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METODES

1. PURIFICACIO D’ACIDS NUCLEICS
1.1. EXTRACCIO D’'RNA TOTAL

1.1.1. Extracciéo d’'RNA amb el Kit RNeasy de QIAGEN

Durant aquest treball experimental, I'extraccido d’RNA s’ha portat a terme utilitzant el Kit d’extraccio
d’RNA de la casa comercial QIAGEN. Es basa en I's de columnes cromatografiques d’afinitat que
eviten la manipulacié de substancies potencialment toxiques, com el fenol i el cloroform. Aquest
Kit suposa un estalvi important de temps i permet el processament d’'un nombre més elevat de
mostres mantenint la reproductibilitat. En I'extraccio d’RNA de cél-lules es parteix d’'una placa de 6
cm de diametre en que al principi de I'experiment s’hi sembren 6,6x10°cel-lules i es segueixen les
recomanacions subministrades pel fabricant. La qualitat i puresa d’aquest RNA son suficients per

utilitzar-lo en aplicacions com Northern-blot, RT-PCR i gqRT-PCR.
1.2. PURIFICACIO DE DNA PASMIDIC

1.2.1. Purificacié a petita escala de DNA plasmidic (Miniprep)

Per a la obtencié de DNA plasmidic a partir de cultiu bacteria d’E.coli, s’ha utilitzat el Kit comercial
Wizard® plus SV Minipreps Purification System de PromeGA. Aquest Kit es basa en el metode de lisi
alcalina i en I'adsorci6 del DNA en una resina especial. A partir de 5 ml de cultiu s’obté un rendiment
de 15-20 ug de DNA de prou puresa i qualitat per ser utilitzat en digestions enzimatiques i en reac-
cions de sequenciacié automatica. S’han seguit els passos indicats pel fabricant. A continuacié se’n

detallen els més importants:

1. Recollida i resuspensié de cél-lules bac- 4. Uni6é del DNA plasmidic a la resina de la
terianes. columna.

2. Lisi alcalina. 5. Rentats de la columna per centrifugacio.
3. Neutralitzacio6 i precipitacié proteica i del 6. Elucio.

DNA genomic.

1.2.2. Purificacié a gran escala de DNA plasmidic (Maxiprep)

En ocasions on el requeriment de DNA plasmidic és elevat, com per exemple transfeccions,
digestions preparatives entre d’altres, es procedeix a purificar el DNA recombinant de cultius d’E.
coli de volums més elevats (400-500 ml). A tal efecte s’ha utilitzat el Kit Nucleobond® AX-500 de

MacHERY-NAGEL seguint el protocol recomanat per la casa comercial.
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1.3. PURIFICACIO DE DNA A PARTIR DE GELS D’AGAROSA

Els fragments de DNA resolts electroforéticament en un gel d’agarosa es poden recuperar i puri-
ficar a partir del gel per utilitzar-se en posteriors aplicacions. En primer lloc es separa electroforéti-
cament el DNA d’interés en un gel d’agarosa-BrEt (vegeu els apartats 2.1.1 i 2.1.2 dels METODES).
En segon lloc es retalla la banda a recuperar amb una fulla de bisturi esteéril, sota la llum U.V.. Per
purificar el DNA de la banda d’agarosa retallada s'utilitza I’ Agarose gel DNA extraction kit de RocHe,
basat en la utilitzacié de pols de silica que reté adsorvit el DNA en preséncia de sals caotropiques.

S’ha seguit el protocol recomanat pel fabricant.

1.4. PRECIPITACIO DEL DNA

La precipitacié del DNA té com objectiu eliminar restes de reactius procedents per exemple de
la purificaci6 de DNA a partir de gels d’agarosa, de digestions enzimatiques, etcetera, que poden
interferir en etapes posteriors com per exemple en el procés de clonatge.

Es segueixen els seglients passos:

1. Es parteix d’'un volum de DNA de 50ul. 7. Eliminar el sobrenedant. Rentar el pellet
Afegir 1/10 del volum del DNA de NaCl 4M. amb etanol al 70%.

2. Afegir 2.5-3 volums d’etanol absolut. 8. Vortexar suaument i centrifugar durant 5
3. Afegir poliacrilamida soluble (el mateix minuts a 14.000 rpm.

volum que de NaCl). 9. Eliminar amb molta cura el sobrenedant i
4. Vortexar. deixar assecar el pellet.

5. Deixar 10 minuts en gel. 10. Resuspendre el pellet amb H,O milli-Q.
6. Centrifugar durant 10 minuts a 14.000 11. Guardar el DNA a -20°C fins a posteriors
rpm. utilitzacions.

