, de Roche). Aquest é¢s més rapid que el metode
tradicional, més precis, més sensible 1 evita treballar amb radioactivitat. El protocol

complet esta disponible al web del fabricant (http://www.roche-applied-

science.com/pack-insert/1465074a.pdf) pero basicament consisteix en el segiient:
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1. Es renten les cel-lules amb PBS, s’hi aboca tampd de lisi (100 pl per pou de
multi-pou de 24) 1 es deixa en agitacid 20-30 minuts a temperatura ambient.

2. Es centrifuga el lisat (5°, 4°C, maxima velocitat) per eliminar restes cel-lulars.
Amb el sobrenedant es realitza I’assaig.

4. Es prepara una recta patro de proteina CAT dil-luida amb tamp6 de mostra.
Aix0 permetra seguir la linealitat de la senyal en relaci6 a la concentracid de la
proteina.

5. Als pous de la placa ELISA s’afegeixen 200 pl de les solucions de la recta
patrd i 50 ul dels lisats cel-lulars més 150 pl de tampd de mostra.

6. Es cobreix la placa amb un plastic adherent i s’incuba a I’estufa a 37°C 1h.

7. S’elimina la solucid i es renta els pous 5 cops amb 200 pl de tamp6 de rentat.
8. S’incuba amb 200 pl de solucid d’anticos primari anti-CAT-DIG (37°C, 1h.)
9. Repeticio del punt 7.

10. S’incuba amb 200 pl de sol. d’anticos secundari anti-DIG-POD (37°C, 1h.)
11. Repeticid del punt 7.

12. S’afegeixen 200 pl del substrat POD fins que aparegui el color. Es controla
la reacci6 amb la recta patr6. Es mesura en un lector de plaques 1’absorbancia a

450 nm.

V.3 Assaig de I’expressio de Luciferasa.

En els casos en que ha estat possible (€s a dir, quan s’ha tingut accés al vector reporter)
s’ha preferit I’Gs de la luciferasa com a gen reporter a 1’Gs de la CAT. Els principals
avantatges de la luciferasa sobre la CAT son els segiients:

= el protocol €s més senzill, més rapid i més barat

= es requereix menys quantitat de lisat cel-lular per fer I’experiment

= major sensibilitat de la mesura

= resultats més reproduibles i amb menor error

= possibilitat de mesurar alhora I’eficiéncia de la transfeccié (activitat dual

luciferasa/renilla (punt V.3.2)

La Luciferasa és un enzim bioluminescent: la reaccid que catalitza (transformacio de la
luciferina en oxiluciferina) emet fotons de llum visible. Aixd fa que la preséncia

d’aquest enzim a extractes cel-lulars sigui detectable en un luminometre amb els
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reactius adequats. En aquesta tesi s’ha mesurat la luciferasa amb dos equips comercials
diferents, en funcid de si es mesurava tan sols la luciferasa o si també es mesurava

I’enzim renilla.

V.3.1 Mesura de la luciferasa.

En alguns dels experiments es va mesurar D’activitat luciferasa 1 la correccidé de
I’eficiéncia de transfeccio és feia per analisi de I’expressié de GFP al citometre de flux.
L’equip comercial usat per mesurar la luciferasa ha estat Luciferase Assay System, de

Promega (http://www.promega.com/tbs/tb281/tb281.html), seguint les instruccions del

fabricant. De forma resumida el protocol és el segiient:

1. Es renten les cél-lules amb PBS, s’hi aboca el tampo6 de lisi (100 pl per pou de
multi-pou de 24) i1 es deixa en agitacidé 20-30 minuts a temperatura ambient.

2. Es centrifuga el lisat (5°, 4°C, maxima velocitat) per eliminar restes cel-lulars.
Amb el sobrenedant es realitza I’assaig.

3. Es barregen entre 2 i 20 pl del lisat cel-lular amb 50 pl de substrat de
luciferasa en tubs de polipropile adequats pel luminometre. S’introdueix
immediatament al luminometre; aquest té programat préviament un temps
d’espera (en el nostre cas 5 segons) i un temps de mesura (en el nostre cas 10
segons).

4. Quan acaba la mesura es descarta el tub 1 es passa a mesurar la segilient

mostra.

Si les dades obtingudes estan fora de rang es pot modificar la quantitat d’extracte
afegida (de 2 a 20 pl), la sensibilitat del luminometre (de I’1 al 100%) o el temps de

mesura (5 a 15 segons).

V.3.2 Mesura de P’activitat dual Luciferasa/Renilla.

Quan la correccid de Ieficiencia de transfeccid es feia amb 1’enzim renilla 1’equip usat

ha estat el Dual-Luciferase Reporter Assay System, de Promega, seguint les

instruccions del fabricant (http://www.promega.com/tbs/tm058/tm058.html). La renilla

també és un enzim bioluminescent, que en aquest cas transforma la coelenterazina a
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coelenteramida produint llum. Breument, el protocol usat per mesurar alhora luciferasa 1

renilla ha estat el segiient:

1. Es segueixen els passos descrits a 1’apartat V.3.1 fins al punt 3.

2. En lloc de descartar el tub, s’afegeix 50 ul del reactiu Stop&Glo. Aquest
reactiu atura la reacci6 de la luciferasa 1 aporta els substrats per a la reaccio6 de la
renilla.

