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En la present Tesi s’ha treballat amb diferents tipus de models cel-lulars i s’ha
utilitzat una gran varietat de técniques. En aquest part del treball s’explica la

metodologia de totes les técniques que s’han portat a terme.

1. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR.

1.1. OBTENCIO DE BACTERIS ELECTROCOMPETENTS | TRANSFORMACIO
DEL DNA.

Per obtenir una quantitat suficient de DNA per a du a terme diferents experiments
necessitem poder-lo amplificar. Per aixd, partim d’'un DNA plasmidic purificat que
conté l'insert d'interes i un gen de resisténcia a un antibiotic. Aquest DNA purificat té
capacitat autoreplicativa en cél-lules bacterianes. Aquest procés s’anomena
transformacié. Normalment s’utilitzen soques bacterianes d’Escherichia coli. Quan
s’han transformat els bacteris, es fan créixer en plaques amb LB-agar que contenen
I'antibidtic al que només presenten resisténcia els bacteris que han incorporat el

DNA plasmidic exogen. En aquesta tesis s’han utilitzat les soques DH5a | DB3.1.

1.1.1. Obtenci6 de bacteris electrocompetents d’alta eficiéncia.
L’electroporacio és un metode en que les soques d’E.coli sén transformades a unes

eficiéncies de I'orde de 10%10° transformant/ug.

MATERIALS | REACTIUS

- Bacteris E.coli de la soca DH5a

- Medi LB

- Glicerol al 10% (v/v) en aigua i autoclavat. Utilitzar a 4°C.

- Tubs de centrifuga de 500 ml auto clavats. Refredats a 4°C.

METODOLOGIA

Aquest protocol s’ha de realitzar en una campana de flux laminar o sota I'accio de la

flama d’un bunsen per tal d’evitar contaminacions.

1. Es raspa el glicerol de bacteris DH5a i s’inoculen en 5 ml de LB sense antibiotic
de seleccio. S’incuba a 37°C en agitacié durant tota la nit (12-16 hores).

2. Es dilueix el precultiu 1:100 (v/v) en 500 ml de LB fresc i s’incuba a 37°C en
agitacio fins arribar a una D.O.g00 de 0,5-0,7, moment en que els bacteris es
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troben en fase logaritmica de creixement.

3. S’atura el creixement bacteria incubant el cultiu 20 minuts en gel. (A partir d’aqui,
tots els passos s’han de realitzar a 4°C).

4. Es transfereixen els bacteris als tubs de centrifuga de 500 ml (previament
refredats) i es centrifuguen a 4000 g durant 15 minuts a 4°C.

5. S’elimina el sobrenedant per decantacié. Es molt important eliminar tot el
sobrenedant, encara que es perdi una petita part dels bacteris.

6. Es resuspén el pellet en 500 ml de glicerol 10% (previament refredat) i es
centrifuga '’homogenat a 4000 g durant 15 minuts a 4°C. Seguidament es
decanta el sobrenedant.

7. Es repeteix el procés efectuat en els passos 5 i 6 dues vegades, pero aquest cop
es resupen el pellet en un volum de 250 ml de glicerol 10%.

8. Després de decantar el sobrenedant, es resuspén el pellet en 2 ml de glicerol
10%.

9. Finalment, es fan aliquotes de 50 pl que sén congelades en nitrogen liquid

rapidament i guardades a -80°C.

1.1.2. Transformaci6 de bacteris.

1.1.2.1. Metode per electroporacio.

Aquest métode de transformacié de bacteris es basa en aplicar una descarrega
electrica per tal de permeabilitzar la paret bacteriana generant porus, els quals
permetran I'entrada de DNA exogen. Es necessari que el DNA a transformar estigui

lliure de sals per aconseguir una bona eficiéncia.

MATERIALS | REACTIUS
- Bacteris E.coli de la soca DH5a.
- Medi LB.

- Cubeta d’electroporacié de 0,1 cm (BioRad).

- Electroporador (BioRad Micropulser).
- Plagues de Petri preparades amb LB-agar i que continguin I'antibidtic al que

presenti resisténcia el plasmid de DNA exogen.
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METODOLOGIA

1. S’afegeixen 0,5-1ul del DNA a transformar en una aliquota de 50 pl dels bacteris

electrocompetents atemperades. Cal mantenir-ho sempre en gel.

2. S’homogenitza la mostra i s’introdueix entre els dos electrodes d’'una cubeta
d’electroporacio refredada previament.

3. La cubeta s’introdueix en I'electroporador i se li aplica una descarrega eléctrica
de 375 V mitjangcant el programa per bacteris de l'electroporador “Ec1”.
L’aparell ens dona una valor en milisegons (time constant) que indica el temps
en que la mostra ha estat sotmesa al xoc eléctric. Com meés gran sigui el valor
del temps empleat, major quantitat de porus oberts hi haura a la paret cel-lular,
fet que ajuda a millorar I'entrada de DNA exogen al bacteri. Per tant és un
indicatiu de I'eficiéncia de transformacio.

4. Es recupera la mostra afegint 250 uyl de LB sense antibidtic i es passa a un tub.

5. S’incuba la mostra a 37°C durant una 1h en agitacié. D’aquesta manera deixem
que el gen de resisténcia a I'antobiotic, que incorpora el plasmid, s’expressi.

6. Es sembren 150-200 pl de bacteris en una placa de Petri que conté LB-agar amb
I'antibidtic de seleccio.

7. S’asseca la placa uns minuts a temperatura ambient i s’incuba, en posicio
invertida, a 37°C tota la nit (12-16 hores). Cal fer sempre un control negatiu de
transformacié, en el que es sembren bacteris sense transformar amb DNA
exogen.

8. Al seguent dia, es piquen diverses coldnies de la placa on s’havia sembra el
bacteris transformats amb el DNA exogen. Es fan pre-cultius amb uns 4 ml de
LB juntament amb I'antibidtic de seleccié. En la placa del control negatiu no ha
d’haver-hi crescut cap colonia.

9. Els pre-cultius s’incuben a 37°C i en agitacié durant tota la nit (12-16 hores) per

a poder realitzar I'extraccié de DNA.

1.1.2.2. Metode per xoc térmic.

El métode per xoc térmic €s una tecnica de transformacio de bacteris on els porus
que permeten l'entrada del DNA exogen sén produits per un canvi brusc de
temperatura. Les condicions generals del DNA a transformar sén les mateixes que

en el cas del métode per electroporacio.
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MATERIALS | REACTIUS
- Bacteris E.coli de la soca Stbl3.
- Medi LB o SOC.

METODOLOGIA

1. S’inocula entre 50 i 100 ng de plasmid recombinant per cada 100 yL de cél-lules

competents. La barreja es realitza en tubs de 15 mL o en eppendorfs esterils,
agitant manualment amb suavitat.

2. S’incuba la barreja en gel durant 30 minuts.

3. S’incuba la barreja 45 segons a 42°C, produint aixi el xoc térmic.

4. Es transfereix immediatament en gel una altra vegada i es manté durant 2
minuts.

5. S’afegeix 900 pL de medi LB o SOC sense antibiotic i s’incuba a 37°C, en
agitacio, durant 1 hora.

El procés de plaquejat, recollida de plaques i processat de les colonies s’efectua de

la mateixa manera que en el cas anterior.

1.2. OBTENCIO | PURIFICACIO DE DNA PLASMIDIC.

L’objectiu principal d’aquests processos és I'extraccié del DNA amplificat obtingut a
partir del procés de transformacié. Per tal d’aconseguir-ho, s’han utilitzat el equips
comercials de Qiagen (Qiagen Plasmid kit). A partir d’'aquests processos és poden
obtenir petites quantitats de DNA plasmidic en el cas de les minipreparacions o
grans quantitats de DNA en el cas de les maxipreparacions. En aquesta Tesi nomeés
s’han realitzat minipreparacions. Aquests processos es basen en el mateix principi
d’aillament: lisi alcalina del bacteris amb una posterior unié del DNA a una reina
d’'intercanvi ionic. També cal eliminar les impureses com son RNA, DNA
cromosomic, proteines, etc. Aixd s’aconseguiex mitjangant una série de rentats de la
reina amb una solucié de salinitat mitja que conté etanol. Per acabar, s’eluiex el DNA

purificat amb aigua o amb un tampd de major salinitat.

1.2.1. Minipreparacions.
L’objectiu és extreure petites quantitats de DNA (0,3-0,6ug/ul) seguint les intruccions
de I'equip comercial Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen).
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MATERIALS | REACTIUS

- Pre-cultiu de 4 ml de medi LB (12-16 hores a 37°C i en agitacidé) que conté

I'antibiotic de seleccio.
- Solucio de resuspencio (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNAsa

A).

- Solucié de lisi (200 mM NaOH, SDS 1%).

- Solucié de neutralitzacio (2,55 M acetat de potassi, pH 4,8).

- Columnes d’intercanvi ionic (Qiagen).
- Solucié de rentat (200 mM NacCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 mM EDTA. (Aquesta

solucio es barreja 1:1 amb etanol absolut).

- Aigua Milli-Q o tampd6 d’elucié (TE) de salinitat alta.

METODOLOGIA

1.

Es centrifuguen els 3-5 ml de precultiu a 4000 rpm durant 10 minuts a
temperatura_ambient i es decanta el sobrenedant.

Es resuspen el pellet amb 250 ul de tampo de resuspencio, que conté RNAsa i
que es manté a 4°C.

A aquest homogenat, s’hi afegeixen 250 pl de tampd de lisi i es barreja per
inversio fins que la solucio es torni de color blau.

S’afegeixen 350 ul de tampo de neutralitzacié i s’homogeneitza per inversio fins

que la solucié adquireixi una consisténcia densa de color blanc.

5. Es centrifuga 'lhomogenat a 13000 rpm durant 10 minuts a temperatura ambient.

El sobrenedant es transfereix a un tub acoblat a una columna que conté una
reina d’intercanvi ionic, i es manté en contacte amb la reina durant 1 minut per
obtenir una major recuperacio de DNA.

Es centrifuga la columna durant 1 minut a 13000 rpm, de forma que el
sobrenedant queda dipositat per gravetat en el fons del tub i el DNA queda
acoblat a la reina. Es desmunta la columna del tub i es descarta el sobrenedant.
Després de tornar a acoblar la columna al tub, s’afegeixen 750 ul de soluci6é de
rentat (amb etanol), i es repeteix el procés anterior. Posteriorment s’efectua una
nova centrifugacio sense afegir cap tampo, amb la finalitat d’eliminar restes
d’etanol que degradin el DNA.

Finalment, s’acobla la columna a un tub eppendorf nou i s’elueix el DNA, afegint

50 pl d’'un tampo d’elucié de salinitat alta (TE) o aigua Milli-Q, i es deixa reposar
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durant 1 minut.

10.Es torna a centrifugar durant 1 minut a 13000 rpm la columna, quedant dipositat
el DNA en el fons del nou eppendorf. En la majoria de casos, I'elucié s’ha
realitzat amb aigua Milli-Q, que ofereix una gran eficiéncia d’eluci6 i el DNA no
queda en una solucié amb sals que pot ser un inconvenient en futurs processos.

11.EIl DNA extret es quantifica apartat (1.2.3) i es guarda a 20°C.

1.2.2. Precipitaci6 del DNA.

El procés de precipitacio del DNA s'utilitza tant per purificar el DNA com per
concentrar-lo. A la mostra de DNA s’hi afegeix 3 cops el seu volum, d’etanol al 95%
o isopropanol (també s’hi pot afegir una concentracié 1/10 d’acetat de sodi 3M).
S’incuba durant 30 minuts a -80°C per afavorir la precipitacio. Després es centrifuga
a 13300 rpm 30 minuts a 4°C. Es descarta el sobrenedant amb molta cura per no
perdre el pellet i s’efectuen 2-3 rentats amb etanol al 70%. Posteriorment es
centrifuguen 5 minuts a 13300 rpm a 4°C. Finalment es decanta el sobrenedant i es
deixa assecar el pellet. El DNA es resuspen amb aigua Milli-Q i és convenient

deixar-lo a 4°C abans de quantificar-lo. Posteriorment es guarda a -20°C.

1.2.3. Quantificacio del DNA.
Els acids nucleics tenen un pic d’absorbancia a una densitat optica de 260 nm, fet
que permet la seva quantificacio i validacié del grau de puresa. EI DNA extret (0
RNA) es quantifica mitjangant un espectrofotometre, a una densitat optica de 260
nm, realitzant un perfil d’absorbancia entre 220 i 320 nm. El DNA o RNA purificats
presenten una corba tipica, amb el seu maxim a 260 nm, punt que es mesura per
extrapolar la concentracié de la mostra. La mostra de DNA (1-2 pl) es passa per
'espectrofotdmetre (Nano-Drop), que doéna [l'absorbancia a 260 nm, la qual
correspon a 50 ug/ml de DNA o 40 ug/ml de RNA i la concentracié en ug/ul.
La férmula a aplicar es la seguent:

C = ABS260 x 50 pg / 1000 pl x FD (per DNA)

C = ABS260 x 40 pg / 1000 pl x FD (per RNA)
on C és la concentracio, ABS I'absorbancia i FD el factor de dilucio.
Es convenient utilitzar una mostra “blanc”, que contingui Gnicament el tamp6 on hi ha

la mostra, com a calibratge previ de la mesura.
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1.2.4. Sequenciacio del DNA.

El darrer pas per verificar la construccio obtinguda és assegurar-se que la sequéncia
de nucleotids és la correcta. Per aix0, es procedeix a sequenciar la construccio.
Existeixen diversos sistemes comercials basats en el métode de Sanger (Sanger et
al.,1977). El que s’ha utilitzat en aquesta Tesi és el sistema BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit i lanalitzador ABI3730 de la casa comercial Applied

Biosystems.

MATERIALS | REACTIUS

- Termociclador (Applied Biosystems).

- Seqguenciador ABI3730.

- BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.

- Tampo de seqguenciacid. 5X (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit).

- Construccioé de DNA que conté el gen d’interés.

-Oligonucleotid o primer corresponent a 1 pyM. Consisteix en una sequeéencia
d’oligonucledtids que es troba a certa distancia a 5 o 3’ del gen que es vol
sequenciar. Es recomanable efectuar varies reaccions de seqiiéncia per un mateix
gen, de manera que s’obtinguin un minim de dues sequéncies per cada regio del

gen.

METODOLOGIA
1. En un tub de PCR es barregen 0,5-1 ug de DNA, 1 ul de BigDye, 1 pl de tampd

de sequenciacié, 3,2 pl de primer i aigua Milli-Q fins a un volum final de 10 pl. La
BigDye és I'ultim reactiu que s’afegeix.
2. Lareaccié de PCR s’efectua en el termociclador amb les condicions seguents:
Desnaturailtzacié a 96°C: 10 segons

Hibridaci6 a 50°C: 5 segons 25 cicles

Elongacié a 60°C: 4 minuts
3. Finalitzada la reacci6 de PCR, s’afegeixen 10 ul d’aigua Milli-Q i s’envia a
sequenciar als Serveis Cientifico-Tecnics del Parc Cientific de Barcelona.

1.3. CLONATGE DE DNA PLASMIDIC.
Les diferents tecniques de biologia molecular actuals permeten la manipulacio i la

modificacio de fragments de DNA amb relativa facilitat. Avui en dia, és relativament
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facil i rapid dissenyar i construir vectors especifics per a una aplicacié o un assaig
experimental concret. Es poden construir o comprar una amplia gamma de vectors
d’aplicacié diversa: vectors d’expressié proteica de bacteris o mamifers, vectors
virics (lentivirus, adenovirus, retrovirus), vectors per assajos d’interaccié proteica
(doble hibrid o d’assaig de complementacié fluorescent), etc. En aquesta tesi s’ha
utilitzat la tecnica de clonacié classica mitjangcant I'is d’enzims de restriccid, la
clonacié per recombinacié mitjancant el sistema Gateway (Invitrogen) i la clonacié de

mutants mitjancant la reaccio de PCR recombinant.

1.3.1. Reacci6 de PCR.

La reaccio en cadena de la polimerasa o de PCR (Polymerase Chain Reaction) és
un sistema in vitro que permet I'amplificacioé selectiva de fragments de DNA de doble
cadena de manera exponencial, utilitzant una polimerasa termostable i
oligonucleotids encebadors (primers) especifics per al fragment de DNA a amplificar
(Saiki et al., 1988). Consisteix en cicles successius de desnaturalitzacié de la doble
cadena del DNA, hibridaci6é de la cadena senzilla amb els primers que posseeixen
una seqgueéncia complementaria a la que es pretén amplificar i extensiéo de les
cadenes d’oligonucledtids mitjangant una polimerasa termostable.

A cada cicle, idealment, es dobla el nombre de copies del fragment de DNA, per tant,
s’obté una amplificacié exponencial a partir d’'un nombre inicial baix de copies. Cada
fragment de DNA a amplificar presenta unes caracteristiques diferents, igual que els
primers i la polimerasa. Per aquest motiu, és convenient optimitzar les condicions
per cada fragment en particular.

El correcte disseny dels oligonucleodtids encebadors és un punt clau per obtenir una
correcta PCR. Per tant, existeixen una seérie de criteris que s’han de tenir en compte
a I'’hora de dissenyar-los:

1) El nombre de A+T, ha de ser similar al nombre de C+G.

2) L’'extrem 5 ha de presentar una energia lliure de Gibbs molt negativa (per
assegurar

una unio forta) i 'extrem 3’, menys negativa (per assegurar una uni6 especifica ja
que la desestabilitzacié provocada per un nucleotid no emparellat podria provocar la
no unio del primer).