2. ANALISI D’ACIDS NUCLEICS

2.1. ELECTROFORESI EN GELS D’AGAROSA

El material d’electroforesi utilitzat han estat principalment les cubetes tipus minigel i mitja de les
cases comercials Bio-Rap i Ecocen i fonts d’electroforesi de les cases comercials HoerreR | Bio-RAD.
Les mostres a carregar es dilueixen 1/10 en tampo6 de carrega 10%: 50% Glicerol, 0,21% de Blau

de bromofenol, 0,21% de xylene cyanol FF i 0,2M EDTA pH 8,0.

2.1.1. Electroforesi analitica

Per visualitzar el resultat de digestions de DNA plasmidic i/o altres mostres d’acids nucleics
amb caracter diagnostic, normalment s’han utilitzat gels petits d’agarosa (agarosa estandard grado
medio, Ecocen) preparats en tampd TAE 1x. El percentatge d’agarosa dels gels pot oscil-lar entre

0,7 i 2,5% pl/v segons la grandaria dels fragments a utilitzar. El bromur d’etidi s’incorpora directa-
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ment en el gel (per tal de poder-lo visualitzar en el transil-luminador) a la concentracié de 0,5 ug/mi.

L'electroforesi es resol a voltatges d’entre 70-115V.

2.1.2. Electroforesi preparativa

Quan el proposit és purificar el DNA a partir de gel per posteriors utilitzacions s’utilitza agarosa
de maxima puresa (molecular biology grade agarose de ProMmEGA). Ens aquests casos es treballa
amb dimensions i volums de carrega més grans (50-100 ul per pou) i I'electroforesi es resol a voltat-

ges més baixos (40-60V) i durant temps més llargs.

2.2. AMPLIFICACIO D’ACIDS NUCLEICS

Permet obtenir una quantitat de DNA important a partir d’'un acid nucleic motlle (ja sigui DNA o
RNA) alhora que fa possible la introduccié de modificacions especifiques com ara 'addicié d’'una
diana de restricci6 o tags als extrems del DNA, mutagénesi dirigida, etcétera.

Les condicions d’amplificacié depenen en gran mesura del fragment a amplificar, de les caracteris-

tiques dels primers i de 'enzim d’elecci6.

2.2.1. PCR (Polimerase Chain Reaction)

La reacci6 en cadena de la polimerasa o PCR s’ha convertit en un procediment basic en el labo-
ratori de biologia molecular. Cada reaccié d’amplificacié s’ha d’optimitzar de manera individualitzada,
aixi s’ha de tenir en compte, a part del disseny de cada primer, la temperatura d’anellament (Ta), el
numero de cicles de la reaccio i la concentracié de Mg?*"

L’eleccio de la polimerasa dependra de 'aplicacio de la PCR. En la majoria de situacions s’utilitza
la EcoTaq d’Ecocen, mentre que aquells casos en qué la fidelitat de I'amplificacié ha estat impor-
tant s’han escollit polimerases amb activitat correctora com la FasStart de RocHe o la Pfu turbo de
STRATAGENE.

A continuacié es descriuen les condicions estandard que s'utilitzaran com a punt de partida previ

a la optimitzacio de cada cas concret.

Reactius:
= Taq polimerasa amb el seu tampo corre- = primers forward i reverse a 10 uM
sponent = eppendorfs per PCR de paret fina
= MgCI2 50 mM * H,O milli-Q esteril
= dNTP mix (dCTP, dGTP, dATP, dTTP; 10
mM)
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Procediment:

1. Preparar en gel la seglent reaccio (V final 2. Col-locar cada reacci6 en el termociclador
50 l): i executar el programa de PCR. Condicions
tipus:
Component Concentracio final 1 cicle 94°C 5 min
H,O milli-Q estéril fins al V final 30 cicles 04°C  30's
DNA motlle* Xl ot 30
10x taq buffer 1X
MgCl, 50 mM 1,5 mM 72°C 1min/Kb
dNTPs mix 10 mM 200 uM 1 cicle 72°C 5 min
forward primer 1uM 1 cicle 4°C I
reverse primer 1uM
EcoTaq 1-2,5U
* les quantitats de DNA motlle varien en funcié de #Tempreratura d'anellament sovint -5°C
si és DNA gendomic, DNA plasmidic o cDNA. En per sota de la Tm dels primers

general parlem de 25-100 ng de DNA genomic i
0,1-1 ng de DNA plasmidic.