3. S’introdueix un cop més al luminoOmetre, que un cop més esperara un
determinat temps (5 segons) i mesurara la llum produida (durant 10 segons).

4. Es descarta el tub.

Alguns luminometres permeten la injeccid automatica dels substrats de la Luciferasa i la
Renilla al tub, que tan sols ha de contenir aleshores el lisat cel-lular. Tot i aixo
I’experiencia al laboratori ens diu que aquest sistemes d’injeccid tenen problemes de
fiabilitat 1 solen donar problemes; d’altra banda amb 1’Gs dels injectors es gasta més
reactiu que si s’afegeix manualment. Es per aixd que en aquesta tesi no s’han usat els

injectors automatics dels luminometres.
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VI. TECNIQUES GENERALS DE MANIPULACIO DE PROTEINES.

VI.1 Obtencié d’extractes proteics totals.

Hi ha molts metodes descrits a la literatura per a 1I’obtencio de extractes proteics totals a
partir de cel-lules; es poden trobar molts d’aquests meétodes descrits ampliament a llibres
com ara “Current Protocols in Protein Science” (Coligan et al, 2001).

En aquesta tesi s’han usat metodes d’obtencio de proteines basats en 1’us de detergents;
I’objectiu és permeabilitzar les membranes cel-lulars (tant la citoplasmatica com les dels
organuls 1 nucli) per afavorir I’alliberament del contingut cel-lular. Podem trobar al
mercat molts detergents amb una for¢a molt diferent; de forma general els detergents es
poden separar en no idnics (que es consideren més suaus) i i0nics (que es consideren
més forts). Els detergents s’han d’usar amb compte de no trencar o comprometre
interaccions proteiques o caracteristiques de la proteina que puguin afectar a I’estudi en
questié. El principal metode usat en aquesta tesi utilitza una barreja de diferents

detergents, la composici6 de la qual és la segiient:

* 0,1% desoxicolat de sodi
= 0,2% SDS

= 1% Trité X-100

= 0,1% BSA

Els dos primers sén dos detergents ionics; el tercer és no idnic. Aquesta barreja es
guarda a 4°C per preservar-ne 1’estabilitat i evitar que es contamini amb bacteries o
fongs. En el moment de I’is es prepara una dilucié al 30% en PBS fred (pH 7,4), 1 s’hi
afegeixen els inhibidors de proteases. El més usat en aquesta tesi ha estat el coctel
d’inhibidors Complete, de Roche. Aquest es subministra en forma de comprimits que
s’afegeixen al tampo (1 comprimit per 10 ml de tampd) i contenen els inhibidors PMSF
(1mM), Aprotinina (2 pg/ml), Pepstatina (1 uM) i leupeptina (10 pM).
(https://www.roche-applied-science.com/pack-insert/1836153a.pdf)
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El procediment seguit és el segiient:

1. Es posen les plaques de cel-lules sobre una placa metal-lica que té a sota gel,
de manera que manté una temperatura baixa que evita la degradacio proteica.

2. S’aspira el medi de la placa i es renta 2 cops amb tampo6 PBS.

3. S’afegeix el tampd de lisi necessari (per exemple per una placa de 10 cm es
poden posar 200-500 pl de tampd) i es desenganxen les cellules amb un
rascador. Es passen a un tub eppendorf en gel.

4. Es passa la mostra per una xeringa amb una agulla de 19 g 5-10 vegades.

5. S’acaba d’homogeneitzar per rotacid en un agitador orbital a 4°C durant 1 h.

6. Es centrifuga a maxima velocitat durant 10 minuts a 4°C

7. Es recupera el sobrenedant i s’aliquota en nous tubs en volums d’Us.

D’aquesta manera s’evita congelar i descongelar la mostra.

V1.2 Quantificacio de les proteines.

El pas segiient a I’obtencid de I’extracte proteic és sempre la valoracido de la
concentracio de proteines. Aixo té un doble proposit: d’una banda saber si s’ha obtingut
prou proteina per continuar amb I’experiment que es vol realitzar; de I’altra saber quants
ul de cada mostra calen per aconseguir una mateixa quantitat de proteina. El metode
usat principalment per valorar la proteina en aquesta tesi és el metode BCA. Aquest
métode es basa en la reaccid de Biuret, en qué les proteines reaccionen amb ions Cu®”
generant ions Cu'’, que al seu temps reaccionen amb el reactiu BCA, generant un
component violeta. La mesura espectofotometrica d’aquest color format sera

proporcional a la concentraci6 de proteina de la mostra.