3) Sempre que sigui possible, ha d’haver-hi una C o una G a I'extrem 3’, ja que la

unié C-G és molt estable i ajudara a la polimerasa a iniciar el seu proceés.
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4) Es convenient evitar primers que puguin formar estructures internes estables a la
temperatura a la que s’hagin d'utilitzar (habitualment al voltant de 55°C), o que
presentin sequencies complementaries que permetin la formacié de dimers,
especialment si aquests presenten una estructura tal que deixin extrems 5
protuberants. A continuacioé es mostra la PCR optimitzada en el laboratori utilitzant la
KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen):

Tampo Polimerasa (10X) 5l
dNTPs (2 mM cadascun) 5l
MgSO4 (25 mM) 3l
Primer F (forward) (10 M) 1.5 ul
Primer R (reverse) (10 uM) 1.5 ul
DNA motlle (100 ng/ul) 2 ul
DNA Polimerasa (KOD polimerasa 1 U/pl) 1l
Aigua Milli-Q 31 ul
Volum final: 50 pl

La reacci6 de PCR es fa en tubs de 0,2 0 0,5 ml i s’incuba en un termociclador amb
un programa predeterminat. Quan es realitza una primera PCR cal optimitzar el
proceés, variant els diferents parametres de la reaccio.

Les condicions optimes d’utilitzacio de la KOD Hot Start DNA polymerase en el

laboratori sén les seguents:
Inici: 2 minuts a 95°C
Desnaturalitzacié: 30 segons a 95°C
Hibridacio: 30 segons a 45°C 25 cicles
Elongacié: 1minut i 30 segons a 70°C
Elongaci6 final: 10 segons a 70°C

Finalment es deixa a 4-16°C

Els temps d’elongacié depenen de la longitud del fragment a amplificar (generalment
1 min per 1 kb) i la temperatura d’hibridacié depén de la seqiéncia de I'encebador, i
es calcula en °C, mitjangant la seguent formula:

TmM=[4(G+C)+2(A+T)] -4
En el cas que loligonucledtid no sigui totalment complementari al DNA, la
temperatura d’hibridacio es redueix, amb la finalitat de facilitar una unié no totalment

especifica.
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1.3.2. Reacci6 de PCR recombinant o metode SOE (splicing by overlap
extension).

Aquest tipus de PCR ens permet introduir mutacions puntuals al DNA, insercions i
delecions relativament llargues.

La tecnica consisteix en generar 2 fragments de PCR que contenen la mutacio.
Aquests dos fragments contenen una regié de solapament que és igual i que conté
la mutacié d’interés, aixd permet fer-los servir com a motlle per la seglient PCR de
recombinacid, fent servir els primers dels extrems 5 i 3’. La mutacié que es vol
generar s’introdueix a l'oligonucleotid, fet que fa que la sequéencia no sigui totalment
complementaria a la seqiiéncia del DNA motlle. Es per aixd que s’ha d’ajustar les
condicions de la PCR. En aquest cas s’ha reduit el numero de cicles a 25 per
disminuir la probabilitat de generar mutacions i s’ha partit d'una gran quantitat de
DNA com a motlle. En algunes ocasions també s’ha fixat la temperatura d’hibridacio
a 55°C o s’ha afegit el 10% de DMSO per millorar les condicions d’hibridacié.

En dos tubs de PCR es duen a terme les dues PCRs parcials (PCR1 i PCR2) tal i
com s’explica a I'apartat , posteriorment es valida la mida del fragment en un gel
d’agarosa i es purifica (apartats 1.3.3.2. i 1.3.3.3.). Les dues PCRs s’utilitzen com a
motlle per la PCR recombinant.

La PCR recombinant optimitzada en el laboratori amb la KOD Hot Start DNA
polymerase és la segient:

Tampd Polimerasa (10X) 10 pl
dNTPs (2 mM cadascun) 10 pl
MgSO04 (25 mM) 6 ul
Primer F (forward) (10 pM) 3ul
Primer R (reverse) (10 uM) 3ul
PCR1 5ul
PCR2 5 ul
DNA Polimerasa (KOD polimerasa 1 U/pl) 2 ul
Aigua Milli-Q 66 ul
Volum final 100 ul

El producte de la PCR recombinant es torna a verificar en un gel d’agarosa i es
purifica la banda correcta, obtenint el fragment de DNA amb la mutacio.
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Finalment es procedeix a clonar el fragment en el vector d’interés ja sigui per el

metode classic o per el sistema Gateway (Sigma).

Oligo mutant Zona de solapament
Qe 8 forward amb fa mutacio

—’¥—
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Figura 18. Esquema del metode de mutagenesi per PCR recombinant. Es realitzen 2 PCRs parcials (PCR1 i
2) utilitzant els primers que contenen la mutacié obtenint aixi 2 fragments amb una zona de solapament (en
vermell) que és igual i conté la mutacié. A continuacid, els 2 fragments s’amplifiquen en una PCR recombinant
amb els primers dels extrems 5’ i 3’ obtenint el DNA amb la mutacié d’interés, que és clonat per métode classic o
bé per metode Gateway (també es pot fer per digestio-lligacio).

1.3.3. Clonacio classica.

El meétode classic de clonacié permet introduir un gen d’interés (insert) en un vector
d’expressio determinat. Aixd s’aconsegueix mitjangant la digestié tant del vector com
de l'insert de manera que els seus extrems siguin compatibles i posteriorment es

puguin lligar o fusionar.

1.3.3.1. Digesti6 amb enzims de restriccio.

El clonatge amb enzims de restricci0 es basa en la caracteristica que tenen
aguestes endonucleases de tallar el DNA en dianes especifiques, generant extrems
(cohesius o roms) que poden ser relligats en el vector d’interés mitjangant un enzim
de lligacio. La digestié del DNA amb enzims de restriccidé s’ha efectuat seguint les
instruccions de la casa comercial utilitzada (New England Biolabs). Pel que fa als
enzims, s’han utilitzat de 1 a 10 U/ug de DNA, i mai sense superar el 10% del volum
final de la reaccid. Normalment les digestions s’han efectuat a 37°C (a excepcid
d’alguns enzims que requerien temperaturas concretes), durant 2-16 hores,
depenent de l'eficiéncia de la reaccidé de digestio i de la quantitat de DNA. Es poden

efectuar digestions dobles en el cas que la compatibilitat dels dos enzims ho permeti.



Materials i métodes 70

Si no es aixi, cal efectuar primer una digesti, correr la mostra en un gel d’agarosa,

tallar la banda i purificar-la per realitzar la segona digestié posteriorment.

1.3.3.2. Electroforesis de DNA en gel d’agarosa.

Per validar la integritat d'un DNA, la qualitat d’'una digestio i els fragments generats,
aixi com per a la purificacio de fragments d’interes, es realitza I'electroforesi en gels
d’agarosa no desnaturalitzants de manera que els fragments separats siguin de DNA
de doble cadena. La migracié d’aquests fragments és inversament proporcional al
logaritme del seu pes molecular. Juntament amb el DNA d’estudi es carreguen
marcadors de pes molecular conegut per tal d'identificar els diferents fragments de
DNA.

MATERIALS | REACTIUS

- Cubeta d’electroforesis.

- Font de corrent eléctrica.

- TAE 50X (Tampo Tris-acetat) (2M Tris-base, 1M acid acetic, 50 mM EDTA). Es
guardaa temperatura ambient i s’utilitza a 1X per a correr el gel.

- Tampo de carrega 5x (40 mM EDTA, 0,1% SDS, 30% Ficol 400, 0,2% blau de
bromofenol). Es guarda a -20°C i s’utilitza a 1X.

- Gel d’agarosa: La concentracio d’agarosa varia segons la mida de les bandes de
DNA a visualitzar, normalment es prepara I'agarosa a I'1-2% en tamp6 TAE 1X. Al
gel s’hi afegeix bromur d’etidi a una concentracié aproximada de 1 pg/ml.

- Marcadors de pes molecular.

METODOLOGIA

1. Les mostres de DNA es preparen amb el tampé de carrega a una concentracio

final 1X. Si es vol testar la correcta digestio d’'un fragment de DNA, es prepara
entre 1-2 ug de mostra carregada i s’intenta que el volum final (DNA, tampé de
carrega i aigua esteéril) sigui de 10-12 pl.

2. Es prepara el gel amb agarosa a I'1-2% amb TAE 1X i es fa bullir al microones
fins que l'agarosa es dissolgui completament. Es deixa temperar i s’afegeix el
bromur d’etidi. Es barreja i es posa a la cubeta on préviament s’ha posat una
pinta.

3. Quan ja ha polimeritzat el gel, es col-loca en la cubeta d’electroforesis, es
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cobréis completament de tampd d’electroforesis (TAE 1X), s’extreu la pinta i es
carreguen les mostres juntament amb el marcador de pes molecular. La migracié
es produira des del pol negatiu al positiu ja que el DNA té carrega negativa degut
a la presencia de grups fosfat. Es sotmet el gel a un voltatge que varia entre 60 i
110V, controlant el front de migracio.

4. Finalitzada la migracio, les bandes es visualitzen en un trans-il-luminador de llum

ultraviolada i se’n fa una fotografia.

1.3.3.3. Purificacié del DNA.

Sovint es necessita purificar fragments de DNA digerits de plasmids o PCRs per tal
d’efectuar un clonatge. Per aix0, primer cal realitzar una electroforesis en gel
d’'agarosa, i a continuacié aillar la banda d’interés per després purificar-la. Per
aconseguir una bona purificacido s’ha de carregar una gran quantitat de DNA en el
gel (normalment tota la digestié o tota la PCR), ja que una gran part del DNA es perd
durant el procés de purificacio.

La mostra es deixa migrar suficientment de manera que la banda d’interés estigui
prou separada de la resta. Després es talla la banda amb un bisturi, sota la llum
ultraviolada, a baixa poténcia, de manera que es visualitzin els fragments de DNA, i
es diposita en un tub eppendorf per a ser purificada.

La purificacio del DNA es fa utilitzant el kit comercial High pure PCR product
purification kit (Roche), que es basa en l'acci6 d'un agent caotropic que
desnaturalitza proteines, dissol 'agarosa i promou la unié del DNA de doble cadena
(en un rang 100 pb i 48 Kb) a una matriu. El DNA unit a la matriu es renta, eliminant

possibles contaminants, i s’elueix amb el tampd que interessi.

MATERIALS | REACTIUS
- Columnes acoblades a tubs de 2 ml.

- Tampé de captura ( 3M guanidina-tiocianat, 10mM Tris-Hcl, 5%etanol (v/v), pH 6,6)
- Tampé de rentat (20mM NacCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5). Cal afegir-hi etanol.
- Aigua Milli-Q o tampo TE.

METODOLOGIA

1. S’afegeixen entre 400-500 pl de tampd de captura (en funcié de la mida

d’agarosa tallada) i s’incuba a 60°C fins que es dissolgui completamente
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I'agarosa (10-15 minuts).

2. Es transfereix la mostra a una columna acoblada a un tub de 2 ml i s’incuba
durant 1 minut a temperatura ambient.

3. Es centrifuga a 13000 rpm durant 1 minut a temperatura ambient i es retira el
sobrenedant.

4. S’afegeixen 500 pl de tampo de rentat i es centrifuga novament a 13000 rpm
durant 1 minut.

5. S’efectua un altre rentat de la columna amb 250 pl del mateix tampé i es torna a
centrifugar a 13000 rpm durant 1 minut.

6. S’elimina el sobrenedant i es transfereix la columna a un tub eppendorf de 1,5

ml. S’elueix el DNA purificat amb 50 ul de tampd d’elucié o aigua Milli-Q.

1.3.3.4. Tractament del DNA amb fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina elimina els grups 5’-fosfat del vector de DNA digerit. D’aquesta
manera el vector no es pot relligar augmentant I'eficiéncia de lligacié amb linsert,
que té els seus propis grups 5’-fosfat lliures. S’ha utilitzat la fosfatasa alcalina de la
casa comercial Roche. S’afegeixen 2 ul de fosfatasa alcalina a un volum total de 50
Ml de vector digerit (barreja de vector digerit, enzims de restriccié i tampé de digestid)
i s’incuba la mostra durant 30 minuts a 37°C. Seguidament es du a terme una
electroforesis i una purificacio del vector digerit i de l'insert de la mateixa manera que

s’explica als apartats anteriors.

1.3.3.5. Lligacié.

El procés de lligacié és el procés pel qual el vector (digerit, purificat i defosforilat) i
l'insert s’'uneixen. La reaccio de lligacié esta catalitzada per I'enzim T4-DNA lligasa
que catalitza la formacié d’un enllag fosfodiéster entre I'extrem 5’ fosfat i el 3’ hidroxil
en un DNA de doble cadena. Aquesta reaccié finalment es transforma en bacteris
competents i s’han d’efectuar els seglients controls:

Control negatiu de lligacié: Transformacié del vector digerit sense insert.

Control positiu de transformacié: Transformacié d’'una construccié de DNA coneguda

que funciona bé.

Control negatiu_de transformacié: Es plaguegen bacteris no transformats. Una

lligacio ha funcionat bé quan creixen moltes més colonies en la lligacié problema que

en el control negatiu de lligacid, i cap en el control negatiu de transformacio. L’éxit
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d’'una lligacié depen de diversos factors que s’han de tenir en compte, com ara la
qualitat i la quantitat del DNA utilitzat, la forma dels extrems que han generat els
enzims de restriccio (millor extrems cohesius que roms), la relacio molar entre el
vector i I'insert, el grau de fosforilacié del vector i el métode de transformacio.
Normalment, el procés de lligacié s’efectua en un volum final de 10 pl. La relacio
insert:vector que s'utilitza és una relaci6 molar i pot variar en funcié de la llarga
d’ambdds seguint la férmula:
50 ng vector x mida insert (kb) x 6 = ng insert
mida vector (kb) 1

Habitualment s’ha utilitzat les seglents proporcions: 6 pyL d’insert, 2 yL de vector, 1
uL de T4ADNA-lligasa (New England Biolabs), i 1 yL de tampo de lligasa 10x.

La reacci6 es deixa incubar a 4-16°C durant 16 hores i posteriorment es transforma
en bacteries electrocompetents, s’extrau el DNA i es comprova per digestié i

sequenciacio.

1.3.4. Clonacio6 mitjancant el sistema Gateway (Invitrogen).

El sistema Gateway d’Invitrogen és un metode de clonatge basat amb el sistema de
recombinacié de lloc especific del fag lambda. Aquest sistema proporciona una
manera meés rapida i eficient de transferir una sequéncia de DNA a diferents vectors
comparada amb el sistema classic de clonatge mitjancant enzims de restriccid, degut
a que evita els passos de digestio, purificacid i lligacié optimitzant el temps de
clonatge. El sistema permet la transferéncia d’un insert d’'un vector a un altre
mitjangant la utilitzacié d’'un vector d’entrada, anomenat Entry Clone, capac¢ de
recombinar amb tota una gamma de vectors desti, ja siguin d’expressio bacteriana,
de mamifer, lentivirals, adenovirals, etc., com es representa de forma esquematica

en la Figura 19.



Materials i métodes 74

lFragmems de DNA obtinguts a partir de:

Productes de restriccié i lligacié
PCR
Llibreries de cDNA

Mamifers

gen

art att att att

art are

Baculovirus Doble hibrid Figura 19. Sistema de recombinacio
Gateway. Aquest és un sistema de clonacio
rapid i senzill amb el que un insert d’interés pot
ser clonat per recombinacié a qualsevol vector
d’expressi6 a partir duna construccié

intermediaria (entry clone).

art att art art

attB x attP <l atfl x attR

1.3.4.1. Clonatge mitjancant el sistema Gateway simple.

El sistema Gateway esta basat en el cicle biologic del fag lambda (Landy, 1989) i en
el seu sistema de recombinaci6 en E.coli. En el fag lambda la sequencia de
recombinacié és attP (243 pb), mentre que en E.coli és attB (25 pb). La reaccié
d’integracié consisteix en la recombinacié attB x attP, mitjancant proteines integrasa
(Int) del fag i el factor d’integracié de I'hoste (Host Integration Factor, HIF). El resultat
d’aquesta reaccid6 soén dues noves sequéncies de recombinacid, attL i attR,
flanquejant el profag recombinat, sense la perdua de sequencia de DNA. La reacci6
pot donar-se de forma inversa durant el procés d’escissié. Quan attL i attR
recombinen (reaccio efectuada pel HIF i la proteina fagica Escisionasa (Xis)), el A-
DNA s’escindeix del genoma de E.coli, regenerant les sequencies attB (en E.coli) i
attP (en el fag).

Aquesta reacci6 és especifica i bidireccional: attB x attP « attL x attR

Segquint el protocol del proveidor (Invitrogen), el primer pas és dissenyar els primers
gue permetin introduir les seqiéncies attB1 i attB2 als extrems del fragment de DNA
d’interés mitjangant una reaccié6 de PCR. Una vegada s’aconsegueix flanquejar el

fragment amb les sequencies atts, s’efectua la reaccid de recombinacié entre el
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fragment de PCR i un vector donador. Aquest vector donador (en el nostre cas
pDONR221) conté les sequéncies attP1 i attP2 i s’utilitza per clonar el producte de
PCR que conté el gen d’interes, flanquejat per attB, i generar els clons d’entrada o
Entry Clones. EI pDONR conté el gen de resistéencia a kanamicina i el gen de
seleccié negativa ccdB, el qual interfereix amb la DNA girasa de E.coli inhibint el
creixement de la majoria de soques de E.coli (Bernard and Couturier, 1992).