2.2.2. qRT-PCR (Quantitative Reverse Transcription-Polimerase Chain Reaction)

La RT-PCR o transcripcio6 inversa, permet amplificar un mRNA concret fins al cDNA de doble
cadena corresponent. La técnica consta de dues etapes, primer la transcripci6 inversa (RT) a partir
de 'mRNA i en segon lloc 'amplificacié per PCR de la cadena de cDNA sintetitzada en I'etapa ante-
rior. El producte amplificat es detecta en un gel d’agarosa un cop acabada la reaccié. Es una analisi
de punt final. La RT-PCR quantitativa o en temps real (qQRT-PCR) en canvi, permet detectar i quanti-
ficar el producte generat a cada cicle d’amplificacio. Aquesta quantitat de producte esta directament
relacionada amb la quantitat de cadenes de cDNA existents a I'inici del procés de la PCR. Per tal
de detectar en temps real els productes de PCR, s’inclou a la reaccié una molécula fluorescent de
tal manera que un augment en la fluorescéncia ens indica un augment proporcional de la quantitat
de DNA.

La PCR en temps real consta d’'una fase exponencial on la quantitat del producte de PCR es
duplica a cada cicle. No obstant, a mesura que avanca la reaccié es van consumint els diferents
components de la reaccio fins a arribar a ser limitants. A partir d’aqui, la reaccié de PCR entra a la
fase plateau. Inicialment, la fluorescéncia es manté a uns nivells no detectables tot i que existeix
una acumulacié del producte de PCR de forma exponencial. Finalment, 'acumulacié de producte de
la PCR produeix una senyal de fluorescéncia detectable. El cicle on té lloc aquest procés és el que
s’anomena CT (threshold cycle). Aquest valor de CT depen de la quantitat de cDNA present a l'inici
de la reacci6 (FIGura 2).

Durant aquest treball experimental, s’han utilitzat com a molécules fluorescents les sondes Tag-
Man® (ArrLiEDBIOSYSTEMS). Aquestes sondes son oligonucleotids que porten unides dos tipus de

molécules: un fluorocrom a I'extrem 5’ i un reductor de I'emissié o quencher a 'extrem 3’. Mentre la
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Figura 23. Model d’una corba d’amplificacié de la qRT-PCR.

sonda es mostra intacte, la proximitat del quencher absorbeix la fluorescéncia emesa pel fluorocrom.
Quan la Taqg polimerasa arriba a I'extrem 5’ allibera el fluorocrom gracies a la seva activitat exonu-
cleasa distanciant-lo del quencher, moment en el qual el fluorocrom emet fluoresceéncia. D’aquesta
manera el sistema esdevé altament especific ja que el fluorocrom només emet fluorescéncia quan
s’amplifica la cadena d'’interés.

La PCR en temps real permet tant una quantificacié6 absoluta del nombre de copies de cada
mRNA com una quantificacié relativa. En aquest treball s’ha utilitzat la quantificacié relativa que es
basa en el métode de la comparaci6é de CT. Aquesta técnica utilitza un control endogen com a ele-
ment normalitzador i es basa en el calcul de la relacié que hi ha entre el CT del gen problema i el
CT del control endogen que serveix per a normalitzar la quantitat de cDNA afegit a la reaccié. A més
a més aquest valor es pot utilitzar per a la comparacio relativa de les diferents quantitats entre les
diferents mostres problemes. Per tal d’aconseguir-ho es tracta de designar una de les mostres com
a calibrador. El calibrador no és res més que una mostra que serveix com a base per a comparar els
resultats, és el que s’anomena valor 1 d’expressio.

La quantitat de la mostra problema normalitzada pel control endogen i relativa al calibrador, ve
donada per:

2_AACT
On ACT = CT gen problema - CT control endogen
AACT = ACT mostra problema -ACT calibrador

A continuaci6 es descriuen el protocol seguit, en primer lloc per la transcripcié inversa i en segon

lloc per la PCR a temps real.
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Reactius de la transcripcié inversa:
* RNase OUT™ (INVITROGEN)
= Random Primer 3 ug/ul (INVITROGEN)
= dNTP Mix 10 mM
« DTT (0.1M)

Procediment de la transcripcié inversa:

1. Preparar en gel la seglent reaccio
(Vf=12pl):

Component Concentracio final
H,O milli-Q estéril fins al V final

1 ug RNA Xu
Random Primer 250 ng/pl
dNTPs mix 10 mM 50 uM

2. Escalfar 5 min a 65°C. Refredar en gel
3. Afegir a la reaccié:
4 ul 5x First Strand Buffer

Reactius de la qPCR:
= 2x TagMan® Universal PCR Master Mix
(APPLIED BIOSYSTEMS)
= 20x Assays on Demand™ Gene Expres-

sion Assay Mix (APPLIED BiosYSTEMS):

Sonda Tagman Cyclophilin B (Mm00478295_m1)

Sonda Tagman f-2-microglobulina

Procediment de la transcripcié inversa:

1.Diluir el cDNA 1/10.