La reaccid es porta a terme en plaques multi-pou de 96 pous. El reactiu usat és el BCA

Protein Assay Reagent, de Pierce (http://www.piercenet.com/files/1296dh4.pdf). El

procediment és el segiient:

1. Es prepara una corba estandard amb una solucié de BSA 2 mg/ml. Tipicament
s’ha fet una corba amb 0, 2, 5, 10 1 20 pg de BSA. Es posa a la placa.
2. Es posen les mostres a la placa (1-10 pl). Tant les mostres com la corba

estandard es mesuren per duplicat i es fa la mitja dels valors.
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3. Es dilueix el reactiu que conté el coure amb el tampd de dilucié (1/50) just
abans de la seva utilitzacio.

4. S’afegeixen 200 pl del reactiu diluit a cada pou de la placa. Es mou
lleugerament la placa per afavorir la mescla.

5. S’espera a que aparegui el color de la reaccid. Es pot incubar a 37°C per
afavorir la reaccid.

6. Es mesura I’absorbancia a 562 nm en un lector de plaques d’ELISA.

Gracies a la corba estandard obtindrem el valor en pg/ul de la concentracio de proteines
de les mostres. Tot 1 aixd és important valorar en una sola mesura la concentracié de
totes les mostres que s’usaran en un mateix experiment, ja que valoracions en dies
diferents poden donar resultats lleugerament diferents. Aixi la quantificacio de les
proteines serveix sobretot per obtenir resultats de concentracid relatius entre les

diferents mostres que s’analitzen en una mesura.

V1.3 Deteccio de proteines.

Molts experiments requereixen la deteccid d’una proteina especifica dins una
determinada mostra; per a aquesta fi s’utilitza el me¢tode del Western Blot, en que les

proteines es separen per electroforesi i es detecten amb un anticos especific.

V1.3.1 Electroforesi.

L’electroforesi de mostres de proteina en gels d’acrilamida és una eina molt util que es
pot usar per separar i comparar complexes proteics, avaluar la puresa de les proteines en
processos de purificacid o avaluar caracteristiques fisiques de les proteines (mida,
carrega, punt isoeléctric). Una revisid completa de diverses tecniques electroforetiques
es pot trobar al llibre “Current Protocols in Protein Science” (Coligan et al., 2001). El
sistema més usat per a la separacié de les proteines en funcié de la seva mida és el SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — PoliAcrilamide Gel Electroforesis). En aquesta
s’utilitza el detergent SDS, que desnaturalitza les proteines i els dona una forta carrega
negativa. La majoria de les proteines s’uneixen a una quantitat constant d’SDS per
microgram de proteina, la qual cosa els déna una densitat de carrega uniforme que

depen tan sols de la seva massa. Les proteines es separen aleshores en una matriu de
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poliacrilamida-bisacrilamida aplicant un camp eléctric. Aixd permet separar les
proteines Unicament per la seva mida. Tot 1 aix0 trobem algunes excepcions: proteines
molt carregades, per exemple, poden tenir una mobilitat electroforética que no
correspongui amb la seva mida, ja que la carrega global de la proteina influeix en la

seva mobilitat. Es el cas per exemple de les histones, amb una gran carrega positiva.

Préviament a D’electroforesi les mostres de proteina es barregen amb el tampo de
carrega, que conté I’SDS. La seva mobilitat en el gel d’acrilamida dependra també de la
mida de porus del gel, que al seu temps ve determinat per la concentracié d’acrilamida.
La matriu d’acrilamida té dues parts diferenciades: el gel separador (anomenat
“running”) 1 a sobre d’aquest el gel empaquetador (“stacking”). La diferéncia entre tots
dos ¢és la concentracié d’acrilamida (i per tant la mida del porus): el gel empaquetador té
un 3,3% d’acrilamida, el gel separador pot tenir entre el 7,5 i el 15%. El gel
empaquetador permet una elevada migracid de les proteines sense gaire diferéncia entre
proteines de diferent massa. Aixo permet que totes les proteines entrin al gel separador
alhora. En el gel separador és on es dona la diferencia de mobilitat electroforctica
segons la mida de la proteina. La mida del porus (i per tant la concentracio
d’acrilamida) es tria en funci6 de la mida de la proteina d’interés: per a proteines grans
s’utilitzen gels amb baix percentatge d’acrilamida i per a proteines petites gels amb alt
percentatge.

En paral-lel a les mostres analitzades es fa correr un marcador de pesos moleculars que
consisteix en diverses proteines de mida coneguda pre-marcades, de manera que son
visibles sense cap tractament. Aixo indicara el grau de separacio entre proteines 1 servira
per estimar la mida de les proteines de 1’estudi. Aquest marcador també ¢és util per

monitoritzar I’avang de 1’electroforesi i I’eficiéncia de la transferéncia a membranes.

Les solucions i reactius usats han estat els segiients:

» Tampo de carrega (4X) (LSB 4X, de Laemmli Sample Buffer 4X)
-4 ml Tris HCI1 1,5 M (pH 6,8)
-16 ml Glicerol 100%
-1,6 g SDS

-1 mg blau de bromofenol
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S’ajusta a 20 ml amb aigua miliQ. Per dilucié amb aigua miliQ es poden

preparar tampons de carrega 3X, 2X 1 1X.