Un Entry Clone (pENTR-gen d’interés), generat pel procés de recombinacié entre el
fragment de PCR i el vector donador (attB x attP), és un vector resistent a
kanamicina, on el gen d’interés (flanquejat per sequéncies attL1 i attL2) ha eliminat
el gen ccdB. Un cop obtingut el clon d’entrada, podem clonar el nostre insert a
qualsevol vector desti (pbDEST), que presenta resisténcia a ampicil-lina, conté el gen
ccdB i presenta les sequiéncies de recombinacio attR1 i attR2.

La recombinacio entre el pENTR i el pDEST (attL x attR) té com a resultat el vector
d’expressié desitjat, que conté el nostre gen d’interés flanquejat per unes seqiéncies

de recombinacio attB1 i attB2 i presenta resisténcia a ampicil-lina.

1.3.4.2. Reaccié attB x attP. Construccio de clons d’entrada (Entry Clones).
El primer pas per la construcci6 d’'un Entry Clone consisteix en elaborar les
sequencies attB que flanquejaran el gen d’interes. Les sequéncies dels primers

utilitzats han sigut les seguents:

attB1 (forward). 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACC-(GEN)-3’

attB1 Kozak
attB2 (reverse): 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT TAG-(GEN)-3'
attB2 stop

Les quatre guanines (G) afegides a I'extrem 5 de cada oligonucledtid augmenten
I'eficiencia de la recombinasa. S’introdueix la seqiéncia attB1 i abans d’introduir el
gen d’interés, s’afegeix la sequéncia Kozak (ACC) abans del coddé d’inici del gen
(ATG) facilitant el reconeixement de la sequéncia d’iniciaciéo (AUG) durant el procés
de traduccié. Seguidament s’afegeixen entre 18 i 25 pb del gen d’interés. A la
sequencia attB2 s’afegeix un codé d’aturada de la traduccié del gen d’interés (stop).
La reaccié de recombinacio entre el gen d’interés flanquejat per attBs i el pPDONR

(flanquejat per attPs) es du a terme mitjangant I'enzim recombinasa BP clonasa I,
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obtenint 'Entry Clone (attL1 i attL2). En un tub eppendorf de 1,5 ml, es preparen els

seguents reactius (reaccio optimitzada):

Producte de PCR - attB (20-50 fmols) 3ul
pDONR (150ng/ul) 1ul
BP clonase Il 1l

La reaccio s’incuba a 25°C entre 2-12 hores i s’atura afegint 0,5 pl de solucié de
proteinasa K a 37°C durant 10 minuts. Finalment, es transforma 0,5-1 ul de la
reaccio en bacteris DH5a per electroporacio i es plaguegen els transformants en
plagues de LB-agar que contenen 50 pug/ml de kanamicina. Un cop extret el DNA,

aquest es comprova per digestio i sequiénciacio.

1.3.4.3. Reacci¢ attL x attR. Construccioé de vectors d’expressio.
La recombinacié entre un Entry Clone, que conté les sequéncies attL, i el vector
desti, amb sequencies attR, es fa mitjancant la LR clonasa Il. En un tub eppendorf

de 1,5 ml es preparen els seguents reactius:

Vector Desti 150 ng

Entry clone 150 ng

Aigua Milli-Q fins a 5 pl de volum final
LR clonasa Il 1l

La reaccid6 s’incuba a 25°C entre 2-16 horesla i s’atura afegint 0,5 ul de proteinasa K
durant 10 minuts a 37°C. Finalment, es transforma 0,5-1 ul de la reaccié en bacteris
DH5a per electroporacié d’igual forma que amb els Entry Clones. Es plaquegen els
transformants en plagques de LB-agar que contenen ampicil-lina a 100 ug/ml. Els

vectors resultants sén comprovats per digestié i sequienciacio.

1.3.4.4. Clonatge mitjancant el sistema Gateway Multisite de dos fragments.

El sistema Gateway permet construir vectors d’expressiéo de manera rapida i eficient
a partir de 2, 3 o 4 fragments de DNA gracies al sistema Multisite. Aquesta
tecnologia utilitza la recombinacio especifica de lloc per clonar simultaniament varis
fragments de DNA en l'ordre i orientacid correctes. S'utilitza I'equip comercial
MultiSite Gateway® Pro 2.0 Kit for 2-fragment recombination (Invitrogen). La
diferencia entre el sistema Multisite i el simple es troba en les seqiiéncies atts. Si es

vol clonar dos fragments, en un dels fragments de DNA s’introdueix, per PCR, les
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sequencies attB1 i attB5r i en I'altre fragment les sequéncies attB5 i attB2. Aquests
dos fragments de DNA es clonen en els seus vectors donadors pDONR221 P1-P5r i
pDONR221 P5-P2 respectivament, per generar dos Entry Clones els quals es
podran recombinar amb el vector desti d’interés (mitjancant I'enzim LR clonasa Il

plus) generant el vector d’expressio desitjat (Figura 20).

PCR fragments

pDONR Vectors

BP reaction \

Figura 20. Esquema del sistema de clonacio

Gateway Multisite. Es pretén clonar el fragment 1 (F1)
i el fragment 2 (F2). Mitjangant PCRs es flanquegen els
fragments amb els diferents attBs, que poden ser
recombinats amb els vectors donadors (pDONR)
corresponents, per la reaccié de la BP clonasa Il i aixi
obtenir els respectius Entry Clones. Aquests, es poden
recombinar entre ells i amb el vector desti (pDEST)
mitjangant la reaccid de la LR clonasa Il plus. Aixi
s’obté un vector d’expressié amb els dos fragments
d’interés en l'ordre i la direccio correctes.

LR Reaction

auE1 gr— BS Frag? Bad
Expression Clone

Els primers utilitzats en aquest sistema son:

attB1 (forward): 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAACC-(GEN)-3’

attB1 Kozak
attB5R (reverse): 5-GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTGT-(GEN)-3’
attB5R
attB5 (forward): 5'-GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGNN-(GEN)-3’
atiB5
attB2 (reverse): 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT TAG-(GEN)-3
attB2 stop

S’ha de tenir en compte que si es volen clonar 2 fragments de DNA, i aquests sén 2
proteines, cal treure el codd stop en el primer fragment qua s’introdueixen les
sequencies attBs per PCR, ja que si no és aixi, 'expressié es quedaria aturada i

nomeés s’expressaria una de les dues proteines.
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La reaccio de LR s’ha optimitzat per les seglents relacions:

Vector Desti 20 fmols

Entry clone 1 10 fmols

Entry clone 2 10 fmols

TE o aigua MilliQ 5 plI (volum final)
LR clonasa plus 1u

On els fmols de DNA es converteixen en ng utilitzant la formula:

ng = (x fmols) (N) (660 fg / fmols) (1 ng / 10° fg)
on x és el numero de fmols i N la mida del DNA en parells de bases (pb). La reaccio
s’incuba a 25°C tota la nit i s’atura afegint 0,5 pl de proteinasa K, a 37°C durant 10
minuts. Finalment, es transforma 0,5-1 ul de la reaccié en bacteris DH5a com en el

sistema simple.

1.3.4.5. Utilitzacio del software Vector NTI per la construccio virtual de clons.

S’ha utilitzat el programa Vector NTI Advance, proporcionat per Invitrogen, pel
disseny virtual de clons mitjangant el sistema Gateway. Aquest programa ofereix la
possibilitat d’efectuar disseny de mapes, d’oligonucledtids que contenen les
sequencies att, integrar virtualment fins a 4 inserts en un vector, guardar en una

base de dades tots els mapes elaborats, predir restriccions, etc.

1.3.5. Generacié de miRNAs.

Els microRNAs (miRNA) son unes molecules petites de 20-25 nucleotids que, igual
gue el RNA missatger (MRNAS), estan transcrits per gens, pero la diferencia és que
no codifique per proteines.

La seva funcio és la de regular I'expressio génica, ja sigui prevenint la traduccié del
mRNA a proteina o induint la degradacio del mateix mRNA. S’ha identificat
aproximadament 700 miRNAs en el genoma huma i la seva desregulacié en
I'expressio esta implicada en varies malalties.

Els miRNAs es transcriuen a partir d’'un gen, d’un intré o d’'una regié promotora,
mitjancant la RNA polimerasa II, obtenint un miRNA primari (pri-miRNA) de doble
cadena i amb una estructura en forma de pinca (hairpin). El pri-miRNA és processat
al nucli per 'endonucleasa Drosha Rnasa lll que talla les dues cadenes de RNA
alliberant un miRNA d’entre 60-70 nucleotids anomenat pre-miRNA. Aquest pre-
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mMiRNA és transportat al citoplasma on és processat per I'enzim Dicer (RNAsa lll,
endonucleasa) que talla el RNA de doble cadena generant el miRNA madur. Aquest
miRNA madur s’incorpora al complex RISC (Silenciament induit per RNA) on es
dirigeix la repressii de I'expressio dels gens per dues vies:

1) Si la complementaci6 entre el

MIiRNA i el mRNA és perfecte,

el complex RISC talla el mmwjﬁ IE E |E

MRNA i aquest és degradat. 1@

Pre-miRNA

2) Si la complementacid No €s s i
perfecta, el complex RISC ©welsn O—’:/‘\®(—\
reprimeix la traduccié del —

siRNA
miRNA" I duplex

dsRNA

mRNA. El tall del mRNA no doplex | Unwing |
_{'\,, /
causa cap modificacié en el = \
miRNA i aixd permet que gt~ TR
aquest pugui reconduir el — /g,%\ RISC
complex RISC per reprimir —"’—W — (o) Terget
ORF = 5 ‘ AR
I'expressio d’altres missatgers , e AsC
Translational repression mRNA cleavage

(Bartel,2004).

Figura 21. Via de la biogénesis dels miRNA en cél-lules
eucariotes.

Gracies al seu descobriment i a la importancia de la seva funcid, s’han generat
varies técniques moleculars per a emprar els microRNAs en al investigacion. En
aquest treball s’ha utilitzat adenovirus que codifiquen per miRNAs, per a obtener aixi

models cel-lulars knock-down dels gens d’interés.

1.3.5.1. Disseny i construccioé d’adenovirus que codifiquen per miRNAs.

En aquesta Tesi s’ha utilitzat el métode de generacié d’adenovirus Vira-power
adenoviral expression system (Invitrogen) que codifiguen miRNAs obtinguts
mitjancant el kit de Block-it miIRNA RNA (Invitrogen). Els miRNAs es dissenyen on-
line a la pagina de Block-it miR RNA designer (Invitrogen), on s’introdueix la
sequencia del cDNA d’interes i el programa genera 10 possibles miRNAs al llarg de

tota la sequiencia.
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Els oligonucleotids arriben com a DNA de cadena simple, una sequéncia top i una
altra bottom per cada miRNA (aqui només s’ha exemplificat la seqiéncia top, ja que

la bottom és la complementaria):

Scramble (SCR): EI miRNA SCR esta dissenyat de manera aleatoria per a que no
s’uneixi a cap DNA conegut i serveixi com a control d’'infeccié.

5’- tgctg aaatgtactgcgcgtggagac gttttggccactgactgac gtctccacgcagtacattt cagg -3’

5 mMiRNA antisense loop MIiRNA sense 3’

MiRNAs de CIC-2: s’han dissenyat cinc miRNAs contra la zona codificant del DNA
de CIC-2 de rata:

77: 5'-tgctgtgatgtatggccggtatactcgttttggccactgactgacgagtatacgccatacatcacagg-3’
223: 5-tgctgacaaatgcgacatctggcacagttttggccactgactgactgtgccagatgtcgcatttgtcagg-3’
1407: 5’-tgctgctgtctttgtcattggagcaggttttggccactgactgacctgctccagacaaagacagcagg-3’
1583: 5’-tgctgattgtcttcgagctcaccggcegttttggccactgactgacgecggtgatcgaagacaatcagg-3’
1805: 5’-tgctgagctgcacttttcgggacctggttttggccactgactgaccaggtcccaaagtgcagctcagg-3’

Durant la realitzacioé d’aquesta Tesi s’ha comencat la producci6 dels virus de LRRC8

A amb els que el grup ha comencgat una nova linia d’investigacio.

mMiRNAs de LRRCS8 A: s’han dissenyat cinc miRNAs contra la zona codificant del
DNA de LRRCS8 A de rata:

339: 5’tgctgtttggtgacccacttacaagggttttggccactgactgacccttgtaagtgggtcaccaaacagg-3’
579: 5’-tgctggtacttggcaaaccaatgcaggttttggccactgactgacctgcattggtttgccaagtaccagg-3’
886: 5'-tgctgttcaccttctcaaacagtgccgttttggccactgactgacggcactgtttgagaaggtgaacagg-3’
1279: 5’-tgctgatgaggtgcaacatgaaggcggttttggccactgactgaccgccttcatgttgcacctcatcagg-
3

2269: 5’-tgctgttctgcaagaggccaatgtcagttttggccactgactgactgacattggcctcttgcagaacagg-3’

Els miRNAs es clonen via Gateway en el pPENTR-GFP per generar un Entry Clone
que després es recombina amb el vector desti pAdv-CMV/V5-DEST per produir els
virus. Els pri-miRNA estan basats en la seqiéencia murina del miR-155 (Lagos-
Quintana et al.2002) amb les regions 5 i 3’ pel clonatge direccional i un loop

terminal, que ajuda a formar I'estructura. Aquest casset es clona en el vector que
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porta la EmMGFP (Emeral Green Fluorescent Protein) per poder identificar en tot

momento les cel-lules que han incorporat el vector:

5'miR flanking 5'G+antisense

Loop sequence Sense A2 nt 3 m‘i)ir?1 flanking

target sequence

region target sequence

METODOLOGIA

1. Esresuspenen els miRNAs amb aigua Mili-Q a una concentracié final de 200 uM

i es procedeix a I'anellament dels dos oligonucleotids per tal d’obtenir el miRNA
de doble cadena (ds miRNA) a 50 uM.
En un tub eppendorf de 1.5 mL es produeix la reaccié d’anellament amb els

seguents reactius:

Oligonucledotid top (200 uM) 5 puL
Oligonucleotid bottom (200 uM) 5 puL
Tampo d’anellament 10X 2 L
Aigua DNase/RNase-free 8 uL
Volum total 20 pL

2. S’incuba durant 4 min a 95 °C. Es deixa a temperatura ambient 10 minuts, es
barreja i es fa un spin. Es fan unes dilucions seriades per tal d’obtenir el miRNA
a 10 nM. Per aixo0, en primer lloc es dilueix 1:100 amb aigua DNase/RNase free
(obtenint una concentracié de 500 nM) i seguidament, es dilueix 1:50 amb tampo
d’anellament 1X.

3. Es digereix el pENTR-boicot (pDONOR221 modificat on s’ha introduit la EmGFP
i una diana Bsa | de restriccidé on es clona els ds miRNA) amb I'enzim Bsa | a
50°C durant 1 hora.

4. Es purifica el DNA digerit amb el kit de purificacié (Roche).

5. Es quantifica el DNA purificat i es dilueix amb aigua DNase/RNase free fins a
una concentracio de 5ng5ng/uL.

6. Es fa la reacci6 de lligacié entre els ds miRNAs i el vector digerit amb la seguent

relacio:
pPENTR-boicot digerit i purificat (5ng/pL). 2 pL
ds miRNA (10mM) 4 L
Tampo lligacié 5X 4 uL
Aigua DNase/RNase-free 9 uL
T4 lligasa (1 U/uL) 1yl

Volum final 20 pL
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S’incuba durant 5 minuts a temperature ambient | es para la reaccié en contacte
amb gel.

Es transforma 2 pL de la lligacié als bacteris DH5a per electroporacio i es
plaguegen els transformants en plaques LB-agar que contenen 50 pug/mL de
kanamicina.

S’extreu el DNA (Entry Clone) de les colénies i es comprova per digestio i
sequenciacio.

Es procedeix a la recombinacié de I'Entry Clone amb el vector desti pAdv-
CMV/V5-DEST mitjangant I'enzim LR clonasa II.

1.4.0BTENCIO DE RNA MISSATGER.

1.4.1. Normes generals en la manipulacio del RNA.

Per la correcta manipulacié del RNA és necessari recorrer a tractaments especials,

ja que és una molécula facilment degradable. Tant la manipulacié com les solucions

que s'utilitzen han d’estar lliures de la preséncia de RNAses. Per aix0, és cal seguir

algunes mesures quan s’hi treballa:

1.

La manipulacié ha d’efectuar-se amb guants, ja que les mans sén una font molt
important de RNAses.

El material de vidre ha d’estar tractat a 200°C durant un temps minim de 4 hores.
El material de plastic utilitzat ha d’autoclavar-se durant 20 minuts a 1 atmosfera
de pressi6 i ha de ser manipulat sempre amb guants.

Els stocks dels reactius utilitzats han de ser lliures de RNAses.

5. Cal pesar els reactius directament sobre recipients lliures de RNAses. En cas

gue el reactiu sigui susceptible a ser autoclavat, ha de ser diluit en aigua Milli-Q i
posteriorment autoclavat , el qual fara eliminar les RNAses. En cas que la mostra
no es pugui autoclavar, s’ha de tractar amb aigua DEPC.

Les electroforesis s’han d’efectuar en cubetes préviament tractades amb etanol i

reservades exclusivament per experiments amb RNA.

1.4.2. Construccio de RNA missatger transcrit in vitro.

Per poder realizar estudis amb oocits de Xenopus, s’ha hagut de preparar RNA

missatger a partir del DNA dels gens d’interés. Per aix0 s’ha construit els diferents

gens d’interés en vectors d’expressié adequats per poder generar el cRNA. El vector
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utilitzat majoritariament ha sigut el vector d’expressié pCSDEST, que pot ser
linealitzat amb un enzim de restriccié deixant lliure el promotor SP6 a 5’ del gen que
s’ha clonat. Llavors, utilitzant la polimerasa SP6 i I'equip de transcripci6 MMESSAGE
MMACHINE (Ambion), es pot generar aquest RNA missatger que serd injectat als

oocits de Xenopus per expresar les proteines d’interes.