2. Preparar la segient reacci6é (Vf=20pul):

Component Volum final (pl)
TagMan® Universal 10
PCR Master Mix 2x

Assay on Demand 1

20X (Sonda)

cDNA

H,O milli-Q estéril 7

Aquests volums sén per pou de placa de 96 pous

= SuperScript™ |l Reverse Transcriptase
(INVITROGEN)

= 5x First Strand Buffer (INVITROGEN)

2l DTT 0.1M
1 ul RNase OUT
4. Barrejar bé i incubar 2 min a 25°C.
5. Afegir a la reaccidé 1 yl SuperScript™ ||
Reverse Transcriptase. Pipetejar.
6. 10 min a 25°C
50 min 42°C
15 min a 70°C
7. Congelar-ho a -20°C o procedir a la
gPCR.

MmOQ0437762_m1)

= cDNA

* H,O milli-Q esteril

= Plaques de 96 pous (ArPPLIED BiosYsTEMS)
= Taps per a plaques de 96 pous (APPLIED

BiosysTEMS)

3. Centrifugar breument la placa.
4. Col-locar la placa a I'aparell de PCR

quantitativa i executar la PCR:

1 cicle 50°C 2 min
1 cicles 95°C 10 min
50 cicles 95°C 15s
50 cicles 60°C 1 min
1 cicle 4°C ©

5. Analisis dels resultats



2.3. SEQUENCIACIO DE DNA
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Les seqliencies s’han realitzat al Servei de Seqlenciacié Automatica de la Unitat Cientifico-Tec-
nica de Suport (UCTS) de I'Institut de Recerca de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron (IR- HUVH)

mitjancant I'analitzador genétic ABI PRISM 310 d’AppLIED BiosysTEms. Per a les reaccions de se-

gléncia s’ha utilitzat BigDye®Terminator Cycle Sequencing Kit de PexiIN ELMER/ APPLIED BIOSYSTEMS.

Les condicions de la reacci6 de sequiencia s’han optimitzat pel Pekin ELvER GeneAmp PCR System

2400.

Reactius:
* H,O milli-Q esteril
= BigDye (APPLIED BIOSYSTEMS)

= TSR polymer (APPLIED BIOSYSTEMS)

Procediment:

1. Preparar la reacci6 de seqiiéncia (Vf = 20

ul)
Component Quantitat
H,O milli-Q esteril fins a 20 ul
DNA motlle * Xl
Primer 5 yM 1l
BigDye 5l

* Producte de PCR 200 ng, plasmidi 1 ug
2. Programar i executar el segtient progra-

ma en el termociclador.

1 cicle 96°C 2 min
25 cicles 96°C 10s
Ta* 5s
60°C 4 min
1 cicle 4°C 0

# Temperatura d’anellament, sovint 5°C per

sota la Tm dels primers
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= Primer especific a 5 yM

= Etanol

3. Precipitacié de les seqliéncies, afegint a
la reaccio:

16 pl d’'H,0 milli-Q

64 pl d’etanol al 95%
4. Vortexar i deixar precipitant 15 min a tem-
peratura ambient.
5. Centrifugar 20 min a 14.000 rpm.
6. Rentar el pellet amb 250 pl d’etanol al
70%.
7. Assecar.
8. Resuspendre el pellet amb 15 ul de TSR.
9. Desnaturalitzar 3 min a 94°C.
10. Centrifugar breument i clavar en gel.
11. Guardar a 4°C i a les fosques fins el mo-

ment de punxar la mostra a I'analitzador.
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3. DNA RECOMBINANT

3.1. CLONATGE DE DNA

Per tal de que I'expressié dels shRNA es doni cal en primer lloc clonar al vector mUGpro els oli-
gonucledtids corresponents.
S’han seguit els seglients passos:
Digesti6 i purificacid del vector de clonatge
Preparaci6 de l'insert a clonar: anellament dels oligonucleodtids
Lligacio6 de l'insert al vector
Transformaciod en bacteris competents del producte de lligacié

Identificacié de les colonies recombinants

3.1.1. Digestio i purificacio del vector de clonatge mU6pro

Per tal de poder clonar I'oligonucledtid corresponent cal en primer lloc eliminar el cDNA correspo-

nent a la proteina verda GFP que conté el vector mUG6 pro.

1.Preparar la seglent reaccio: Vf = 20yl 2. Incubar la reaccié 1h a 37°C.

Component Concentracid final 3.Comprovar per electroforesi en gel
H,0 mill-Q fins a 204l d’agarosa que la digestié ha estat completa
Vector mU6pro Tpg/ul , ) -
Enzim/s do restriccio” 2U7 ug DNA (vegeu l'apartat 2.1.2 dels MeTopes), purifi-
Tampo 10x 1x cacio de la banda i precipitacié del DNA (veg-

* La digestio té lloc en dues etapes ja que els tam- eu els apartats 1.3 i 1.4 dels MeTopEs) abans

pons dels respectius enzims no sén compatibles.
En primer lloc digerim el vector amb I'enzim de
restriccio Bbsl i a continuacié amb I'enzim de re-

striccio Xbal.

de digerir amb l'altre enzim de restriccio.
4. Digesti6 amb laltre enzim de restriccio.
Repeticio de les etapes 1, 21 3.