* Gel d’empaquetament
-Tris HC1 0,125 M (pH 6,8)
-Acrilamida 3,3% / Bisacrilamida 0,088%
-6,6 mM TEMED
-0,1 % APS
-0,1 % SDS

= Gel separador
-Tris HC1 0,375 M (pH 8,8)
-Acrilamida 7°5-15% / Bisacrilamida 0,2-0,4%
-2,2 mM TEMED
-0,043 % APS
-0,1 % SDS

* Tampo d’electroforesi (10X)
-TRIS Base base 250 mM
-Glicina 1,91 M
-SDS 1%
= Marcadors
-Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range (BioRad)
-Fumarasa pre-tenyida (Sigma) 0,02% en LSB 1X

= Agents reductors

-DTT2M
-B-Mercaptoetanol
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Procediment per a la preparacio del gel d’acrilamida:

1. Es prepara el sistema del gel seguint les instruccions del fabricant. El sistema
d’electroforesi usat en aquesta tesi €s el Mini-PROTEAN (BioRad).
(http://www.bio-rad.com/cmc upload/Literature/44432/4006157B.pdf)

2. Es prepara la solucié del gel separador. L’APS i el TEMED s’han d’afegir els
ultims, perque son els que fan polimeritzar el gel.

3. Immediatament s’afegeix amb una pipeta Pasteur entre els vidres del gel,
omplint fins al 75% de 1’al¢ada dels vidres.

4. Amb una altra pipeta Pasteur s’afegeix lentament aigua per cobrir la part
superior del gel separador. Aix0 impedeix el contacte amb 1’oxigen, que inhibeix
la polimeritzacio, 1 ajuda a que la part superior del gel quedi plana.

5. Es deixa polimeritzar el gel a temperatura ambient. El sobrant de solucié que
no es carrega al gel serveix per monitoritzar la polimeritzacio.

6. Es retira I’aigua de sobre del gel separador.

7. Es prepara la soluciéo del gel d’empaquetament i s’afegeix sobre el gel
separador amb una pipeta pasteur, fins a omplir 1’espai entre els vidres.

8. Immediatament s’afegeix una pinta de teflé6 de 1,5 mm de gruix amb el
nombre de pous que es vol fer el gel, amb cura de no generar bombolles. Es

deixa polimeritzar a temperatura ambient.

Procediment per a la preparacid de les mostres:
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1. S’afegeix el volum necessari de cada mostra per obtenir una determinada
quantitat de proteina (normalment 15-100 pg).

2. S’igualen els volums de les diferents mostres amb aigua destil-lada.

3. S’afegeix LSB 4X de forma que quedi 1X. Si les mostres s’han de separar en
condicions reductores s’afegeix DTT o f-Mercaptoetanol.

4. Es bullen les mostres (95°C, 5°).

5. Es centrifuga a maxima velocitat un minut
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Procediment per a carregar el gel:

1. S’introdueix el gel a la cubeta corresponent. Es retira la pinta de teflo.

2. S’omple la cubeta amb tampd d’electroforesi fins a cobrir els pous del gel.

3. Amb una xeringa Hamilton o una micropipeta es carreguen als pous tant les
mostres com el marcador de pesos moleculars. Si queden pous buits s’hi carrega
LSB 1X per evitar que el gel corri distorsionat.

4. Es tapa la cubeta i es connecta a la font d’alimentaci6. Es corre
aproximadament 1h a voltatge constant (125 V).

5. Ho aturem quan el front d’electroforesi (que ens ve indicat pel blau de
bromofenol de les mostres) arriba al final del gel.

6. Es desmunta el sistema, es separa el gel i es procedeix a la deteccio de les

proteines.

V1.3.2 Tincié dels gels: Blau de Comassie.

Després de la separacid electroforética les proteines es poden tenyir per metodes com
ara la tinci6 de Blau de Comassie . En aquests metodes es fixen les proteines a la
matriu del gel, de manera que quan s’han de separar del gel per a posteriors analisis no
es pot usar aquesta tincid. Alternativament la tincid es pot realitzar un cop la
transferéncia de proteines (punt VI.3.3) ja s’ha realitzat, per comprovar la qualitat de la

tranferéncia.

Els reactius usats en la tincié de Blau de Comassie son els seglients:

= Solucid de tincio:

-7,5% acid acétic

-25% isopropanol

-0,05% Comassie Brilliant Blue
* Solucié de destenyiment:

-7,5% acid acétic

-7,5% isopropanol
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El procediment per a la tinci6 és el segiient:

1. S’incuba el gel amb la solucid de tincid, a temperatura ambient amb agitacio
durant 1 hora.

2. Es destenyeix el gel en solucio de destenyiment a temperatura ambient amb
agitacié durant diverses hores. Es 1til posar paper de filtre sucat a la solucié de
destenyiment, que anira unint el blau de comassie que s’elueixi del gel i per tant
mantindra la solucid de destenyiment neta.

3. Opcionalment el es pot assecar en un assecador.

V1.3.3 Transferéncia de les proteines.