MATERIALS | METODES

- Reactius de transcripcié | polimerasa SP6 del kit mMMESSAGE mMACHINE
(Ambion).

- Aigua DEPC.

- Etanol al 70% i al 95% en aigua DEPC.

METODOLOGIA
1. Digerir 10pg de les construccions generades amb el vector pCSDEST amb

I'enzim de restriccid Not | per linealitzar-les.
2. Correr les construcciones linealitzades en un gel d’agarosa mitjangant una
electroforesis i posteriorment purificar-les.

3. Transcripcid in vitro: En un tub eppendorf estéril lliure de RNAses es munta la

reaccio de transcripcio amb els elements del kit i el DND purificat, seguint el

seguent ordre:

2X NTP/CAP 5 uL
DNA purificat 3 uL
Tampo6 10X 1puL
Enzime mix (SP6 polimerasa) 1pL

La reaccio s’incuba 2 hores a 37°C.

4. S’addiciona 0.5 yL de Turbo DNAsa i s’incuba durant 15 minuts a 37°C.

5. S’addiciona 40 pL d’aigua DEPC i 30 uL de la solucion de precipitacio de LiCl i
s’incuba durant tota la nit (12-16 hores) a -80°C. A partir d’aquest punt les
mostres de RNA sempre hauran d’estar en gel.

6. Es descongelen les mostres en gel i es centrifuguen a 13000 rpm durant 20
minuts a 4°C.

7. S’elimina el sobrenedant amb molt de compte de no emportar-se el pellet de
RNA (es sol utilizar una agulla d’'insulina per aspirar el sobrenedant).

8. Es renta el pellet amb 1 mL d’etanol al 70% en aigua DEPC i es centrifuga 20
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minuts a 13000 rpm a 4°C.
9. Es descarta el sobrenedant i s’asseca el pellet, mantenint I'eppendorf obert a
temperatura ambient durant 10-15 minuts.
10.S’addiciona 12 yL d’aigua DEPC i es resuspén el pellet amb una pipeta.
11.Finalment s'utilitza 0.5-1 pL de la mostra per quantificar el rNA i 0.5-1 pL per

correr un gel d’agarosa per verificar la integritat del DNA.

La quantificacié de la mostra s’efectua mitjangant el Nano-Drop, com es descriu en
'apartat 1.2.3., tenint en compte que 1 unitat d’absorbancia correspon a 40 ug/mL de
RNA. S'utilitza aigua dEPC com a mostra “blanc” i per calibrar I'aparell.

La verificacié de la integritat del RNA es du a terme mitjangant un gel d’agarosa al
1% on es corren exclusivament mostres de RNA. La qualitat és major quan més
nitides i discretes s’observin les bandes en el gel. Un RNA degradat es visualitza

com una taca continua al llarg de tot el carril (smear).

2. TECNIQUES DE BIOLOGIA DE PROTEINES.

2.1. OBTENCIO DE LA PROTEINA TOTAL.

2.1.1 Obtencio de la proteina total a partir de cel-lules.
Per tal de poder realitzar un correcte analisis, de les proteines d’interés, en alguns
dels experiments d’aquesta tesi s’han hagut d’obtenir proteina i posteriorment

quantificar-la degudament.

MATERIALS | REACTIUS
- PBS 1x
- Tampo de lisi : PBS 1x, 1%Trit6 X-100, inhibidors de proteases (Aprotinina i PMSF

a 1mM, Leupeptina i Pepstatina a 2uM) i NaCl 150mM.

METODOLOGIA

La solubilitzaci6 de proteines pot fer-se en condicions desnaturalitzants, amb

detergents ionics, com per exemple el SDS, que trenquen unions covalents, o bé

poden fer-se en condicions no_desnaturalitzants, amb detergents no ionics com el

Tritd X-100, Tween-20, digitonina, etc., que sén capacos de mantenir diferents
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unions no covalents.

La solubilitzacio d’extractes cel-lulars es fa en fred per evitar la desnaturalitzacio

de les proteines. Es pot fer directament a la placa de cultiu o en un pellet cel-lular.

Solubilitzacié en placa de cultiu

1.

4.

Es renten les ceél-lules 2 cops amb PBS 1x per eliminar I'excés del medi de cultiu
i s’hi afegeixi a sobre el tampé de lisi (a 4°C, en gel). El volum de tamp6 de lisi
utilitzat varia en funcié del numero de cel-lules que hi ha, el qual depéen de la
superficie o del diametre de la placa de cultiu on han sigut cultivades. Aixi, les
cél-lules procedents d’una placa de 100 mm de diametre son lisades amb 0,8-1
ml de tampo de lisi. En canvi, cél-lules cultivades en un pou d’'una placa multipou
de 6 pous soOn lisades amb 100-124 pl de tampd. Es raspa les cel-lules
mitjangcant un raspador. Es resuspenen bé amb [lajut d’'una pipeta i es
transfereixen a un tub eppendorf.

S’incuba la mostra durant 1 hora a 4°C en agitacio orbital.

Es centrifuga el lisat a 13000 rpm durant 10 minuts a 4°C i es recull el
sobrenedant, el qual correspon a la fraccié de proteina soluble.

Es valora la concentracio de proteina (apartat 2.1.2.).

Solubilitzacié en pellet cel-lular

1.

2.

Es retira el medi de cultiu de les cél-lules de cada placa de cultiu i es renten amb
PBS 1X. El volum de PBS 1X depenent del tipus de placa utilitzada.

Amb un raspador esteril, es desenganxen les cel-lules immerses en el PBS 1X i
es passen a un tub falcon de 15 ml.

Es centrifuga el tub a 2500 rpm durant 5 minuts a 4°C i s’aspira el sobrenedant
per quedar-se amb un pellet cel-lular. Aquest pellet pot ser congelat i guardat a -
20°C per ser processat en un altre moment o bé, pot lisar-se amb tampo de lisi
per procedir amb la solubilitzaci6 de la mateixa manera que s’ha explicat

anteriorment.

2.1.2. Determinacio de la concentracién proteica. Métode de BCA.

Després de l'extraccio o la purificacid de proteines, és necessari coneixer la seva

concentracio, no només per avaluar el rendiment de I'extraccio, sind també per

establir un correcte analisi dels experiments efectuats amb aquestes proteines. El

meétode de valoracid de la concentracié de proteines utilitzat ens aquest treball ha
estat el metode de BCA.
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Es convenient valorar les mostres solubilitzades amb detergent pel métode de BCA.
El métode de I'acid bicinconinic (BCA) (Protein Assay Reagent, 23225) s’ha realitzat
seguint les especificacions del fabricant (Pierce). Aquest métode es basa en la
propietat que tenen els enllacos peptidics en solucié alcalina de reduir el Cu?*. Els
ions Cu® produits s’'uneixen a dues molécules de BCA produint un canvi en
I'estructura electronica de la molécula, fet que provoca que absorbeixi llum a 562 nm
formant un compost de color porpra. En les condicions de la reaccid, I'absorcié del
compost és proporcional a la concentracio de proteina present. No sén compatibles
amb aquest metode mostres que continguin més de 100 mM de EDTA, 1 mM DTT o
20% de NH3SO,.

MATERIALS | REACTIUS
- Placa ELISA de 96 pous
- Lector ELISA (Biotek)

- Solucié comercial (Pierce): Reactiu A (BCA, en condicions alcalines) i Reactiu B

(4% de sulfat de coure). La barreja s’efectua a una ratio de 50 ml de reactiu A per
cada ml de reactiu B.
- Soluci6 stock d’albumina bovina (BSA) a 2 mg/ml en tampé fosfat (Na,HPO, 50

mM, NaH,PO, 50 mM) pH 7,4, conservada a temperatura ambient.

METODOLOGIA
1. En els primers pous de la placa ELISA, es preparen els punts necessaris per fer

la recta patr6 per duplicat (0, 0.5, 1, 2 i 5 mg de proteina BSA) en un volum final
de 10 ul amb aigua Milli-Q.

2. En els seguents pous, es preparen dues repliques d'entre 1 i 5 yL de cada
mostra en un volum final de 10 pL amb aigua Mili-Q.

3. S’afegeixen 200 pul per pou del reactiu de BCA comercial (Pierce). En aquest
cas, s’ha de deixar reaccionar el reactiu amb les mostres durant 15-20 min a

37°C. Finalment, es procedeix a la lectura mitjangant el lector d’ELISA a 595 nm.

2.2. TECNIQUES D’ELECTROFORESI DE PROTEINES.

2.2.1. Assaig de Western Blot (WB).

El Western-Blot €s una técnica ampliament utilitzada en biologia molecular, ja que
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permet detectar de manera especifica proteines a partir de mostres biologiques.
Aquesta técnica aporta informacié sobre la mida de les proteines, aixi com de moltes
caracteristiques bioquimiques (oligomeritzacio, fosforilacié, glicosilacio i altres
caracteristiques que influeixen en la migracio electroforética).

El procés es porta a terme seguint diferents etapes:

1. Electroforesi SDS-PAGE.

2. Transferéncia.

3. Immunodeteccio.

1) Electroforesi SDS-PAGE

L’electroforesi en gels desnaturalitzadors d’acrilamida-SDS és un sistema classic
que s'utilitza per separar proteines en funcié del seu pes molecular. El métode es
basa en qué les proteines contingudes en una solucié de SDS (detergent anionic)
sén capaces de migrar sota un camp eléctric. L’'SDS déna a les proteines carrega
negativa, mantenint la relacid carrega/massa, que permet la seva separacié en
migrar sobre una malla de polimer (acrilamida/ bisacrilamida) en aplicar un camp
eléectric.

El gel de poliacrilamida consta de dues parts: un gel concentrador (stacking) que
permet alinear les proteines préviament a la separacid electroforética, i un gel
separador (running). La concentracié de acrilamida/bisacrilamida del gel separador
varia segons el pes de la proteina a detectar, Aixi, la separacié de proteines amb un
pes molecular menor sera més eficient en gels més concentrats i viceversa.
Juntament amb la mostra problema, es fan migrar estandards de pes molecular

conegut i pretenyits com a marcadors per coneixer la mida de la proteina problema.

MATERIALS | REACTIUS
- Extractes de proteina total o de membrana a partir de cél-lules o teixit en un tampo

de carrega.
- Sistema de Western-Blot Mini-Protean (BioRad).
- Font de corrent eléctrica.
- Tampo d’electroforesi 10X (Tris base 250 mM; glicina 1,92 M; SDS 1%). S'utilitza a
1X.
- Tampd de carrega de les mostres LSB 4X (Per 40 ml: 8 ml Tris-HCI 2 M, pH 6,8; 32
ml glicerol; 3,2 g SDS; 160 ul de blau de bromofenol). S'utilitza a 1X.
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- Solucié gel separador (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% SDS).
- Soluci6 gel concentrador (0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS).
- Acrilamida/Bisacrilamida 40% (37,5:1) (BioRad).

- APS (Persulfat d’'amoni 10% en aigua).

- TEMED.

- Estandards de pes molecular pretenyits (BioRad o Fermentas).

METODOLOGIA

88

1. Preparacié de les mostres. En un tub eppendorf es prepara la quantitat de

proteina desitjada (entre 1 i 100 ug per mostra), a la que s’afegeix el tampd de
carrega LSB perqué quedi una concentracié final de 1X. Les mostres s’escalfen
en un termoagitador i la temperatura dependra del tipus de proteina a
immunodetectar. Per proteines de membrana, les mostres es processen a 60°C
durant 2-5 minuts per evitar que es formin agregats. En canvi, per proteines
citosoliques, les mostres es processen a 95°C durant 5 minuts. Es fa un spin a
les mostres i ja es poden carregar en el sistema d’electroforesi.

Polimeritzacié del gel. Préviament al muntatge del sistema d’electroforesi, es

neteja amb etanol totes les peces que estan en contacte amb les proteines. El
sistema es munta segons les indicacions del fabricant (BioRad). L'APS i el
TEMED soén els ultims reactius que s’afegeixen a la solucié dels gels. En la
seguent taula es mostren les relacions dels diferents reactius pels diferents

percentatges dels gels d’acrilamida.

SEPARADOR CONCENTRADOR

(2 gels 1,5mm, 20 ml) | 7,5% 10% 12% 15% | (2 gels 1,5 mm, 20 ml) 4%
Acrilamida 40% 3,8 mi 5ml 6 mi 7.5ml | Acrilamida 40% 1mi
Sol. separacio B2ml | 52ml | 52ml | 52ml | Sol. concentracio 25ml
Aigua 11 ml 9.8 ml 88ml | 73ml | Aigua 6.5 mi
APS 200l | 200p | 200ul | 200u | APS 200 p
TEMED 204 20l 204l 20l | TEMED 20l

La solucié es barreja lleugerament per inversié i es diposita lentament entre els
vidres del sistema, vigilant que no es formin bombolles. El gel separador ha
d'ocupar les tres quatres parts inferiors del sistema. Abans de la polimeritzacio,
s’afegeix una capa d’isopropanol a la part superior del gel perqué el limit
superior sigui recte. Un cop polimeritzat el gel separador, es decanta
I'isopropanol, es renta amb aigua i es diposita el gel concentrador. Rapidament

es col-loca la pinta, abans que es produeixi la polimeritzacio del gel
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concentrador. A continuacié es munta el sistema de vidres amb els gels
polimeritzats a la cubeta d’electroforesi, que s’omple de solucié d’electroforesi
1X, de manera que hi hagi continuitat eléctrica.

3. Migracié del gel. S’extreu la pinta i es carreguen les mostres. Es tanca el circuit

amb la tapa de la cubeta i es connecta a una font d’alimentacié a un voltatge
constant de 100-140 V, fins que el marcador de pes molecular s’hagi separat

suficientment per poder detectar la proteina d’interés.

2) Transferencia.

Un cop finalitzada la separaci6 electroforetica, les proteines son electrotransferides a
una membrana porosa de fluorur de polivinilide (PVDF) de manera que quedin
immobilitzades, permetent la posterior immunodeteccio.

MATERIALS | REACTIUS

- Cubeta de transferencia, amb els cassets de transferéncia i esponges

corresponents (Sistema de Western-Blot MiniProtean de BioRad).

- Paper Whatmann 3mm (dos rectangles per cada gel, de la mateixa mida que el gel
separador).

- Membrana Immobilon-P (Millipore) (un rectangle de membrana de transferéncia per
cada gel, de la mateixa mida que el gel separador).

- Tampo6 de transferéncia 10X (250 mM Tris base; 1,92 M glicina, pH 8,3) S'utilitza
1X + 20% metanol (v/v). El mateix tampé s’utilitza pel muntatge dels cassets.

- Aigua destil-lada.

- Metanol.

METODOLOGIA

1. Primer, cal hidratar la membrana de manera que sigui receptiva a immobilitzar

proteines. Primer s’ha de submergir la membrana en una cubeta amb metanol
absolut durant 5 minuts. A continuacid, canviem a aigua destil-lada i ho deixem
durant 5 minuts més i finalment es deixa equilibrar amb tampd de transferencia.
2. Mentres s’esta hidratant la membrana preparem els cassets de transferéncia, les
esponges i els papers Whatmann. Es submergeixen en tampo de transferencia
durant uns minuts. Es col-loca el casset obert amb la cara fosca al fons. A
continuacid, sobre la cara fosca es col-loca per aquest ordre, una de les

esponges, un paper Whatmann i el gel separador (al que se li ha tret el gel
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concentrador previament). Posteriorment es col-loca la membrana de manera
que no es formin bombolles entre el gel i la membrana, ja que impedeixen la
transferéncia proteica. Sobre la membrana es col-loca I'altre paper Whatmann i
una altra esponja i es procedeix a tancar el sandwich. Aquesta disposicio permet
un flux del tampd seguint el camp electric, des del gel cap a la membrana,
transferint-hi les proteines immobilitzades en el gel.

3. Es col-loca el casset en la cubeta de transferencia de manera que el costat fosc
coincideixi amb el pol negatiu dels electrodes ja que les proteines es transferiran
en aquella direccio. Finalment s’omple la cubeta amb tampé de transferencia.
També s’hi diposita una placa de gel per evitar el sobreescalfament del sistema.
El temps de transferéncia depén de la mida de la proteina; aixi, quant més gran
és el pes molecular de la proteina, més temps de transferéncia s’ha d’aplicar.
Generalment s’ha transferit a 250 mA durant 100 minuts o més, o tota la nit a 35
V a 4°C.

3) Immunodeteccib.

Quan ha passat el temps de la transferencia es procedeix a la deteccié de la
proteina d’estudi immobilitzada sobre la membrana, mitjancant anticossos
especifics. Durant aquest treball s’han realitzat WBs contra diferents proteines
utilitzant anticossos policlonals i monoclonals que es descriuran en cada apartat dels

resultats.

MATERIALS | REACTIUS

- Soluci6 de Ponceau (Acid acétic 5% en aigua (v/v); ponceau 0,1%).

- Solucié de bloqueig (5% de llet desnatada en pols en TTBS 1X, o 5% BSA en
TTBS1X).

- Anticossos primaris diluits en solucié de bloqueig.

- Anticossos secundaris conjugats amb peroxidasa de rave (HRP)
- Solucié de rentat TTBS 1X (TBS 1X; 0,1% Trité X-100).
- Reactiu ECL pel revelat (veure annex de solucions).