5. Guardar la digestié a -20°C fins a la seva

Subministrat amb I'enzim de restriccio. utilitzacio.

3.1.2. Preparacio6 de I'insert a clonar: anellament dels oligonucleotids

Per a I'obtencié del shRNA s’han dissenyat dos oligonucléotids complementaris que seran els
responsables d’eliminar I'expressié génica de la proteina d’interés (vegeu 'apartat 4.1.1 dels MATERI-
ALs). Per obtenir el fragment de DNA de doble cadena necessari per a la lligacié amb el vector, s’ha
procedit a anellar els dos oligonucleodtids seguint el protocol recomanat per Turner et al., 2002 que
es descriu a continuacio:

1.Preparar en un eppendorf. 5 pl d’oligonucledtid upper 100 uM

5 pl d’oligonucledtid lower 100 uM

3 pl de tampd M 10x (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, MgCI2 10 mM,
NaCl 50 mM, 1 mM DTE)

17 ul H,0 milli-Q
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2. Incubar a 100°C durant 3 minuts.

3. Deixar refredar a temperatura ambient.

METODES

4. Guardar la reacci6 a -20°C o continuar amb la lligacié.

3.1.3. Lligacio de ’'insert al vector

Per a la reacci6 de lligacié es recomana que la relacié de les quantitats molars de vector (V) i

insert (1) siguin de 1(V):3(l). S’ha utilitzat el Rapid DNA Ligation Kit de RocHe. El protocol seguit ha

estat el segient:

1. Preparar en un eppendorf: 10 pyl de DNA (vector més insert) en DNA dilution buffer *1x
10 ul T4 DNA ligation buffer *2x

1 ul T4 DNA ligase*

*Subministrat amb el kit

2. Incubar la reacci6é 5 minuts a temperatura ambient.

3. Aturar la reaccio6 a -20°C o procedir amb la transformacio.

3.2. TRANSFORMACIO DE BACTERIS COMPETENTS

Els bacteris competents poden incorporar DNA exogen en un procés anomenat transformacio.

En aquest treball experimental, s’ha utilitzat la transformacié per xoc térmic. El sitema utilitzat ha

estat el dels bacteris One-Shot®TOP10 d’E. coli de la casa comercial INvITROGEN, fets competents

guimicament i que ofereixen una eficiéncia de transformacio de 107-108 cfu/ug.

3.2.1. Transformacio per xoc térmic

Per a la transformacio6 de bacteris per xoc termic s’han escollit els bacteris One-Shot® TOP10 d’E.

coli de la casa comercial | INVITROGEN, fets competents quimicament i que ofereixen una eficiéncia de

transformacié de 107-108 cfu/ug.

Procediment:
1. Descongelar en gel una aliquota de bact-
eris competents.
2. Afegir a la suspensio de One-Shot® TOP10
5 ul de la lligacié (vegeu l'apartat 3.1.3 dels
MEeTODES).
3. Incubar en gel durant 20 min.
4. Realitzar el xoc térmic incubant la barreja
a 42°C durant 30 s.

5. Transferir rapidament la barreja al gel.
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6. Afegir 250 pyl de medi SOC préeviament
temperat a 37°C.

7. Incubar a 37°C amb forta agitacio (225
rpm) durant 1 h.

8. Sembrar 100 — 250 pl en una placa amb
medi selectiu per identificar els bacteris
transformats.

9. Incubar la placa o/n a 37°C.
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4. RNA D’INTERFERENCIA (RNAi)

L'RNA d’interferencia, és una técnica que permet I'eliminacié total o parcial de I'expressioé génica
de manera especifica i a nivell posttranscripcional, mitjangant la introduccié a l'interior de la cél-lula
d’'una molécula d’/RNA de doble cadena (small interference RNA — siRNA) que conté homologia amb
el gen que es vol silenciar. En cél-lules de mamifer aquestes molécules de siRNA no poden ser su-
periors a 25 nucleotids ja que es desencadenen respostes no especifiques com pot ser la induccio
de l'interferéd (Elsbashir et al., 2001).

Quan aquests siRNA soén introduits a l'interior de la cél-lula, s'uneixen a un complex ribonucleo-
proteic (RNA-induced silencing complex, RISC), que dirigit per I'siRNA reconeixera I'RNA missatger
homoleg al siRNA produint un tall aproximadament al mig de la regi6 homologa, la qual donara lloc
a I'eliminacio total o parcial de I'expressio del gen (Bernstein et al., 2001). Aquesta técnica permet
estudiar la funcio del gen en sistemes cel-lulars de mamifer.