Per poder treballar amb les proteines que s’han separat en 1’electroforesi és util
transferir-les a un suport inert que les retingui. Amb aquesta intencido es fa la
transferéncia de les proteines des de la matriu d’acrilamida a una membrana adequada.
Hi ha diverses membranes que retenen les proteines de forma efectiva; I’eleccio de la
membrana depen de 1’aplicacié final per a la que es vol fer servir. Les membranes de

PVDF [Inmobilon-P (Millipore) (www.millipore.com/catalogue.nsf/docs/c3117) han

estat les elegides en aquesta tesi perque tenen una alta capacitat d’uni6é de proteines i
permeten combinar multiples metodes de deteccidé com ara tincid de proteines i

immunodeteccio.

La transferéncia s’ha realitzat en sistemes MiniProtean TransBlot Cell, de Biorad

(www.bio-rad.com/cmc_upload/0/000/013/280/M1703930E.pdf). El procediment a

seguir ¢s el segiient (continua des del punt 6 de I’apartat VI.3.1):

1. Es separa el gel d’empaquetament i es descarta

2. Es talla una membrana una mica més gran que el gel (6 x 9 cm, aprox.).
S’incuba en metanol 1-2 minuts.

3. S’hidrata la membrana en aigua destil-lada 1-2 minuts.

4. Es tallen papers de filtre Whatmann (7 x 10 cm, aprox.)
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5. Es submergeix el casset de la transferéncia en un recipient amb tampd de
transferéncia. Amb el casset obert i sobre un dels costats es situen tots els
components de la transferéncia en el segiient ordre:

= esponja rectangular (subministrada amb el sistema)

» paper Whatmann

= gel (marcat de forma que en coneixem |’ orientacid)

» membrana (marcada de la mateixa forma)

= un segon paper Whatmann

* una segona esponja

Cal evitar que quedin bombolles d’aire entre els diferents components. En cas
que es transfereixin alhora més d’un gel s’han de marcar de forma que es puguin
diferenciar.

6. Es tanca el casset i es col-loca en la cubeta de transferéncia assegurant-nos
que I’orientacid sigui la correcta: les proteines migraran cap al pol positiu, per
tant entre el gel i el pol positiu ha de quedar la membrana.

7. Es col-loca a la cubeta un suport amb gel, ja que en la transferéncia el sistema
s’escalfa. Alternativament la transferéncia es pot realitzar a la cambra freda.

8. Omplim la cubeta amb tamp¢ de transferéncia, tanquem la cubeta i connectem
amb la font d’alimentacid. Es corre a amperatge constant (250 mA, 75 minuts).
9. Quan desmuntem el sistema, les bandes del marcador donen una idea de

I’eficiencia de la transferéncia.

La membrana ara pot ser tenyida o usada per a meétodes de deteccio.

V1.3.4 Tincio de membranes: Ponceau.

Per tenyir la membrana s’han d’usar metodes reversibles, per permetre el posterior us

per a altres metodes de deteccid, com la immunodeteccio.

Un d’aquests metodes és la tincid de Ponceau. Es tracta d’un metode amb baixa

sensibilitat pero que ofereix els avantatges de ser simple, rapid i reversible.
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La soluci6 de tincio té la segiient composicio:

-0,5% Ponceau S (Sigma)
-1% Acid acétic

El procediment a seguir per a la tinci6 és el seglient:

1. Es renta la membrana amb aigua destil-lada 3 cops

2. Es submergeix en solucié de Ponceau durant 1 minut

3. Es destenyeix rentant amb aigua fins que el fons és lleugerament rosat. Les
bandes de proteines quedaran com a marques d’un rosat intens.

4. Es pot eliminar totalment la tinci6 rentant amb aigua durant 10 minuts.

VI1.3.5 Immunodetecciéo (Western Blot).

El Western Blot és una técnica molt sensible que s’usa per detectar especificament i
quantificar proteines que s’han separat préviament per electroforesi. La deteccio de certs
antigens (epitops) de la proteina d’interes s’aconsegueix mitjancant 1’as d’anticossos
especifics. Un cop les proteines han estat transferides a una membrana ja estan
disponibles per a la deteccid per anticossos. La membrana s’ha de bloquejar amb
proteines no reactives per eliminar els llocs d’uni6 de la membrana amb proteines que
han quedat després de la transferéncia, evitant aixi marcatge inespecific per unié de
I’anticos. Després de bloquejar-les les membranes s’incuben amb 1’anticos primari
(especific de la proteina d’interes). En el segilient pas, un anticos secundari unit a una
activitat enzimatica reconeix I’anticos primari que s’ha unit a la proteina d’interés.
L’ ultim pas és la deteccio de la proteina a través de I’activitat enzimatica de I’anticos

secundari.

El bloqueig de les membranes es pot fer amb:

-solucio de llet desnatada en pols (5% en PBS)
-soluci6 de BSA (3% en PBS)
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Es submergeix la membrana en una d’aquestes solucions durant una hora a 37°C amb

agitacio. Alternativament el bloqueig es pot fer a 4°C durant tota la nit.