- Hyperfilms (Amersham) i casset de revelat.

METODOLOGIA

1. Les membranes de la transferencia son dipositades en una cubeta amb solucio
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de Ponceau que tenyira les proteines. Aixi es pot comprovar que la transferéncia
ha funcionat bé i s’observa si han quedat bombolles. La membrana es
destenyeix amb la mateixa solucio de transferencia.

2. Bloqueig de la_membrana. Es necessari bloquejar la membrana per evitar

interaccions inespecifiqgues dels anticossos a les proteines electrotransferides.
La membrana es preincuba durant 60 minuts i en agitacié6 amb una soluci6 rica
en proteines (llet, en aquest cas), que s’uniran als llocs d’interaccié inespecifica.

3. Incubaci6_amb anticos primari. L’anticdos primari s’ha de diluir en solucié de

bloqueig per tal d’establir certa competencia entre les proteines de la llet (unions
inespecifiques) i I'anticds (unions especifiques), de manera que I'anticos no
tingui cap altra possibilitat que la d’unir-se a la proteina a la que esta dirigit. La
incubacio es realitza en una bossa de plastic Glad segellada que conté la
membrana bloquejada i la solucid d’incubacié amb l'anticos primari (1 ml). Es
manté en agitacio orbital suau durant 60 minuts a temperatura ambient o durant
16 hores a 4°C.

4. Rentat. Per tal de retirar d’eliminar les unions inespecifiques, s’efectuen tres
rentats de 10 minuts amb la solucié de rentat en agitacié suau, a temperatura
ambient.

5. Incubaci6 _amb anticos secundari. Per detectar les unions especifigues de

I'anticos primari amb la proteina d’estudi, la membrana s’incuba amb anticossos
especifics per als dominis Fc de les immunoglobulines G, conjugats a I'enzim
peroxidasa. Aix0 permet detectar la interaccié mitjancant una reaccié hidrolitica
que genera llum. L'anticos secundari es dilueix també en solucié de bloqueig
(1:10000) i s’incuba durant 1 hora a temperatura ambient en agitacio i tapat de la
llum Posteriorment, es tornen a efectuar tres rentats de 10 minuts en agitacio
amb la solucié de rentat.

6. Revelat. El revelat es fa incubant la membrana amb una solucié que conté
luminol, compost que en ser hidrolitzat per la peroxidasa genera llum. Aquesta
llum es detecta mitjangant I'exposicié de la membrana sobre un film fotografic.
S’incuba la membrana amb la solucié de ECL durant 1 minut i es retira I'excés.
El revelat es fa en una cambra fosca amb I'ajuda d’'un casset de revelat,
efectuant exposicions a diferents temps sobre el paper fotografic hyperfilm d’alta
sensibilitat. Els films es revelen en un aparell de revelat fotografic (Fujifilm).

7. En els casos que es requereixi una quantificacio de les bandes obtingudes,
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s’escaneja el paper fotografic i s'utilitzen els softwares informatics ImageJ i

MultiGauge (Fujifilm) per obtenir els valors d’intensitat de les bandes.

2.2.2. Tinci6é amb blau de Coomassie.

Es una técnica emprada per a detectar les proteines separades pels gels de
poliacrilamida. Aquest metode permet detectar fins a uns 0.5 pug de proteina i és
quantitatiu fins a uns 15 pg. Es tenyeix el gel durant 1 hora amb una soluci6 de tincié
(45% metanol, 10% acid acetic glacial, 45% aigua bidestil-lada i 0.1% p/v Brilliant
blue R, Sigma). Seguidament es destenyeix amb solucié de destincié (7.5% acid
acetic glacial, 7.5% isopropanol en aigua bidestil-lada), canviant la solucié unes

guantes vegades fins que el fons del gel és transparent.

2.3 OBTENCIO D’ANTICOSSOS POLICLONALS

Al llarg d’aquesta tesi s’han anat generant diferents eines necessaries per a la
recerca de la fisiopatologia MLC. Una de les més importants és la generacio
d’anticossos contra les proteines d’interés. En aquesta tesi s’ha generat i
posteriorment purificat I'anticos contra CIC-2.

A través dels serveis de 'empresa EUROGENTEC, es van immunitzar dos conills
per a I'obtencié d’un anticés contra la proteina CIC-2 de rata. Primer és va dissenyar
un peptid sintétic corresponent a la regié C-terminal de la proteina, i per predicci
informatica es va seleccionar una regi6 amb un nivell alt d’antigenicitat i que no
mostrava homologia amb altres proteines. El péptid que es va seleccionar és el
seguent: H2N-CHGLPREGTPSDSDDKSQ-COOH i correspon al aminoacid 890 de
la proteina. Es van realitzar 3 injeccions a cada animal i posteriorment es van obtenir
els sangrats de cada un dels conills. Aquests es van testar per WB en extractes
cel-lulars on s’hi havia transfectat el plasmid CIC-2 flag. Com a control negatiu es
van utilitzar els sérum pre-immunes. Finalment, es va escollir el serum on es
detectava millor la proteina i es van purificar les immunoglobulines G (IgG) per

afinitat utilitzant el corresponent peéeptid.

2.3.1. Purificaci6 de IgGs mitjancant afinitat per el peptid.
Les IgGs amb major senyal es van seleccionar i es van purificar per afinitat amb el
péptid. El peptid amb el que va ser immunitzat 'animal del qual es va obtenir el

sérum tenia una cisteina reduida. El seu grup sulfidril era capa¢ d’acoplar-se
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covalentment a una resina SulfoLink (Pierce), la qual permitia la purificacié de
I'anticés a partir a través d’aquesta columna d’afinitat. Mitjangant una activacio iode-
acetil, el péptid tindra la capacitat d’'unir-se covalenment i de manera estable a la
resina. Després de bloquejar els llocs d’unid inespecifics, es va incubar la columna
amb el sérum. D’aquesta manera, només els anticossos capacos de reconeixer el
peptid especificament s’unirien a la resina de la columna amb el péptid acoblat.
Finalment, aquests anticossos purificats s’eluixen de la columna amb una solucié de
pH acid (2,5).

MATERIALS | REACTIUS

- Columna de cromatografia Bio-Rad de polipropilé de 10 ml de capacitat.

- Reina d’acoplament Sulfolink (Pierce).

- Tampé d’acoplament 5X (Tris-HCI 250mM, EDTA 25mM, pH 8,5).
- Solucié de bloqueig (Cisteina 50mM en tampo6 d’acoplament 1x).
- Solucié de rentat (NaCl 1M).

- Solucié de manteniment (PBS, NaN3 1mM).

- TBS 1X

- PBS 1X

-TrisImpH9

- Tampé de neutralitzacio (Tris 1M, NaCl 2M, pH 8,5).

- Tampé d’elucié (Glicinia 100mM, pH 2,5).

- Sérum amb IgGs

METODOLOGIA

A) Acoplament del peptid a la columna.

1. Es prepara 1mg de péptid (proporcionat per la casa comercial) en 200 ul d’aigua
Milli-Q i 50 pl de tampd d’acoplament 5X. Cal barrejar-los fins aconseguir una
completa homogenitzacié. Es guarda una mostra de 10 pl i es rotula com a
“‘peptid abans de I'acoblament”.

2. S’addicionen 2 ml de reina Sulfolink en la columna Bio-Rad i s’equilibra amb 12
ml de tampd d’acoblament 1X (és important que la columna no es quedi seca).

3. Després d’equilibrar la columna, s’aplica la barreja del péeptid (250 pl) i 2 ml de
tampd d’acoblament 1X. Es tapa la columna i s’homogenitza bé la barreja.

S’incuba durant 2 hores en un orbital a temperatura ambient.



Materials i métodes 94

4. Es deixa caure la barreja per gravetat i es recull una altra petita mostra que es
rotula com “péptid després de I'acoblament”. Es mesura la concentracié de les
dos mostres a 280 nm. La comparacio ens donara una idea de la quantitat de
peptid que ha quedat unit a la columna. Si s’observa que el percentatge
d’acoblament és baix es deixa més temps la incubacio.

5. S’aplica a la columna 2 ml de solucié de bloqueig i s'incuba durant 15 minuts en
agitacio en l'orbital a temperatura ambient i després 30 minuts més perd sense
agitacié aquest cop.

6. Es deixa caure la solucié de blogueig i seguidament es fan dos rentats de la
columna amb NaCl 1 M. A partir d’aquest pas, el péptid es troba acoblat a la
columna cromatografica. Aquesta columna es podra reutilitzar en el futur per a
purificar més anticos.

7. Cal guardar la columna amb NaN3 NaCl 1M, ben tapada i a 4°C.

B) Purificacio del serum per afinitat

1. Es prepara una dilucio del serum en TBS 1X a una relacié 1:1 (4 ml de serum en
4 ml de TBS 1X). Si es vol augmentar l'eficieéncia de purificacié es pot canviar la
relacio. El pH ha d’estar ajustat a pH 8,5 amb Tris 1M pH 9.

2. La columna activada amb el péptid es neteja dues vegades amb TBS 1X i
s’incuba amb la barreja de sérum i TBS 1X durant 3-4 hores en un orbital a
temperatura ambient.

3. Passat el temps d’incubacié, s’elueix la barreja per gravetat i es neteja la
columna dues vegades amb PBS 1X i un tercer cop amb PBS 0,1X.

4. Per a l'elucié de la columna de s’addiciona glicina 100 mM pH 2,5. Es recull
I'eluit en 16 fraccions de 200 pl en eppendorfs on préviament s’hi ha afegit 20 pl
de solucién Tris 1M, NaCl 2M, pH 8,5 (10X), amb la finalitat de neutralitzar el pH
acid de la mostra. Per tant, s’afegeixen 200 pl de glicina i es recullen les
fraccions de manera continuada.

5. Quan es tinguin recollides totes la fraccions, la columna es neteja amb solucié
de rentat i finalment amb la solucié de NaN3; NaCl 1M. Es guarda amb uns 4 ml

d’aquesta mateixa solucio a 4°C.

Les fraccions van ser diluides 1/100 en llet al 5% en PBS 1X i provades per WB. Es
va utilizar com a control positiu I'anticés Flag a dilucié 1/500. Finalment es van

barrejar les fraccions amb major intensitat de senyal.
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PURIFICACIO DE L’ANTICOS CONTRA CIC-2
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Figura 22. Purificacié de I'anticés contra la regié C-terminal de la proteina CIC-2 de rata. Analisi per
Western blot dalgunes fraccions purificades préviament a partir del métode d’afinitat pel péptid. S’utilitza com
com a control cél-lules HEK 293 no transfectades o transfectades amb el plasmid CIC2-Flag (50ug de proteina).
A partir de la fraccio 8 es detecta la banda corresponent a la proteina (93 kDa) amb major intensitat.

2.4. IMMUNICITOQUIMICA.

Durant aquesta Tesi s’han realitzat estudis immunocitoquimics en cél-lules HeLa i en
cultius primaris d’astrocits. S’ha estudiat la localitzacié de les proteines MLC1,
GlialCAM i CIC-2 ens els diferents tipus de cultius, aixi com proteines marcadores

d’'unions en astrocits i de transport d’ions en el model knock-down de CIC-2.

MATERIALS | REACTIUS

- Cultiu cel-lular en cobreobjectes.

- Placa de cultiu de 24 pous.

- Pinces de cirurgia de precisio.

- Portaobjectes.

- PBS 1X esteril.

- Paraformaldehid (PFA) 3% en PBS 1X.

- Solucions d’autofluorescencia (NH4Cl 50 mM en PBS 1X; i Glicina 20 mM en
PBS1X).

- Solucié de permeabilitzacié (PBS 1X; 0,1% Tritd X-100).

- Solucio6 de bloqueig (PBS 1X; 10% FBS).

- Soluci6 de bloqueig + permeabilitzacié (PBS 1X; 10% FBS; 0,1% Trité X-100).
- Anticossos primaris i secundaris.

- Medi de muntatge Vectashield (Vector).

- DAPI (150 ng/ml)
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METODOLOGIA

1.
2.

Es retira el medi de les plaques de cultiu i es fan tres rentats amb PBS 1X.

Es fixen les cel-lules amb PFA 3% en PBS durant 15-20 minuts a temperatura
ambient.

Es fan tres rentats rapids amb PBS 1X per tal d’eliminar 'excés de PFA. Si no es
realitza la immunocitoquimica al moment, es poden guardar els cobreobjectes
fixats a 4°C en PBS 1X + 0,05% NaNg3, per tal d’evitar posibles contaminacions.
Es depositen els cobreobjectes en una placa de 24 pous amb la cara que conté
les cél-lules cap amunt i s’hi afegeix PBS 1X. Es important no deixar els
cobreobjectes secs.

Per tal d’eliminar I'autofluorescéncia de les cél-lules, s’incuben en una solucid
NH4Cl 50 mM durant 10 minuts, i seguidament en una solucio de glicina 20 mM,
10 minuts més.

A continuacio, es permeabilitza la mostra amb la solucié de permeabilitzacio
durant 10 minuts a temperatura ambient. (*)

(*) Si la immunocitoquimica que es vol dur a terme no requereix
permeabilitzacid, les cél-lules s’incuben directament en la solucié de bloqueig
(sense detergent). Tanmateix, si les cél-lules han de permeabilitzar-se, es pot
dur a terme la permeabilitzacié i el bloqueig conjuntament amb la solucié de
bloqueig + permeabilitzacié. En algunes ocasions, en funcié de I'anticds s’ha
procedit a bloquejar amb BSA enlloc de FBS.

S’efectua el bloqueig amb la solucié de bloqueig durant 1-2 hores a temperatura
ambient.

Es preparen els anticossos primaris a la dilucié corresponent en la solucié de
bloqueig + permeabilitzacié. Es recomanable centrifugar I'anticds per evitar
I'agregacié de les immunoglobulines. S’incuben els cobreobjectes amb la solucio
que conté I'anticos primari dipositant 50 pl de la mateixa sobre un fragment de
parafilm fixat sobre una superficie plana.

Amb l'ajuda d’unes pinces de precisio, es col-loquen els cobreobjectes sobre les
gotes, posant en contacte les cél-lules amb la solucié d’anticos. La incubacio es
pot fer durant 1 hora a temperatura ambient o durant 12 hores a 4°C col-locant
els cobreobjectes dins d’'una cambra humida per evitar que la gota pugui
evaporar-se.

Després de la incubacié amb l'anticds primari s’han d’efectuar rentats. Per aixo,
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es tornen a passar els cobreobjectes a la placa de 24 pous amb les cél-lules
cara amunt. Si la incubacié amb I'anticos primari ha sigut durant 12 hores a 4°C,
els cobreobjectes s’han de temperar durant 15 minuts a temperatura ambient
abans de procedir amb els rentats. S’efectuen 3 rentats de 10 minuts amb
solucié de bloqueig + permeabilitzacié, per eliminar 'excés d’anticos primari.

10.Es prepara l'anticos secundari marcat amb un fluorocrom en la solucié de
bloqueig + permeabilitzacié a una dilucié 1/500. A partir d’aquest moment, es
mantenen les mostres sempre protegides de la llum. Es realitza una incubacio
de 2 hores a temperatura ambient.

11.Es realitzen 1 rentat amb solucié de permeabilitzacio i després 3 rentats amb
PBS1X de 10 minuts cada un a temperatura ambient.

12.Es procedeix a muntar els cobreobjectes sobre un portaobjectes de vidre, on s’hi
afegeix una gota del medi de muntatge Vectashield, generalment amb DAPI (1,5
pg/ml), el qual emet en la longitud d’ona de la llum ultraviolada. Les cél-lules han
de quedar en contacte amb el medi. El portaobjectes es deixa assecar durant 5
minuts tapat de la llum i s’asseca I'excés de medi. Finalment, es fixa el
cobreobjectes al portaobjectes. Els portaobjectes es guarden a la nevera a 4°C
protegits de la llum.

13.Les mostres son observades amb el microscopi invertit de fluorescéncia

Olympus DSU amb spinning disk.

2.4.1. Tractament de les dades obtingudes per immunocitoquimica.

Un cop realitzada la técnica d’immunocitoquimica, s’ha utilitzat un microscopi
confocal amb spinning disk DSU (Olympus) per adquirir imatges dels resultats
obtinguts. Aquestes imatges s’han tractat posteriorment amb el programa informatic
image J, amb el qual s’ha incorporat color i s’ha eliminat la sefal generada per
I'autofluorescéncia de les propies cel-lules.

En aquesta Tesi, s’ha realitzat I'estudi de les diferents variants de GlialCAM i la seva
implicacié en el trafic de MLC1. Per a determinar la localitzacié en unions cel-lulars
d’'una proteina concreta, s’ha realitzat I'assaig d'immunocitoquimica i s’ha determinat
si la proteina es presentaba concentrada en unions, realitzant el prefil d’'intensitat de
fluorescencia mitjangant el programa Image J i obtenint el valor R (R=Intensitat de
fluorescencia a la unié cel-lular/ (Intensitat de fluorescencia memrana cél-lula 1 +

Intensitat membrana cél-lula 2)). Unicament quan R és superior a 2 s’ha considerat
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gue una proteina esta concentrada en unions, ja que una R al voltant de 1 significa
que la intensitat de la fluorescencia observada en la unio intracel-lular és la suma de

la fluorescencia provinent de la membrana de cada cél-lula (Figura 23).
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Figura 23. Calcul del valor R per identificar la localitzacié en unions intracel-lulars. Cél-lules HelLa
transfectades amb MLC1 (A) o cotransfectades amb MLCL1 i glialCAM (B). Es mostra la imatge obtinguda per
immunocitoquimica on s’ha afegit la linea que marca el perfil d'intensitat de fluorescencia i els punts que es tenen
en compte a I'hora de calcular el valor R. A sota es mostren els perfils d’intensitats de fluorescencia obtinguts
amb el programa Image J, on també hi ha marcats els punts de referencia. Finalment es mostra el calcul del
valor R utilitzants els valors obtinguts. (Punt 1= intensitat de membrana de cél-lula 1; Punt 2= intensitat d’unié
intracel-lular; Punt 3= Intensitat de emmbrana cel-lula 2).