Per tal d’aconseguir I'eliminacié de I'expressio de les ciclofilines A i B, s’han realitzat divers-
es aproximacions. En primer lloc es transfecta de forma transitoria el vector mU6pro que permet
I'expressio de shRNA (small hairpin RNA). Els shRNA s6n molécules formades per 19 nucleotids
complementaris units entre si per un loop de 3 nucleotids i cinc T consecutives a I'extrem 3’ que
permeten la finalitzacié de la transcripcié. En segon lloc es transfecten de manera transitoria varies
molécules siRNA sintetitzades quimicament i marcades amb Cy3. Aquestes moléecules estan for-
mades per una doble cadena d’RNA de 21 nucleoétids de llargada. Dinou d’aquests nucleotids sén
complementaris entre si, els dos nucleodtids restants sén dimers d’uridina no complementaris lo-
calitzats a I'extrem 3’. En ultim lloc i per tal d’ aconseguir eliminar I'expressié génica durant mesos,
s’introdueix a l'interior de la cél-lula un vector d’expressioé que conté un gen de resisténcia a antibiotic
que permet seleccionar les cé-lules transfectades que expressen el DNA introduit. Aquest vector
permet I'expressié d’un hairpin d’siRNA, molécula formada per 19 nucledtids complementaris units
entre si per un loop de 9 nucledtids. A I'extrem 3’ també conté un dinucledtid lliure que hibrida amb
I'RNA del gen a silenciar.

A continuaci6 es descriuen amb més detall les aproximacions realitzades.

4.1. ELIMINACIO DE L’EXPRESSIO GENICA DE FORMA TRANSITORIA

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, I'eliminacié de I'expressio genica de forma transitoria s’ha
portat a terme en primer lloc utilitzant un vector d’expressié de shRNA i a continuacié transfectant

siRNA sintetitzats quimicament i marcats amb Cy3™,

4.1.1. Vector d’expressié mU6 pro

1. Disseny dels oligonucledtids que donaran 5.2.1 dels METODES)

lloc al hairpin de siRNA. 4. Observacio de les cél-lules transfectades
2. Clonatge (vegeu els apartats 3.1 3.2 al microscopi.

dels MeToODES) 5. Comprovaci6 de I'eliminacié de

3. Transfecci6 transitoria (vegeu I'apartat I'expressio del gen per Western blot
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1. Disseny dels oligonucleotids que donaran lloc al hairpin de siRNA.
2. Clonatge (vegeu els apartats 3.1 i 3.2 dels METODES)

3. Transfeccié transitoria (vegeu I'apartat 5.2.1 dels METoDES)

4. Separacio de les cél-lules transfectades

5. Comprovaci6 de I'eliminacié de I'expressié del gen per Western blot

4.1.2. siRNA-Cy3

Aquest procés s’ha portat a terme seguint les instruccions dels diferents kits de la casa comer-

cial AmBioN. A continuaci6 es descriuen els passos generals per a cada procediment.

Reactius:

= Silencer™ siRNA Construction Kit. Large
Scale Synthesis and Purification of siRNAs
(AmBION)

= Oligonucleotids de siRNA

Procediment:

1. Disseny dels siRNA. Per a cada gen que
es vol silenciar es sintetitzen 3 siRNA (TauLA
4). Fer un BLAST per comprovar que no pre-
senta homologia amb cap proteina conegu-
da.

2. Resuspendre els oligonucleodtids de siRNA
a una concentracio de 100 yM amb H, 0O lliure
de nucleases.

3. Sintesi de la doble cadena de RNA (Ficura
24).

4. Purificacio dels siRNA.

5. Quantificacié dels siRNA.

6. Guardar els siRNA a -20°C fins a la seva
utilitzacio.

7. Reconstituci6 del reactiu de marcatge
Cy™3*.
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= Silencer™ siRNA Labeling Kit. For Cy™3 or
FAM Labeling of siRNA (AwvBIoN).
= Etanol al 100%

8. Marcatge dels siRNA durant 1h a 37°C.

9. Precipitacio amb etanol dels siRNA mar-
cats.

10. Guardar els siRNA- Cy™3 a -20°C i pro-
tegits de la llum fins a la seva utilitzacio.
11.Transfeccio dels siRNA (Silencer™ siRNA
Transfection Kit. Transfection Agents and
SiRNA Controls, AwmsioN) (vegeu I'apartat
5.2.1 dels MeToDES).

12. Observacio de les cél-lules transfectades
al microscopi.

13. Comprovacié deI'eliminacié de I'expressio

del gen per Western blot.