Per a la incubacié amb I’anticos primari es dilueix aquest en la mateixa solucié que
s’ha usat pel bloqueig. La dilucié depeén de ’anticos, i s’ha d’optimitzar per aconseguir
una bona senyal sense tenir massa unid inespecifica. Es posa en contacte la membrana
amb la soluci6 d’anticos en una bossa termo-segellable i s’incuba amb agitacié durant
tota la nit a 4°C. Alternativament la incubacid es pot fer a temperatura ambient durant
dues hores 0 a 37°C durant una hora, perd aixo disminueix la possibilitat de reutilitzar

I’anticos, ja que a altes temperatures es fa malbé.

Passada la incubacio es retira la membrana de la bossa i es recupera la solucié d’anticos
si es vol reutilitzar, que es guardara congelada a -20°C. Es renta la membrana amb
tampo de rentat durant 10’ a temperatura ambient o a 37°C, depenent de I’anticos. Es
repeteix aquest rentat tres vegades. La solucid de rentat consisteix normalment en PBS
amb un detergent dissolt. En aquesta tesi s’ha usat principalment com a solucid de rentat

PBS amb Trit6-X-100 al 0,3% o SDS al 0,1%.

Després dels rentats s’incuba la membrana amb 1’anticos secundari, de manera analoga
a com s’ha fet amb ’anticos primari, pero la incubacid en aquest cas es fa a 37°C durant
45 minuts, i la solucid d’anticos no es reutilitza. Els anticossos secundaris usats en
aquesta tesi han estat HRP-conjugated donkey antimouse/antirabbit (Jackson)

(www.jireurope.com/catalog/wholeigg.asp) que estan units a 1’enzim Peroxidasa. Els

rentats es fan de la mateixa forma que amb I’anticos primari.

L ultim pas és la deteccié gracies a I’activitat peroxidasa de 1’anticos secundari. Es
renta la membrana amb PBS per eliminar restes del tampd de rentat. Es prepara el
reactiu de deteccio; en aquesta tesi s’ha usat el ECL Western Blotting detection reagents

(Amersham) (www.amersham.com). Consisteix en dos reactius que s’han de barrejar a

parts iguals immediatament abans del seu Us. El procediment ¢€s el segiient:

1. S’incuba la membrana amb el reactiu de deteccid durant 1-2 minuts.
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2. Es colloca la membrana en una bossa de plastic transparent i s’elimina fent
pressio les restes de reactiu de deteccio. Es col-loca en un casset especial per al
revelat de films.

3. A la cambra fosca, es col-loca un film sobre la membrana, es tanca el casset i
es deixa exposar el temps necessari. Aquest temps pot ser molt variable, de pocs
segons a diverses hores, i dependra de I’anticos 1 la mostra de I’experiment.
Normalment s’han de fer exposicions de diferents temps per aconseguir el

resultat desitjat. Després de 1’exposicio es revelen els films exposats.

Un cop feta la deteccié la membrana es pot guardar a 4°C. Es interessant guardar-la
perque es podra reutilitzar per detectar proteines amb un altre anticos. Si I’anticos
primari amb el que es vol reutilitzar la membrana és produit en una especie diferent de
I’anticos primari amb que s’ha incubat la membrana el primer cop, no caldra fer cap
tractament de la membrana previ a la reutilitzacio, ja que I’anticos secundari sera
diferent. Si es vol fer servir un anticos primari de la mateixa especie caldra fer un

stripping de la membrana, per eliminar la preséncia d’anticossos en aquesta.

V1.3.6 Stripping.

El procés d’stripping permet, per tant, eliminar la preséncia d’anticossos de la
membrana practicament sense alterar les proteines que s’hi ha transferit.
Per al procés d’stripping s’utilitzen les mateixes solucions de bloqueig i rentat que ja

hem vist, a més de la solucid d’stripping, que té la segiient composicio:

-Tris HC1 62°5 mM
-2% SDS
-B-Mercaptoetanol 100 mM

El procediment de I’stripping és el segiient:

1. Es renta la membrana amb PBS.
2. Es submergeix en soluci6 d’stripping i s’incuba en agitacié durant 30 minuts a
50°C.

3. Es renta la membrana 3 cops amb buffer de rentat.
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4. Es bloqueja la membrana amb solucid de bloqueig com ja hem descrit.
5. Es procedeix a la incubacié amb el nou anticos primari de la mateixa forma