2.5. MESURA DE L’EXPRESSIO EN SUPERFICIE PER CITOMETRIA DE FLUX.

Una estartegia que s'utilitza per detectar els nivells d’expressio a la membrana d’'una
proteina és la immunodeteccid d’aquesta a través de tecniques de citometria de flux.
En aquesta Tesi s’ha utilitzat aquesta técnica com a posible alternativa per probar la
interaccié en Trans entre dues proteines (Romero et al., 2005; Sintes et al., 2007). Si
s’expressa GlialCAM en cél-lules i s'utilitza una proteina quimérica que conté el
domini extarcel-lular de GlialcAM fusionat a la Fc de ratoli com a anticos primari de
la immunodeteccid, una deteccio positiva de I'expressié de GlialCAM en membrana
mitjangant citometria de flux indicaria que GlialCAM és capag d’interaccionar en

trans.

MATERIALS | REACTIUS

- Ceél-lules HEK control o transfectades amb Glial CAM.
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Tripsina.

Solucioé de bloqueig (0.2% en PBS 1X).

Anticos primari (anti GliaICAM monoclonal (R&D Systems).
Anticos secundari (anti-mouse Alexa 488 (Molecular Probes).

Citometre de flux.

METODOLOGIA

1.

Es tripsinitzen (apartat 3.1.2) les cel-lules HEK control i les que expressen

GlialCAM.

Es separa els homogenats en 6 grups i es centrifuguen durant 1 minut a 5100

rpm.

S’elimina els sobrenedants i cada pellet es resuspén amb les seglients solucions

en funcio del grup experimental.

a.Control negatiu: 100 pL de soluci6 de bloqueig.

b.Control positiu: 100 pL de solucié de blogueig amb una diluci6 1/20 de
I'anticos primari anti GlialCAM.

Control d’anticés secundari: 100 pyL de solucio de bloqueig.

5. Condicié experimental 1: 100 puL de solucié de bloqueig amb una dilucié 1/100

10.

11.

de GlialCAM ext Fc mouse.

Condicié experimental 2: 100 uL de solucié de bloqueig amb una dilucié 1/500
de GlialCAM ext Fc mouse.

Condicié experimental 3: 100 uL de solucié de bloqueig amb una dilucié 1/1000
de GlialCAM ext Fc mouse.

S’incuben les cél-lules durant 30 minuts a 4°C (en gel), colpejant amb el dit cada
10 minuts per evitar que les cel-lules precipitin.

Es centrifuguen les mostres a 13000 rpm durant 30 segons a 4°C i es descarta
el sobrenedant.

Es resuspenen els pellets en 1 mL de solucié de bloqueig i es centrifuguen
novament a 13000 rpm durant 30 segons a 4°C.

Es resuspenen els pellets amb 100 pyL de solucié de bloqueig amb una dilucio
1/20 d’anticos secundari unit a un fluorocrom excepte el grup control negatiu que
es resuspen amb 100 uL de solucioé de bloqueig. Les msotres s’incuben durant
30 minuts a 4°C (en gel), colpejant amb el dit cada 10 minuts per evitar que les

cel-lules precipitin.
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12.Es centrifuguen les mostres a 13000 rpm durant 30 segons a 4°C i es descarta
el sobrenedant.

13.Es resuspenen els pellets en 1 mL de solucié de bloqueig i es centrifuguen
novament a 13000 rpm durant 30 segons a 4°C.

14.Es resuspenen les cel-lules amb 1 mL de solucié de bloqueig i ja poden ser
analitzades per citometria de flux. (FACS).

2.6. ELISA.

En aquesta Tesi s’han realitzat experiments utilitzant aquest técnica per a la
purificacio d’anticossos policlonals. De la mateixa manera que per WB, es van provar
les diferents fraccions purificades per ELISA i es van poder comparar pels dos

meétodes.

MATERIALS | REACTIUS

- Placa de 96 pous EIA/RIA (Costar)

- Lector d’ELISA (BioTec)

- Péptid/proteina/anticés de captura

- PBS 1X estéril

- Solucié de bloqueig (PBS 1X, 2%BSA)

- Solucié de rentat (PBS 1X, 1% Tween20)

- Anticossos primaris i secundaris

- Reactiu de revelat OPD (Sigma). Es prepara amb 20 ml d’aigua Milli-Q estéril i s’hi
dissol una pastilla gran i una de petita de les que venen en el kit comercial. Cal

protegir-ho de la llum.

METODOLOGIA

1. Es prepara la placa de 96 pous amb el peptid de captura , on s’hi afegeix 100 pl

per pou a una concentraciéo de 3 pg/ml en PBS 1X esteril. La placa s’incuba
durant tota la nit a 4°C en una atmosfera humida per tal que el péptid no pugui
assecar-se.

2. Es descarta la solucio que contenia el peptid i es fan 2 rentats amb 200 pl/pou
amb PBS 1X.

3. Es bloqueja la placa amb 200 ul/pou de PBS 1X + 2% BSA. La placa s’incuba a
37°C durant 1 hora.
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4. Durant aquest temps es poden anar preparant les dilucions de I'anticdés que es
vagin a utilitzar, prenguent en compte que el volum final per pou ha de ser de
100 pl. L’anticos es dilueix amb solucié de bloqueig.

5. Es descarta la solucié de bloqueig i es neteja la placa amb PBS-Tween (200
pl/pou)

6. S’afegeixen 100 pl d’anticds primari i es deixa en incubacio durant 1 hora i tapat
de la llum a temperatura ambient. Es important afegir un control negatiu (100 pl
de solucio de bloqueig sol) i un control positiu (un anticés previament purificat i
que funcioni).

7. Es realitzen 4 rentats amb PBS-Tween.(200 pl/pou)

8. S’afegeixen 100 pl/pou de l'anticos secundari, diluit 1/3000 en solucié de
bloqueig. S’incuba 30 minuts a temperatura ambient i tapat de la llum.

9. Es descarta I'anticds secundari i es fan 3 rentats amb PBS-Tween seguit de 2
rentats més amb PBS 1X (200 ul/pou).

10.S’afegeix 100 ul/pou de la solucién de revelat (OPD). S’incuba entre 15-20
minuts a temperatura ambient i tapat de la llum.

11.Es llegeix la placa en el lector d’ELISA a 450 nm.

2.7. METODE DE COMPLEMENTACIO DE L’ACTIVITAT TEV PROTEASA (Split-
TEV).

El métode de complementacié de l'activitat TEV proteasa o Split-TEV és un metode
de complementacio proteica que s’utilitza per detectar interaccions entre proteines.
Aquest méetode es basa en que la proteasa TEV és dividida per la meitat i cada
fragment és fusionat a les proteines candidates a interaccionar (Figura 24). Aixi,
trobem una proteina (A,en blanc) que conté fusionat el fragment TEV-N, el lloc de
reconeixement de la TEV proteasa i un factor de transcripcié GV, sota el control d’'un
promotor d’alta expressié com el CMV. L’altra proteina d’interés (B, en groc) esta
fusionada al fragment TEV-C i la seva expressio esta controlada per un promotor de
baixa expressi6 com el TK. Si hi ha interacci6 entre les dues proteines, es
reconstitueix I'activitat TEV proteasa, la qual talla pel lloc de reconeixement i allibera
el factor de transcripcié GV que és capag d’entarr al nucli i activar I'expressio d’algun
gen reporter (que en el nostre cas és la Gaussia luciferase secretada) després
d’'unir-se a 5 elements de resposta Gal4 (5XxUAS). La luciferasa és alliberada al medi

de cultiu i la seva activitat es pot monitoritzar després de la reacci6 amb la



Materials i métodes 102

colenterazina en un lumindmetre.

Promotor CMV  TK Colenterazina :> Llum

Figura 24. Esquema representatiu del métode
Split-TEV.

MATERIALS | REACTIUS

- Plaques de 6 pous.

- Medi DMEM (Biological Industries) complementat amb 10% FBS, 1%
Penici-lina/Estreptomicina i 1% Glutamina.

- Medi de transfeccié Opti-MEM amb Glutamax (Gibco).

- PBS 1X estéril.

- Transfectina (BioRad).

- Cél-lules Hela.

- Colenterazina nativa (Nanolight Technology).

- Solucié de solubilitzaci6 (PBS 1X; 1% Trit6 X-100; 1 mM PMSF; 1mg/L
pepstatina; 1 mg/L leupeptina i 2 mg/L aprotinina).

- Kit comercial B-Galactosidase Detection Kit Il (Clontech).

- Luminometre TD-20/20 (Turner BioSystems).

METODOLOGIA

1. Es sembren al voltant de 275.000 cel-lules HeLa en palques de 6 pous i es

deixen a I'incubador durant 12-16 hores a 37°C.
2. Si les cel-lules es troben a una confluencia entre el 60-70%, es transfecten les
corresponents construccions mitjancant transfectina (apartat 3.2.1). Es transfecta

2 ug de DNA total amb el seglent ratio de construccions: 0,75 pug de cada
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plasmid que codifica per les proteines que contenen els fragments TEV-N i TEV-
C; 0,3 pg del gen reporter pNEBr-X1Gluc; i 0,2 pg del vector pCMV-BGal, com a
control de I'eficiéncia de transfeccio.

3. Després de 48 hores, s’agafen 20 pyL del sobrenedant de les ceél-lules i
s’analitzen en el lumindmetre després de l'adicié6 de Colenterazina nativa a 20
UM (en PBS 1X esteril).

4. Per normalitzar les dades respecte I'eficiéncia de transfeccio, es solubilitzen les
cél-lules de cada grup experimental, s’agafen 30 uL de cada lisat cel-lular i es
posen en un nou tub eppendorf.

5. Paral-lelament, es prepara la barreja de reaccido del kit B-Galactosidase
Detection Kit Il (Clontech), amb 196 pL de Reaction Buffer i 4 uL de Reaction
Substrate per cada mostra.

6. Es munta la reaccié de mesura de l'activitat B-Galactosidasa, barrejant els 30 uL
de cada lisat cel-lula amb els 200 yL de la barreja de reaccié. S’incuba 1 hora a
temperatura ambient.

7. Es registra I'emissié de llum en el lumindmetre, mostra a mostra, des del primer
tub fins a I'ultim i quan s’hagi processat I'Ultima mostra, es detecta dues vegades
seqguides i es torna a registrar I'emissié de llum des de l'ultim tub fins el primer.
Aquest doble registre és necessari perqué l'activitat de la B-Galactosidasa durant
1 hora després de la incubacié no s’atura, i d’'aquesta manera es pot fer una
mitja dels 2 valors obtinguts i tenir un valor més acurat.

8. Un cop obtingudes totes les dades, es divideix el valor de la luminiscéncia entre
el valor de l'activitat B-Galactosidasa de cada mostra per corregir les diferencies
en l'eficiéncia de transfeccié. S’ha de tenir en compte que sempre s’ha de
transfectar sola, la construccié que conté la proteina fusionada al fragment TEV-
N+lloc de reconeixement de la TEV+factor de transcripcié GV, de manera que es
pugui tenir un valor del background d’aquesta proteina, ja que pot presentar
autoproteolisi del factor de transcripcié GV i per tant, activitat basal. El valor de
luminiscéncia dividit pel valor d’activitat de B-Galactosidasa obtingut per aguesta
construccido és el que s'utilitza com a referéncia per calcular les vegades
d’'induccié de la senyal obtinguda en els grups experimentals respecte aquest

grup que es considera la senyal basal fold d’'induccid).
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2.8. PRODUCCIO DE GlialCAM EN Escherichia Coli.

Hi ha molts hostes diferents emprats per a la produccié de proteines recombinants,
pero I'eleccid principal és I'Escherichia Coli ja que és facil de créixer, té un cicle de
vida molt curt i és facil de manipular genéeticament gracies a la seva coneguda
genetica. Estudis estructurals, funcional i bioquimics requereixen una gran quantitat
de proteina d’alta qualitat. | tot i els beneficis de treballar amb E.coli ens trobem amb
dos problemes, la dificil o0 poca expressio d’un gen forani i la solubilitat de la proteina
recombinant per a sobreexpressions.

Avui en dia, moltes companyies biotecnologiques proporcionen diferents tipus de
soques E.coli alterades genéticament per a que s’adaptin millor a la expressio de
gens foranis. De les diferents soques, vam escollir les seglents variants (Taula 4)
per a trobar la soca més eficient; es van fer servir dues temperatures de creixement i

tres temps d’induccio diferents per a cada soca.

Soca E.coli | S'empra perqué presenta Caracteristiques a nivell genétic

Menor degradaci6 de la proteina
recombinant per proteases.

BL21 Star | Augment en |'estabilitat del mMRNA. Gen rne31 mutat.

Conté tots els gens codificants tRNA
rars.

BL21 Proteasa deficient per Lom i OmpT.

Rossetta Gens rics en AT i GC.

Taula 4. Caracteristiques de les soques d’E.Coli emprades en la expressio de proteines recombinants.

2.8.1. Expressio pilot.

Per tal d’optimitzar diferents parametres de I'expressio de les nostres proteines hem
fet expressions pilot que consisteixen en el creixement (37°C, 250 rpm
aproximadament) en 125 mL de medi LB amb ampicil-lina d’un inocul de 500 pL
provinent d’un cultiu liquid de 2 mL O/N a la temperatura desitjada de les cel-lules
d’interés. Quan aquest cultiu arriba a la ODggo requerida s’indueix mitjancant I'addicio
d’'IPTG a la concentracio desitjada. En les hores posteriors s’agafen aliquotes d’1 mL
del cultiu, es mesura I'ODegoo | €s centrifuga a 13000 rpm durant 3 minuts. El pél-let
de cel-lules es guarda a -20 °C per tal de ser analitzat posteriorment. Quan s’han
agafat totes les aliquotes requerides els pel-lets sén descongelats, resuspensos en
tampo6 fosfat 20 mM pH7 i lisats per congelacié/descongelacié durants quatre cicles
(mitjancant nitrogen liquid i un bany a 42 °C). Aquesta solucié es centrifuga durant

30 minuts a 13000 rpm a 4 °C i es guarden els sobrenedants (proteina soluble) i els
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precipitats ( proteina no soluble i cossos d’inclusio) per a la seva posterior analisi per
Western Blot i tincié de proteines de Coomassie.

A partir dels resultats de les expressions pilot, s’estableixen les millors condicions
d’expressié per a cada proteina i es preparen els cultius d’E.coli amb més quantitat

per tal d’obtenir proteina en quantitat abundant.

METODOLOGIA

1. Construir el cDNA d’interés.

Digerir el cDNA amb BamHI i EcoRI.

Digerir el vector pTrcHisA (Invitrogen) amb BamHI i EcoRl.

Clonar l'insert digerit en el vector, mitjancant lligacio.

o bk~ 0N

Transformar el plasmid resultant en la soca d’E.coli escollida i el deixem créixer

a 37 °C O/N en 20 mL de LB ampicil-lina d’starter per a 4 litres de cultiu.

6. Inoculem I'starter en el volum total de cultiu i esperar que la OD sigui igual a 0.6.
Abans d’induir, separar una aliquota (uns 25 mL) per fer cultiu no induit (TO).

7. Induim el cultiu amb 1mM isopropyl 1-thio-B-D-galactopyranoside (IPTG) i ho
deixem diferents temps (3h, 5h, 16h).

8. Recollir una aliquota de 100 pL de ceél-lules de cultiu no induit ( de l'aliquota que
hem separat) i de cultiu induit per carregar en un gel de SDS.

9. Centrifugar el cultiu a 6000 xg a 4 °C durant 15-30 minuts i descartar el medi.

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

50 mL de buffer).(Buffer lisi: 0.02M NaHPO,4, 0.5M NacCl, pH 7.4).

11.Congelar els pél-lets amb buffer de lisi en falcons a -80 °C (si es vol guardar).

2.8.2. Tecniques de purificacié.

Un cop el precipitat de cel-lules es resuspén en tampad de lisi (50 mL per cada pel-let
provinent de 4 L de cultiu)(tamp6 de carrega de la columna de purificacié seguent
amb inhibidors de proteases, lisozim 1 mg/mL i DNAsa 5 pg/mL) es deixa 30 minuts
en gel. Després es passa per una cel-la de French press a 25000 psi 2 vegades ( en
aguest cas no cal afegir lisozim al tampd de lisi) o es sonica en gel (4 cicles de 30
segons ON/OFF) fins que canvia de color. Es centrifuga la solucio de lisat a 4 °C
durant 45 minuts a 16000 xg i el sobrenedant d’aquest pas es torna a centrifugar a 4
°C durant 45 minuts a 16000 xg. El sobrenedant d’aquestes centrifugacions

correspon a la fraccié de la proteina soluble.
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2.8.2.1. Cromatografia d’afinitat amb Ni?* i purificacié en Batch sota condicions
natives.

Aquesta tecnica permet la separacio de proteines en base a la interacci6 reversible
entre un lligand especific unit covalentment a una matriu i una proteina. En el nostre
estudi, s’ha utilitzat la cua de 6 histidines en I'extrem N-terminal per a interaccionar
amb I'i6 Ni?* unit a la reina.

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

Coomassie.