* Subministrat amb el Kit
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Figura 24. Esquema de la sintesi de la doble cadena de siR-
NA. 1. Cada oligonucleotid de DNA s’hibrida amb el primer
del promotor de la T7. 2. Els extrems 3’dels oligonucleotids
hibridats s’allarguen amb la DNA polimerasa Klenow per
formar la doble cadena de DNA que servira de motlle per
crear la doble cadena de siRNA. 3. A continuacid té lloc la
transcripcio per accio de la T7 RNA polimerasa 4. Tot seguit
s’hibriden els RNAs per formar la doble cadena de RNA. 5.
Eliminacié de les seqiiencies leader situades a I'extrem 5 de
la doble cadena d’'RNA mitjangant I'accié d’una ribonuclea-
sa especifica de cadena simple i dels I'oligonucleotids de
DNA per accié d’una desoxiribonucleasa. Els dinucleotids
UU romandran al siRNA. El producte final és una doble
cadena de siRNA de 21 nucleotids amb un dimer d’uridina
a I'extrem 3.

4.2. ELIMINACIO DE L’EXPRESSIO GENICA DE FORMA ESTABLE

Per a I'eliminacié de I'expressié génica de forma estable s’ha utilitzat el Kit pSilencer™ 4.1-

CMV hygro. CMV- Driven siRNA Expression Vector with Hygromycin Resistance (AMBION).

A continuacio6 es descriuen els passos generals dels procés.

Reactius:

= pSilencer™ 4.1- CMV hygro. CMV- Driven
SIRNA Expression Vector with Hygromycin

Resistance

Procediment:
1. Disseny dels oligonucleotids que donaran

lloc al hairpin siRNA (TauLA 5 i Ficura 25).

2. Resuspendre el oligonucleotids a la con-
centracié de 1 pg/pl.

3. Anellar els oligonucleotids que donaran
lloc al hairpin (vegeu I'apartat 3.1.2 dels MEeT-
DOES™).

4. Clonatge (vegeu l'apartat 3.1.3 dels Me-
TODES™).

5. Transformacio del producte de lligacié (ve-
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= Oligonucleotids de siRNA

geu l'apartat 3.2.1 dels METODES)

6. Identificaci6 dels clons que contenen
linsert.

7. Purificacio del vector pSilencer 4.1-CMV
per a la transfeccio.

8. Transfeccio6 (vegeu I'apartat 5.2.2 dels Me-
TODES).

9. Selecci6 dels clons resistents a
I'antibiotic.

10. Comprovacio de lareduccié de I'expressio



METODES

del gen silenciat per a cada clon seleccio- *Durant aquest protocol s'utilitzen els tampons
nat per Western blot i gqRT-PCR (vegeu els subministrats amb el Kit i els volums recomanats
apartats 7.2 i 2.2.2 dels MeTopes respectiva- per la casa comercial.

ment).

Example Target Sequence (21 nt)

5 AU TIGACGAG TTGAGTGEGATT B A A 3

Annealed siRNA Template Insert (order these two 55mer cligonucleatides)

BamH|  sense sequence (19m00  kop antisense sequence (21 n0  Hind Il Figura 25. Esquema del disseny de
TS (o GACGAGTTGACTGCGATTG o[- " ' A-T l'oligonucledtid que donara lloc al hair-
ERN ! CTGCTCAACTGACGO TAAC | TTCGA =5 pin siRNA. A partir de 'mRNA del gen
que es vol silenciar, triar seqliéncies de

21 nucleotids putatives a ser dianes de

. I'siRNA. A continuacio es dissenyen els
Hairpin siRMNA Structure oligonucleotids de DNA que donaran
AT SEqUETCE lloc al hairpin. Als extrems 5 de cada
5= Mmaumumm”u¢A oligonucleotid s’afegeixen les dianes de
@WHWMGCW“ G restriccié pels enzims BamH| i Hindlll per

£ anlrense seguerce oA facilitar el clonatge direccional.

5. CULTIUS CEL-LULARS | TRANSFECCIONS

5.1. CULTIUS CEL-LULARS

En aquest treball s’han utilitzat 3 linies cel-lulars renals (PCT3, PR10 i HK-2) i una linia cel-lular
no renal (HelLa). Totes aquestes linies han estat mantingudes i expandides a una temperatura de
37° C en un incubador amb atmosfera humida al 5% de CO2, seguint les practiques estandards i

condicions d’esterilitat requerides pel treball amb cultius.

5.1.1.Tripsinitzacio
Pel manteniment de les linies cel-lulars, les cél-lules es tripsinitzen cada 4-5 dies aproximada-
ment depenent de la velocitat de creixement de cada linia cel-lular. Es recomanable tripsinitzar quan

el cultiu cel-lular assoleix una confluéncia entre 80-90%.