que si fos una membrana nova.
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VII. TECNIQUES DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Per analitzar la funcidé i el comportament d’una determinada proteina molts cops ¢és
important saber quina és la seva distribucio dins la cel-lula i com es veu alterada aquesta
distribucié en diferents situacions. Per fer-ho s’utilitzen técniques com la microscopia
de fluorescéncia, on la proteina en estudi esta marcada fluorescentment, de forma que es
pot analitzar la seva distribuci6 en un microscopi de fluorescencia. Aquesta
fluorescéncia que s’associa a la proteina d’interes pot tenir diferents origens. En
determinats casos (tot i que és el menys usual) la molécula en estudi €s per si mateixa
fluorescent. Una proteina no fluorescent es pot fer fluorescent si se la uneix
artificialment amb una altra proteina que ho €s. En aquest tipus d’estudi es genera un
vector d’expressio per a una proteina de fusié entre la proteina d’interés i una proteina
fluorescent. Aixo servira per estudiar la proteina d’interés, perd té I’inconvenient de que
la fusid pot atorgar a la proteina d’interes propietats que no tenia en origen, amb la qual
cosa els resultats de I’estudi tenen un valor relatiu. Per contra té 1’avantatge de que per
veure’n els resultats no cal fer cap tractament a les cel-lules, de manera que es poden fer
determinats experiments que no es poden fer per altres técniques, com ara time-lapses.
Per ultim també es pot atorgar fluoresceéncia a la proteina d’interes a través de 1'us
d’anticossos  especifics marcats  fluorescentment. Aixd es coneix com

immunofluorescéncia.

Donat que podem les emissions fluorescents difereixen en la longitud d’ona d’excitacid
1 d’emissid, es poden usar diferents marcatges fluorescents per a diferents proteines
d’interés, de manera que es poden localitzar diverses estructures alhora. Es important
assegurar-se a cada pas (des del marcatge a la visualitzacid) que la senyal obtinguda és
especifica. En aquest sentit cal usar controls, com ara c¢l-lules no transfectades (quan es
treballa amb c¢l-lules transfectades) o controls de I’anticos (fer condicions sense anticos
primari o amb un primari irrellevant). També és important tenir diverses repliques de

cada condici6 experimental, per evitar artefactes.
Un pas previ a la deteccid de la proteina d’interés amb 1’anticos és fixar les cel-lules,

com veurem al segiient punt. Com hem dit en els casos en que la proteina és fluorescent

(com ara quan tenim proteines de fusi6 amb GFP) es pot treballar amb les c¢l-lules
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sense fer cap tractament. Tot 1 aix0 en molts casos ¢€s preferible fixar-les, ja que permet

treballar més comodament 1 mantenir la preparacio durant un cert temps.

VII.1 Fixacio de les cél-lules.

Les cel'lules s’han de créixer en un suports que permetin la seva posterior manipulacid,
tant per poder fixar-les com pels posteriors tractaments de la immunolocalitzacid si és el
cas. Per aquest motiu les cel-lules es sembren en uns cobreobjectes de vidre de 10 mm
de diametre. Per fer-ho, aquests cobreobjectes s’esterilitzen (amb llum UV) i es
col-loquen en una placa de cultiu. En aquesta tesi s’han usat normalment plaques multi-
pou de 6 pous, amb 4 cobreobjectes per pou. Cada pou s’ha destinat a una condicid
diferent, de manera que s’obtenen 4 reépliques (4 cobreobjectes) de cada condicid. Les
cel-lules es sembren normalment a la placa, amb la precaucié de que els cobreobjectes
quedin al fons del pou i que no s’apilin els uns sobre els altres.

Les solucions usades en la fixacid son:

= PBS
» Paraformaldehid 4% en PBS

El procediment per a la fixacio és el segiient:

1. Es retira el medi de la placa i es renta amb PBS. S aspira bé el PBS.

2. Es cobreix la superficie amb el paraformaldehid 4%. S’incuba 10 minuts a
temperatura ambient. Es important no sobrepassar el temps de 10-15 minuts, ja
que fixacions més prolongades podrien afectar greument a les proteines de la
cel-lula, afectant per exemple possibles epitops.

3. Es retira la solucid de paraformaldehid. En aquest pas es pot procedir, segons
el cas, a la immunodeteccid, a muntar els cobreobjectes en portaobjectes o
guardar els cobreobjectes en PBS amb azida a 4°C per al seu posterior us. En el
cas que es guardin els cobreobjectes €s important no deixar-los periodes llargs

de temps, ja que les cel-lules es poden desenganxar.
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VII.2 Immunofluorescéncia.

Un cop els cobreobjectes estan fixats ja es pot procedir a la immunodeteccio. Les

solucions que necessitarem son les segiients:

= PBS

= PBS NH4C1 50 mM

= PBS Glicina 20 mM

* PBS Trit6-X-100 1%

= PBS FBS 10%

* Diluci6 d’anticos primari

= Dilucié d’anticos secundari

= Soluci6 de tincié de Hoescht (1/2000 en PBS)

* Medi d’inclusio

El procediment a seguir és el segiient (seguint des del punt 3 de 1’apartat VIL.1) (tots els

passos tenen lloc a temperatura ambient):
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1. Els cobreobjectes es distribueixen en plaques multi-pou de 24 pous, que
permeten treballar comodament amb els cobreobjectes, fent que siguin facilment
identificables i minimitzant el volum necessari de les solucions usades.

2. Es renten cobreobjectes tres cops amb PBS.

3. Es cobreixen amb la solucié de NH4Cl en PBS i s’incuba 10 minuts. Aquest
pas serveix per reduir 1’autofluoresceéncia de la cél-lula, disminuint aixi el soroll
de fons.