3. CULTIUS CEL-LULARS

La manipulacié de cel-lules en cultiu implica treballar en condicions de maxima
esterilitat i higiene, per tal d'evitar que qualsevol contaminacid comprometi els
resultats de I'experiment que es dura a terme. S’ha de treballar sempre sota una
campana de flux vertical i tot el material fungible que s’utilitzi ha de ser esteril i s’ha
d’obrir sota la campana. Els medis de cultiu i solucions que estaran en contacte amb
les cél-lules han de ser esterils (autoclavats, filtrats, irradiats, etc.) i és convenient
temperar-los a 37°C en un bany, aixi com ruixar-los amb etanol al 70% abans de ser

utilitzats.

3.1. LINIES CEL-LULARS.

En aquest treball s’han utilitzat dos tipus de linies cel-lulars: cél-lules HelLa i cél-lules
HEK 293. La linia cel-lular HeLa procedeix d’adenocarcinoma de cérvix huma,
caracteritzada per presentar un fenotip epitelial i per tenir incorporades sequéencies
del papilomavirus huma (HPV-18). La linia HEK deriva de cel-lules epitelials de
ronyd huma, i esta transformada amb el gen E1A d’adenovirus (Graham et al.,

1977). La linea 293T, concretament, consisteix en un derivat de la linea 293, que a
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meés a més, expressa I'antigen T del virus SV40, que permet la replicacié episomal

de plasmids que continguin un origen i una regié promotora primerenca de SV40

3.1.1. Condicions generals de cultiu per cel-lules HeLa i HEK 293.

Les condicions de cultiu per cél-lules HeLa o HEK293 so6n a 37°C, 90% d’humitat
relativa i 5% de CO,. El medi de cultiu per cél-lules adherents és el Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Biological Industries) sense suplementar que es
guarda a la nevera a 4°C. La suplementacio consisteix en afegir substancies com
glutamina, antibiotics o serum fetal bovi (FBS) que es mantenen a -20°C. Els
antibiotics utilitzats rutinariament han sigut la penicil-lina que inhibeix la sintesi de
peptidoglicans de la paret bacteriana, i I'estreptomicina que inhibeix la sintesi del
ribosoma 70S bacteria. EI FBS s’ha sotmés a un tractament previ d’inactivacié del
complement i anticossos a 56°C durant 30 minuts. Regularment es realitzen proves
per comprovar I'abséncia de contaminacioé per micoplasma. El medi es canvia cada
tres dies i es fa un seguiment del creixement del cultiu de manera que quan esta

proper a la maxima confluencia es tripsinitza i es torna a sembrar el cultiu més diluit.

3.1.2. Tripsinitzaci6.

Quan el cultiu cel-lular arriba aproximadament al 100% de confluencia, cal
tripsinitzar-lo per evitar que les cel-lules morin. Primerament s’elimina el medi i
s’efectuen 2-3 rentats amb PBS 1x estéril, en cas contrari, els factors presents en
'FBS del medi inhibeixen l'accié de la tripsina. A continuacié s’afegeix al cultiu
tripsina-EDTA 1x (Biological Industries). Es deixa incubar de 5 a 15 min a l'incubador
de 37°C. Quan s’observa al microscopi que les cél-lules s’han desenganxat i
disgregat, s’hi afegeix medi de cultiu per parar la reaccidé i es resuspenen. A

continuacio, les cel-lules es poden comptar i sembrar o fer un cultiu de manteniment.

3.1.3. Congelacié de ceél-lules.

Les cel-lules eucariotes sén capaces de suportar processos de congelacié quan
aquests es donen de forma gradual i amb la preséncia d’'un agent crioprotector que
evita la formacio de cristalls d’aigua que puguin trencar la cél-lula. Una vegada s’han
tripsinitzat, les cel-lules poden ser congelades. Es passen les cél-lules a un tub i es
centrifuguen 5 minuts a 1000 rpm. S’elimina el sobrenedant i es resuspén el pellet de
cél-lules amb DMEM complet que conté un 10% de DMSO (1 ml per cada 2 x 10°
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cel-lules). Es fan aliquotes (d’aproximadament 1 ml) en criotubs. El criotubs es
dipositen al congelador de -80°C entre 10 i 16 hores i es dipositen en nitrogen liquid
a -190°C.

3.1.4. Descongelacio de cél-lules.

La descongelacio s’efectua de manera rapida, al contrari de la congelacié, amb
I'objectiu d’eliminar rapidament el DMSO, toxic per a les ceél-lules. El criotub es posa
en un bany a 37°C. Una vegada descongelat es resuspén en un volum 10 vegades
superior del medi pre-atemperat. Seguidament, es centrifuga a 5 min a 1000 rpm i
s’elimina el sobrenedant. El pellet de cel-lules es resuspen en 10 ml de medi, es

plaqueja i es deixa créixer a l'incubador.

3.2. TRANSFECCIO CEL-LULAR.
En aquesta Tesi s’ha realitzat transfeccié de diferents DNAs en els diferents tipus de
linies cel-lulars. Aixi, la metodologia utilitzada per als diferents experiments de

transfeccio ha estat la transfectina (BioRad).

3.2.1. Transfeccid transitoria amb transfectina (BioRad) en cél-lules HelLa i
HEK 293.

MATERIALS | REACTIUS
- Medi DMEM complet (10% FBS inactivat; 1% penicilina/estreptomicina; 1%

glutamina).

- Medi Opti-MEM amb Glutamax (Gibco).

- Cultius cel-lulars HeLa o HEK293 (a un 70-80% de confluencia).
- PBS 1X esteril

- Agent lipidic: transfectina (BioRad)

- Aigua Milli-Q esteril.

- Preparacié de DNA plasmidic d’interés.

METODOLOGIA

El procediment a seguir aixi com els volums que s’han d’utilitzar en cada tipus de

placa, venen descrits en els manuals dels productes. El protocol descrit a

continuacio és per plagues de 6 pous.
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1. Es sembren les cél-lules un dia abans. la confluéncia ha de ser del 70-80% en el
moment de la transfeccid, ja que per la transfecci6 amb agents lipidics es
requereix una confluéncia alta perque €s un metode bastant toxic.

2. Es prepara una barreja amb el DNA i el medi Opti-MEM, utilitzant 2 ug de DNA
en un volum final de 250 pl.

3. En un altre tub es prepara una barreja de I'agent lipidic en Opti-MEM. Aixi,
també es prepara una barreja en un volum final de 250 pl i generalment s’utilitza
una relacié 1:1 de I'agent lipidic i el DNA. Per tant, si es transfecten 2 ug de
DNA, s'utilitzara 2 pl d’agent lipidic.

4. S’ajunten les dues barreges (la del DNA i Opti-MEM amb la de I'agent lipidic i
Opti-MEM) i s’incuben durant 20 minuts a temperatura ambient.

5. Mentre hi ha aquesta incubacio, es retira el medi de cultiu de les plagues i es fa
un rentat amb PBS 1X estéril amb l'objectiu d’eliminar traces d’antibiotic.
Despreés, s’afegeix 1,5 ml de medi Opti-MEM a cada pou i es deixa equilibrar a
37°C a I'incubador.

6. Un cop finalitzat el temps d’incubacio, s’afegeix la barreja gota a gota a cada pou
mentre es mou la placa en forma de creu de manera que quedi ben repartida.

7. S’incuba 4 hores a 37°C i després es retira el medi. Es renten les cél-lules amb
PBS 1X estéril, de manera que s’eliminin les restes d’agent lipidic i s’afegeixen 2
ml de medi DMEM complet. S’incuben les cél-lules de 24 a 48 hores a 37°C

perque s’expressin les proteines.

3.3 CULTIUS PRIMARIS

En aquesta Tesi s’ha realitzat cultius primaris d’astrocits ja que és I'Unic sistema
cel-lular on MLC1 s’expressa de manera enddgena. Per a l'obtencié d’astrocits
primaris purs, s’han utilitzat rates d’estadi post natal entre PO i P3, i s’ha seguit el
protocol de Aixi mateix, aquests protocols estan aprovats pel comité étic de la

Universitat de Barcelona i I'Estabulari del Campus de Bellvitge.

3.3.1. Obtencié de cultius primaris d’astrocits de rata.

MATERIALS | REACTIUS

- Rates de la soca Sprague-Dawley (Charles River), en estadi PO-

- Material de cirurgia (tisores, pinces de microcirurgia i micropinces tallants).
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- Plaques de Petri de 10 cm i de 35 mm de diametre.
- Pipetes Pasteur de plastic esterils.

- Pipetes Pasteur de vidre esterils.

- Cobreobjectes estérils .

- Tubs falcon esterils de 15 ml i de 50 ml.

- Filtre de 100 pm Falcon.

- Flascons de 25 ml.

- Cambra de Neubauer.

- Lupa binocular (Nikon).

- Medi de dissecci6 (PBS 1X; 0,3% BSA; 0,6% glucosa) esteéril, a 4°C.
- Medi DMEM (Biological Industries) complet

- Tripsina-EDTA 1X (Biological Industries) complet

- DNAsa | (1000 U/ml en 0,15 M NacCl).

- Ara C (Sigma) (4 mM).

- dBAMPc (Sigma) (250mM).

METODOLOGIA
A) Dissecio

1. Les cries sén anestesiades en gel i posteriorment decapitades amb unes tisores.
Es dipositen els caps sobre una placa de Petri. L’extraccié del cervell es realitza
amb I'ajut d’unes pinces de microcirurgia i unes tisores. Per aix0, es subjecta el
cap clavant unes pinces als ulls, i amb unes tisores, es secciona I'epidermis per
separar la pell del cap. Es talla 'os del crani per la linia mitja, procurant no
danyar el cervell. S’obren els ossos i es treu el cervell per sota amb l'ajuda
d’'unes pinces, i es col-loca en una nova placa de Petri amb medi de disseccio
fred.

2. La placa amb el cervell es col-loca sota una lupa i es separen els dos hemisferis
per la linia mitja. També s’extreuen els bulbs olfactoris.

3. Els cortexs es col-loquen en posicié ventral i amb les pinces s’extreu el talem i
les meninges. Un cop extret el talem, per la part de sota els hemisferis, es poden
observar els hipocamps amb una forma semicircular de mitja lluna.

4. Tant els cortex com els hipocamps es dipositen en medi de disseccié nou fresc
en una placa de Petri (en gel).

B) Cultiu
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1.

C)

Dins la campana de cultius primaris es transfereixen els hipocamps i els cortexs
a una placa de Petri de 35 mm de diametre, que conté 2 ml de tripsina i DNAsa |
(1/100) (previamente preparada i equilibrada a I'incubador), i s’incuben a 37°C
durant 10 minuts.

Es traspassen les mostres a un tub de 50 ml amb 5 ml de DMEM complet amb
DNAsa | (1/100) i es procedeix a la disgregacié mecanica utilitzant cada vegada
una pipeta de porus meés petit.

Es centrifuguen les mostres 5 minuts a 1000 rpm a temperatura ambient. Es
retira el sobrenedant i el pellet es resuspen generalment amb 10 ml de DMEM
complet (el volum depén de la mida del pellet de cel-lules obtingut). L’homogenat
obtingut es passa per un filtre de 100 ym per evitar agregats.

Es procedeix a la sembra de cél-lules en flascons, amb la relacié de 1 flasco per
cada 3 cries de rata, afegint medi DMEM complet fins a 10 ml. S’incuben a 37°C.
Es canvia el medi el dia seguent, i cada 2-3 dies.

Purificacié del cultiu d’astrocits

Un cop sembrat el cultiu, el qual esta format per cél-lules glials (astrocits,
oligodendrocits i microglia) es deixa créixer entre 7-10 dies fins que arriba a la
maxima confluéncia.

Per eliminar els oligodendrocits i la microglia i aconseguir un cultiu pur
d’astrocits, es procedeix a fer una agitacid mecanica forta, ja que els astrocits
sén capacgos d’enganxar-se molt bé a la superficie plastica de la placa, mentre
que la resta de cél-lules no. Per aquest pas, es canvia el medi dels flascons
unes hores abans de l'agitacid i es deixen equilibrar a l'incubador per tal que
agafin la concentraci6 adequada de CO,. En un incubador a 37°C s’ha
d’instal-lar un agitador on s’han col-locat els flascons amb el tap ben tancat i
segellats amb parafilm.

Es procedeix a una agitacio durant tota la nit a 250 rpm a 37°C.

S’obté un cultiu primari d’astrocits de rata d’aproximadament un 95% de puresa.
Es retira el sobrenedant, es fan 3 rentats amb PBS 1X estéril i es tripsinitzen els

astrocits.

. Finalment es fa un contatge de cél-lules i es sembren les plaques de cultiu a una

densitat de 50.000-80.000 cel-lules en plaques de 24 pous, 200.000 en plaques

de 6 pous i 10° en plaques de 100 mm de diametre.

. El medi es canvia cada 3-4 dies.
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D) Diferenciacio del cultiu d’astrocits

Quan el cultiu pur arriba a una confluencia del 80% es procedeix a realitzar el
tractament de diferenciacié. Durant aquesta tesi s’ha procedit a diferenciar els
astrocits amb 2 compostos diferents: Cytosine B-D-arabinofuranoside (Ara C) i
dibutiril AMP ciclic (dBAMPCc).

L’Ara C és un compost que inhibeix la sintesi de DNA, i que provoca que els
astrocits es parin en la fase Go/G; del seu cicle cel-lular. Es cultiven d’aquesta forma
durant 3 setmanes, i es procedeix a fer els experiments. Aquesta parada de cicle
amb Ara C es realitza perqué experiments previs en el grup van demostrar que es
necessita aquest tractament per observar una localitzaci6 de MLC1 a les unions
astrocitaries (Duarri et al., 2011). Per aix0, aquest és el model en que normalment
s’ha treballat.

El tractament amb dBAMPc s’ha dut a terme quan s’han hagut de realitzar registres
electrofisiologics d’astrocits de rata mitjangant la técnica de Patch-Clamp. Aquests
registres els ha realitzat el Dr. Xavier Gasull, professor titular de la Universitat de
Barcelona. Per implementar aquesta técnica, els astrocits s’han de tractar amb
dBAMPc perque els astrocits que creixen en cultiu son cél-lules epitelioides
poligonals una mica aplanades, i per tant, és molt dificil poder-les registrar
electrofisiologicament. Amb el tractament amb dBAMPc e spdoen registrar de
manera optima a les 2 setmanes de tractament. Es cultiven en flascons o en palques
de cultiu i 3 dies abans de I'experiment de Patch-Clamp, els astrocits son tripsinitzats
i plantats sobre cobreobjectes en plagues de 24 pous a una confluéncia al voltant de

15-20.000 cel-lules per pou.

3.3.2. Tractaments aplicats als cultius primaris d’astrocits.

En estudis previs del grup, fets per la Dra.Tania Lopez, s’havia determinat que en
certes condicions la proteina GlialCAM tenia un efecte especific i es podia
concentrar meés en les unions astrocitaries. Per aquesta rad, s’han continuat aquests
estudis i s’han determinat uns tractaments concrets per a poder estudiar la relacié
funcional entre MLC1, GlialCAM i CIC-2.

MATERIALS | REACTIUS
- Astrocits i oligodenraocits de rata i ratoli diferenciats
- Solucio fisiologica : 122 mM NacCl, 3,3 mM KCI, 0,4 mM MgSO., 1,3 mM CaCl,, 1,2
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mM KH,PO,, 25 mM Hepes, 10 mM glucosa, pH 7.2, 300 mOsm/kg d’aigua.
- Solucio d’alt contingut de potassi:60 mM NaCl, 60 mM KCI, 0,4 mM MgSO,, 1,3
mM CaCls, 1,2 mM KH;POy4, 25 mM Hepes, 10 mM glucosa, pH 7.2, 300 mOsm/kg

d’aigua.

METODOLOGIA

Els astrocits plantats en plaques de 6 i 24 pous es tracten amb les solucions

fisiologica i d’alt contingut de potassi durant 6 hores. Després, les ceél-lules son

processades per a fer WB i immunoflorescéncia.

3.4. PRODUCCIO D’ADENOVIRUS.

Degut a la dificultat de transfectar astrocits primaris de rata, en els darrers anys en el
nostre laboratori s’han produit adenovirus que expressessin les proteines d’interes
per cada estudi o els miRNAs per obtenir els models cel-lulars determinats. Els
adenovirus (AdVs) son relativament facils d’obtenir aixi com de manipular. A més a
més, l'eficiencia d’infeccié és molt alta, aconseguint un nivell d’expressié de les

proteines molt alt i practicament a totes les cel-lules.

3.4.1. Adenovirus.

Els adenovirus son virus nus, icosaedrics, amb fibres en els seus vertexs. El seu
genoma, d’aproximadament 36 Kb, esta constituit per una doble cadena linear de
DNA. El genoma dels adenovirus es divideix en gens primerencs (E1 a E4) i gens
tardans (L1 a L5). Degut a que la capacitat del genoma adenoviral per dirigir la
produccié d’adenovirus resideix en les sequencies ubicades al gen E1, les
estrategies per produir vectors adenovirals consisteixen en eliminar aquestes
sequencies i incorporar en el seu lloc el gen d’interés, generant aixi un vector
adenoviral sense capacitat de replicacio. El posterior creixement i amplificacié del
vector es realitza utilitzant una linia cel-lular complementaria, que conté la sequéencia
E1 en el seu genoma. Per ultim, el vector adenoviral que conté el gen d’interes és
linealitzat per un mecanisme mediat per un receptor, i una vegada a 'endosoma és
lisat. EI DNA viral contenint el gen d’interés és alliberat al citoplasma i accedeix al
nucli on resideix com un DNA extracromosomic (episoma), dirigint I'expressio del

gen d’interes.
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3.4.2. Produccio d’adenovirus.

El sistema que s’ha utilitzat per a I'obtencié d’adenovirus és el ViraPower Adenoviral
Expression System (Invitrogen). Aquest sistema permet crear adenovirus no
replicatius ni integratius que sén usats per a I'expressié temporal del gen d’interes,
tant en cél-lules eucariotes divisores com en les no divisores. S’obtenen uns stocks
virals d’alt titol, els quals es poden amplificar i purificar. S’ha de tenir en compte que
s’ha de treballar en condicions de Bioseguretat 2. El vector d’expressié que s’ha
utilitzat és el pAdV/CMV/V5-DEST compatible amb el sistema Gateway (Invitrogen),
el qual conté els ITRs 5’ i 3’ i la senyal d’encapsidacié necessaris per empaquetar el
gen d’interés en els virions. La proteina necessaria per a I'expressié dels gens E1
esta integrada a la linia cel-lular HEK293 en trans, la qual s’utilitza per a la seva

produccio.

METODOLOGIA

1. Primerament es construeixen els vectors d’expressi6 am les sequéncies

d’interés en el vector pAdV/CMV/V5-DEST per el sistema Gateway, els quals
sén sequenciats per confirmar que sén correctes.

2. Amb la finalitat d’exposar els ITRs virals, es digereixen entre 5 i 10 ug del
plasmid que conté el gen d’interés amb I'enzim de restriccié Pac |, a 37°C durant
12-16 hores. Es corre una petita aliquota en un gel d’agarosa per comprovar que
la digestié ha funcionat i es purifica el plasmit digerit. Es precipita amb I'objectiu
de concentrar i purificar el DNA digerit obtingut i finalment es quantifica.

3. El dia abans de comencar la produccio, es sembren cel-lules HEK293 (de
passatge baix) en plaques de 6 pous, aproximadament a una densitat de 7x10°
cel-lules per pou, amb medi DMEM complet que conté aminoacids no essencials
(NE-AA) i s'incuben a 37°C en l'incubador durant 12-16 hores.

4. Es transfecta 1ug de DNA digerit amb Pac | a les HEK293 amb lipofectamina
2000 utilitzant una relacié de DNA lipofectamina 1:3, utilitzant opti-MEM amb un
10% de FBS, ja que es deixa la transfeccié durant tota la nit a l'incubador a
37°C.

5. El dia segient, es canvia el medi per DMEM complet amb NE-AA i es deixa
incubar 24 hores més a I'incubador.

6. A les 48 hores post-transfeccio, les cel-lules es tripsinitzen i es transfereixen a

una placa de 100 mm. Es deixen incubar durant 10-13 dies fins que s’obtingui un
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80% d’efecte citopatic. Durant els dies previs, es canvia el medi si és necessatri i
es va observamnt la producci6 de calves en el cultiu cel-lular.

Quan l'efecte citopatic és del 80%, es recull el medi i les cél-lules (cru viral), la
barreja es transfereix a un tub de 15 mL ben resuspeses.

Es fan 3 cicles de congelacié (30 min a -80°C) i descongelacio (15 min a 37°C), i
es centrifuga el lisat cel-lular durant 15 minuts a 3000 rpm per tal d’eliminar les
restes cel-lulars.

Es fan aliguotes amb el sobrenedant en criotubs que es guarden a -80°C.
Encara que els stocks virals sOn bastant estables als processos de
congelacio/descongelacio, és recomanable no usar stocks que hagin estat

descongelats més de 10 vegades, atés que el seu titol haura disminuit.

Els stocks virals es poden amplificar, i fins i tot purificar, amb I'objectiu d’obtenir un

stock concentrat i més net, afavorint el seu Us en els casos on es necessita una

multiplicitat d’infeccié (MOI) molt alta, ja que els stocks virals estan compostos per

les particules virals pero, a més a més, per medi i per restes cel-lulars que poden

interferir en determinats experiments.

3.4.3. Titulacio d’adenovirus.

La titulaci6 de les particules virals es pot fer per 2 metodes, depenent de si

'adenovirus que s’ha construit expressa una proteina fluorescent o no.

METODOLOGIA PER ADENOVIRUS QUE EXPRESSEN UNA PROTEINA

FLUORESCENT

1. Es sembren 30.000 ceél-lules HEK 293 en una placa de 96 pous. Cada pou ha de
tenir un volum final de 100 pl.

2. La placa s’incuba a 37°C durant 6-8 hores.

3. Infectar les cel-lules amb molt de compte ja que les HEK tenen una baixa
adheréncia. En el primer pou s’hi addiciona 10 ul de virus i es fan dilucions
successives a partir del primer pou. Cal canviar la punta a casa pou per tal
d’evitar errors de pipeteig.

4. Al mati segiient s’ha de canviar el medi.

5. Per a poder titular el que es fa és el seguent: fer una foto de cada dilucié amb el

filtre GFP del microscopi Olympus DSU amb spinning disk. Imprimir les fotos i
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contar el nombre de ceél-lules verdes (infectades) que hi ha per foto. El titol es
calcula amb la seguent férmula i es dona en Transduction Units/ml (TU/ml):

TU/mI = diluci6 x % cél-lules fluorescents x 1000

METODOLOGIA PER ADENOVIRUS QUE NO EXPRESSEN UNA PROTEINA

FLUORESCENT

En aquest cas cal seguir els mateixos passos pero per a poder titular cal fer una

immunocitoquimica ja que no podem veure els virus directament.

1.

Retirar el medi i decaixar assecar durant 2-5 minuts a temperatura ambient.

2. Afegir 100 pl de metanol fred i incubar a -20°C durant 10 minuts.
3.
4

Aspirar el metanol i rentar les cél-lules dues vegades amb 100ul de PBS 1X.
Incubar durant 1-2 hores amb anticés primari (1/100) en un volum final de 50
pl/pou de PBS1X + 1%BSA. Cal que estigui tapat de la llum.

Rentar 3 cops amb PBS1X+1%BSA.

Incubar durant 1-2 hores amb anticos secundari (1/300) en un volum final de 50
pl/pou de PBS1X + 1%BSA. Cal que estigui tapat de la llum.

Rentar 3 cops amb PBS1X

Fer fotos en el microscopi Olympus DSU amb spinning disk i fer el comptatge de

la mateixa manera que abans.

ADENOVIRUS TiTOL - TiTOL
AMPLIFICATS (TU/mL) ADENOVIRUS PRODUITS (TU/mL)
GlialCAM-3xFlag 1.8 x10° miRNA 77-EmGFP CIC-2 2.75x 10°

8 45x10°

HA hMLC1 HA loop 5x10 miRNA 223-EmGFP_CIC-2

CLC2-3xFlag 1 x 10° miRNA 1407-EmGFP CIC-2 37x10°
MR SERErGED e miRNA 1583-EmGFP CIC-2 1.73x 10°
mIRNA MLC1 905 1.43 x 10° miRNA 1805-EmGFP CIC-2 5.76 x 107
miRNA GlialCAM 1392 6.5x 10" _ .

GlialCAM K135Del-3xFlag 1.5x 10

GlialCAM D211N-3xFlag 1x10°

hCIC2-3xHA A500V 2x107

TRESK-EmGFP
1x10°

Taula 5. Adenovirus produits. Taula on es mostren els adenovirus produits, aixi com els amplificats

i/o purificats. Es mostren els titols obtinguts en cada cas en TU/mL.
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3.5. TRANSDUCCIO D’ASTROCITS AMB ADENOVIRUS.

Per infectar astrocits amb adenovirus, el procediment rutinari ha sigut el seguent.

1. Abans que el cultiu compleixi les 3 setmanes s’efectua la infeccié dels astrocits

amb els adenovirus. Per aix0, s’elimina una mica de medi dels pous i s’afegeixen
els adenovirus a la MOI d’infeccié adequada. En cada tipus d’experiment, tant la
MOI d’infecci6 com el dia en que s’ha infectat els astrocits ha sigut diferent.
Habitualment per adenovirus que expressen les proteines d’interés (MLC1,
GlialCAM, CIC-2, etc.), s’ha utilitzat una MOI de 2-3 i la infecci6 s’ha dut a terme
2 dies abans que el cultiu compleixi 3 setmanes. En canvi, quan s’han generat
els models knock-down de malaltia en astrocits, mitjancant els adenovirus que
expressen miRNA contra MLC1 o contra GlialCAM, s’ha hagut de coneéixer la
minima MOI necessaria per eliminar els nivells de les proteines d’interés i els
dies que es requereixen perqué aixo es produeixi. En el cas dels miRNAs contra
MLCH1, la infeccio s’ha fet a MOI 5, entre 5-6 dies abans de les 3 setmanes de
cultiu. En canvi, els miRNAs contra GlialICAM necessiten d’una infeccié a MOI
10, 7 dies abans de les 3 setmanes de cultiu. En el cas que s’hagi complementat
el model knock-down amb I'expressid d’alguna proteina, primer s’ha portat a
terme la infecci6 amb lI'adenovirus que expressa el miRNA i posteriorment la
infeccid amb I'adenovirus d’expressid de la proteina corresponent, mantenint els
temps i les MOI d’infeccié determinats en cada cas.

. El dia seguent a la infeccio, es retira el medi i es renten els astrocits amb PBS
1X esteril, amb la finalitat d’eliminar les restes virals que puguin quedar. Es torna
a afegir medi DMEM complet + Ara C i s’incuben a I'incubador a 37°C fins que

siguin processats.
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ANNEX: SOLUCIONS D’US GENERAL
AMPICIL-LINA

Es dissol 'ampicil-lina en aigua Milli-Q a 100 mg/ml, es filtra a 0,22 pm i es guarda

aliquotada a -20°C. Una vegada descongelada, es manté en gel. S’ha de tenir en
compte que I'ampicil-lina s’inactiva a temperatures superiors a 55°C. Es treballa a
100 pg/ml.

KANAMICINA

Es dissol la kanamicina en aigua Milli-Q a 25 mg/ml i s’aliquota a -20°C. La
concentracio de treball és 25 pg/ml.

CLORAMFENICOL

Es dissol en metanol a 25 mg/ml i es guarda aliquotada a -20°C. La concentracio de
treball és de 25 pg/ml.

ESTREPTOMICINA

Es dissol en aigua Milli-Q a 30 mg/ml i s’aliquota a -20°C. Es treballa a 30 pg/mi.
MEDI LB, LB-AGAR

Es dissol en aigua Milli-Q, 1% triptona, 0,5% extracte de llevat, 1% NaCl. En el cas
de preparar LB-Agar, s’afegeix I'agar (1,5% en pes) a I'ampolla que conté LB.
S’autoclava, es deixa refredar fins a 50°C i s’hi afegeix I'antibiotic (si és necessari).
S’aboca a les plaques de Petri i es deixa solidificar a temperatura ambient. Les
plagues es guarden a 4°C en posici6 invertida.

MEDI SOC

Es dissolen 20 g triptona, 5 g extracte de llevat, 0,5 g NaCl, 2,5 ml KCI 1M, 20 ml
glucosa 1 M en 1 | d’aigua Milli-Q i s’autoclava.

TAE 50X

Es pesen 242 g de Tris Base, i s’afegeixen 57,1 ml d’acid aceétic i 100 ml de EDTA
0,5 M. S’ajusta amb aigua fins a un litre. PBS 10X. Es dissol en aigua Milli-Q, 1,36 M
NaCl, 27 mM KCI, 80 mM Na,HPOg4, 15 mM K,;HPO, i s’ajusta el pH a 7,4 amb HCI.
Si el PBS 1X és per cultius, s’autoclava.

PARAFORMALDEHID (PFA) 4% EN PBS

Cal manipular el PFA sempre sota la campana perque é€s molt toxic. Per 500 ml, es
pesen 20 g de paraformaldehid en un vas de precipitats de vidre. En un altre vas
s’escalfa 450 ml d’aigua Milli-Q fins que arriba a 60°C. Es va abocant l'aigua calenta
al vas amb el PFA i es barreja amb un agitador. Quan esta dissolt es tiren 2-3 gotes

de NaOH 1 N fins que la solucié quedi transparent. Es deixa refredar i s’afegeixen 50
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ml de PBS 10X. Es fan aliquotes i es congelen a -20°C.

TAMPO DE CARREGA DE PROTEINES LSB 4X

En un volum de 40 ml, es preparen 8 ml de Tris HCI 2 M a pH 6,8, 32 ml de glicerol,
3,2 g de SDS i 160 pl de blau de bromofenol. Si és necessari es poden afegir agents
reductors: 1-10% (-Mercaptoetanol o 100mM DTT.

TAMPO D’ELECTROFORESI 10X

(Tris base 250 mM, glicina 1,91 M, SDS 1%). Per un litre es pesen: 30,3 g de Tris,
144 g de glicina i 10 g de SDS. S’ajusta el pH a 8,3.

TAMPO DE TRANSFERENCIA 10X

(Tris base 250 mM, glicina 1,92 mM). Per un litre es pesen: 30,3 g de Tris i 144 g de
glicina. S’ajusta a pH 8,3. Tampd de transferencia 1X: 100 ml de tampd de
transferéncia 10X, 200 ml de metanol i 700 ml d’aigua. Es pot reciclar un parell de
vegades guardant-lo a 4°C.

TTBS 10X

Es dissol en aigua Milli-Q, 1,5 M NaCl, 100 mM Tris HCI, i s’ajusta a un pH de 7,4.
Posteriorment se li afegeix 1% de Tween-20 o Tritd X-100 i s’agita suaument fins
que el detergent queda ben dissolt.

ECL

Es preparen 2 solucions stock: una de 90 mM d’acid coumaric i una altra de 250 mM
de luminol, ambdues amb DMSO, protegides de la llum, i guardades a -20°C.
Solucié A: 5 ml Tris 1 M pH 8,5, 45 ml aigua, 110 pl d’acid coumaric 90 mM, 250 ul
de luminol 250 mM. Solucié B: 100 yl H202 al 30% i 900 ul d’aigua. Les dues
solucions es conserven a 4°C protegides de la llum. El reactiu ECL pel revelat es fa
amb una relacié 1 ml solucié A + 15 ul solucié B.

TRIS 1M

Es pesen 60,5 g de 2-Amino-2(hydroxymethyl)-1-3propanediol (Tris) en 500 ml
d’aigua Milli-Q. S’ajusta al pH desitjat i es filtra.

EDTA 0,5M

Es dissol 90,3 g d’acid etilen-diamino-tetra-acétic (EDTA) en aigua destil-lada i
s’ajusta el pH a 8 amb NaOH (la solucié passa de térbola a transparent).

HEPES 1M

Es pesen 119 g de 4-2 (Hydroxyerhyl)-1-piperazineethane-sulfonic acid (Hepes) en
500 ml d’aigua Milli-Q. S’ajusta el pH a 7,4 i es filtra.
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ANNEX: CONTRUCCIONS GENERADES PER BIOLOGIA MOLECULAR

S’inclouen totes les construccions generades i utilitzades tant en els projectes

inclosos en els objectius de la tesi com els inclosos en altres projectes.

ENTRY CLONES
GliaICAM B1B5R

GlialCAM K135Del B1B5R
GlialCAM D211N B1B5R

GlialICAM Q56P B1B5R
GlialICAM R73W B1B5R

HA hMLC1HA S27A B1B5R
HA hMLC1HA S27D B1B5R

zCIC-1a B1B5R
zCIC-1a P480L B1B5R
zCIC-1a 1290M B1B5R
zCIC-1b B1B5R
zCIC-1b P480L B1B5R
zCIC-1b 1290M B1B5R
zCIC-k B1B2

zCIC-k B5B2

zCIC-k V166E B5B2
zBarttin B1B2

zBarttin B5B2

TRESK B1B2

TRESK B1B5R
TRESK B5B2
zWolframin B1B2
zWolframin B5B2
hCIC-2 HA A500V

EXPRESSION CLONES
GlialCAM 3xFlag pCDNAS3
GlialCAM K135Del 3xFlag pCDNA3
GlialICAM K135Del 3xFlag TevSpB TK
GlialICAM K135Del 3xFlag pcsDEST
GlialICAM K135Del 3xFlag pADV
GlialCAM D211N 3xFlag pCDNA3
GlialICAM D211N 3xFlag TevSpB TK
GliaICAM D211N 3xFlag pcsDEST
GlialICAM D211N 3xFlag pADV
GlialCAM Q56P 3xFlag pCDNA3
GlialICAM Q56P 3xFlag TevSpB TK
GlialICAM R73W 3xFlag pCDNA3
HA hMLC1HA S27A 3xFlag pCDNA3
HA hMLC1HA S27D 3xFlag pCDNA3
TRESK pcsDEST
TRESK-esmGFP pcsDEST
3xHA -TRESK pcsDEST
zCIC-1a 3xHA pcsDEST
zCIC-1a P480L 3xFlag pcsDEST
zCIC-1b 3xFlag pcsDEST
zCIC-1b P480L 3xFlag pcsDEST
zCIC-1b 1290M 3xFlag pcsDEST
zCIC-k pcsDEST
3xFlag zCIC-k pcsDEST
zBarttin pcsDEST
3xFlag zBarttin pcsDEST
3xFlag zCIC-k pcsDEST
3xFlag zCIC-k V166E pcsDEST




Materials i métodes

121

ENTRY CLONES

EXPRESSION CLONES
hCIC-2 HA A500V pcDNA3.1
hCIC-2 HA A500V TevSpB TK
hCIC-2 HA A500V pAdv
hCIC2-HA Leul44_lle145Del TevSpB TK
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