4. S’incuben 10 minuts amb la solucid de glicina en PBS per equilibrar el pH.

5. S’incuben 10 minuts amb la solucid de Trit6-X-100 en PBS. Aquest pas
serveix per permeabilitzar les membranes i permetre aixi el pas dels anticossos.
6. Es fan tres rentats amb PBS per eliminar el Trito.

7. Es bloquegen els llocs inespecifics d’unié amb la soluci6 d’FBS en PBS

durant 30 minuts.
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Tots aquest passos previs serveixen per preparar els cobreobjectes per a la

immunolocalitzacié propiament dita, que es fa seguint el segiient procediment:

1. Es dilueix 1’anticos primari en solucid de bloqueig. La dilucio a realitzar
depen de I’anticos, 1 ha de ser optimitzada per a cada anticos per tenir una bona
senyal amb poc soroll de fons. Es poden usar diversos anticossos primaris
diferents alhora si son d’especies diferents, cosa que permetra després usar
anticossos secundaris amb fluorescéncia diferent i obtenir senyals diferenciades.
2. Es centrifuga la dilucié d’anticos a maxima velocitat durant 10 minuts a 4°C.
Aquest pas serveix per precipitar agregats d’anticos que embrutarien la mostra.
3. En una superficie neta i llisa (com ara un tros de parafilm) es distribueixen
gotes de 20 pl de la soluci6 d’anticos primari. S’han de col-locar rotulades de
forma que quedi clar quin punt correspon a cada condicio.
4. S’agafen els cobreobjectes 1 es col-loquen verticalment sobre un paper
absorbent per treure’n la solucio de bloqueig.
5. Es colloquen els cobreobjectes sobre la gota corresponent de solucid
d’anticos primari. Cal tenir cura de posar-los amb la cara on hi ha les c¢l-lules en
contacte amb la solucio.
6. S’incuba durant 1 hora a temperatura ambient.
7. Es tornen a col-locar els cobreobjectes en plaques de 24 pous i es fan 3 rentats
amb PBS per eliminar I’excés d’anticos primari.
8. Es dilueix I’anticos o anticossos secundaris en solucid de bloqueig.
9. Es repeteixen els passos 2 a 5.
10. S’incuba 45 minuts a temperatura ambient. Donat que la fluorescéncia dels
anticossos secundaris és sensible a la llum aquest pas es realitza protegint els
cobreobjectes de la llum, i tots els passos posteriors s’han de realitzar amb la
menor exposicid a la llum possible.
11. Es fan tres rentats:
-el primer amb PBS
-opcionalment el segon es pot fer amb la solucid de tincié de Hoescht en
PBS (10 minuts). Aixi en aquest rentat es tenyeixen els nuclis.

-el tercer un altre cop amb PBS
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En aquest punt la immunolocalitzacid ja esta feta i tan sols queda muntar els

cobreobjectes en els portaobjectes. El procediment ¢és el segiient:

1. S’agafa un cobreobjectes de la placa i es submergeix en aigua miliQ per fer un
rentat rapid.

2. S’asseca bé posant-lo verticalment sobre un paper absorbent.

3. Es deixa assecar totalment per evaporacio.

4. Es col-loca una gota de Mowiol de 8-10 pl sobre el portaobjectes.

5. Es col‘loca el cobreobjectes sobre la gota de Mowiol amb les cél-lules en
contacte amb el Mowiol. Es pressiona lleugerament i es deixa assecar tota la nit

a temperatura ambient, protegit de la llum.

Els cobreobjectes ja estan preparats per ser visualitzats. Es poden conservar a 4°C

protegits de la llum.

VII.3 Microscopia confocal.

Les immunolocalitzacions es poden analitzar en un microscopi de fluorescencia
convencional o en un microscopi confocal. Aquest ultim té una sensibilitat major i déna
unes imatges amb una qualitat més alta. A més les imatges s’obtenen per talls, de
manera que es pot apreciar millor la localitzacié de la senyal, per exemple en casos on
es vol veure si es troba dins o fora d’un determinat organul. La microscopia
d’immunofluorescencia d’aquesta tesi ha estat realitzada en un microscopi Leica TCS
SP2 adaptat a un microscopi invertit Leitz DM IRBE. Les mostres han estat escanejades
amb un objectiu Leitz 63x, amb oli d’immersi6. En les mostres amb dobles 1 triples
marcatges no s’ha observat creuament entre els diferents canals. Els fluorocroms usats
(Hoescht, Oregon green o GFP, 1 Alexa 568) han estat excitats amb les linies de laser
d’UV, 488 1 561 nm, respectivament. Per evitar creuaments en marcatges dobles o
triples cada fluorocrom ha estat escanejat independentment. El format de la imatge ha
estat de 512x512 o 1024x1024 pixels. S’han escanejat entre 7 1 15 seccions oOptiques,
depenent del tipus de cel-lula analitzada. Les imatges obtingudes han estat en format

TIFF.
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