Reactius:

= Tripsina-EDTA (0.05% - 1/5000) (BioLocicAL = Medi de cultiu
INDUSTRIES)

= PBS 1x Estéril
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Procediment:

1. Temperar els reactius a 37° C.

2. Aspirar el medi de les cél-lules amb una
pipeta pasteur de vidre estéril.

3. Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

4. Aspirar el PBS 1x i afegir la tripsina (3ml/
flascé T-25).

5. Retirar la tripsina i col-locar el flasc6 du-
rant 5-10 minuts dins I'incubador fins que les

cél-lules s’hagin desenganxat.

5.1.2. Recompte de cél-lules

6. Recollir les cél-lules amb 3ml de medi de
cultiu /flasc6 T-25 (si no es desenganxen,
colpejar suament el flasco).

7. Centrifugar les cél-lules 5 min. A 1500 rpm
a4°C.

8. Aspirar el sobrenedant i resuspendre el
pellet de cél-lules en 1 ml de medi de cultiu.
9. Sembrar les cel-lules a un nova placa, a la

dilucié desitjada.

Per tal de poder sembrar la quantitat desitjada de cél-lules, després de tripsinitzar es fa un re-

Reactius:

= Blau de Tripa (Sicma)

Procediment:

1. Preparar una dilucié 1/10 les cél-lules en
blau tripa.

2. Amb 10 pl de la dilucié omplir la cambra de
Neubauer i realitzar el comptatge. Compta-
rem les cél-lules viables (no tenyides) en els

diferents camps.

5.1.3. Conservacio de ceél-lules

compte de les cél-lules mitjangant la cambra de Neubauer.

= Cambra de Neubauer

3. Realitzar el seglent calcul:

N° cel-lules/ml = N° cel-lules promig dels 4
camps x factor de dilucio x 104,

4. Agafar el volum necessari de suspensio

cel-lular per sembrar quantitat desitjada.

Les cél-lules es poden conservar congelades i sense perdre la viabilitat en un medi criopreser-

Reactius:

= Criotubs 1,5 ml
= Dimetilsulfoxid (DMSO)
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vant i amb nitrogen liquid. Ha de ser un procés lent i gradual.

= Freezing Container (NALGENE)



Procediment:

1. Tripsinitzar el cultiu cel-lular.

2. Refredar els criotubs amb 100 ul de DMSO
i esperar que aquest es solidifiqui.

3. Afegir al criotub 900 ul de suspensio
cel-lular, barrejar rapidament la suspensio
fins que el DMSO s’hagi liquat.

4. Col'locar els criotubs a l'interior del freez-

ing container. Préviament s’ha omplert d’ iso-

5.1.4. Descongelacio de ceél-lules

METODES

propanol i s’ha guardat a la nevera fins a la
seva utilitzacio.

5. Col'locar el freezing container a -80° C.
Aquest sistema permet que la temperatura
vagi baixant gradualment sense malmetre
les cél-lules.

6. Després d’'unes hores transferirles cél-lules

als tanc de N, liquid.

A diferéncia del procés de conservacié de les cél-lules, aquest ha de ser un procés rapid per no

perdre viabilitat de les cél-lules.

Procediment:

1. Treure les cel-lules del N, liquid i desconge-
lar-les en un bany de 37° C, fins que es
descongelin practicament del tot.

2. Afegir al criotub 1 ml de medi de cultiu fred
gota a gota.

3. Passar el contingut del criotub en un tub

4. Centrifugar durant 5 min. a 1500 rpm
(4°C).

5. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el
pellet en 1 ml de medi de cultiu .

6. Sembrar en un flascé de cultius la totalitat

de les cél‘lules.

que contingui 5ml de medi de cultiu.

5.2. TRANFECCIONS TRANSITORIA | ESTABLE

La transfeccié consisteix en la introduccié de DNA plasmidic dins de cél-lules eucariotes. Ex-
isteixen diferents mecanismes per fer-ho com per exemple la precipitacié amb fosfat calcic, la ve-
hiculacié del DNA amb vesicules lipidiques o I'electroporacié. La transfeccid sera transitoria quan el
DNA extern romangui dins la cél-lula 2-3 dies, mentre que sera estable quan estigui present dins la

cel-lula durant molt de temps gracies a la pressié selectiva d’'un antibidtic.

5.2.1.Transfeccio transitoria

Per a dur a terme la transfecci6 transitoria s’han utilitzat els liposomes, concretament la Liro-
FECTAMINE PLus™ Reagent (GiecoBRL), que és una barreja liposdomica 3:1 d’un lipid policationic
2,3-dioleiloxi-N-[2(sperminecarboxaminado)etil]-N,N-dimetil-1-propanaminotrifluoroacetat (DOSPA)

i d’un lipid neutre dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE). El reactiu PLus s’acomplexa al DNA afavorint
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aixi la unio als liposomes i augmentant I'eficiéncia de transfeccio.

El temps en qué el DNA roman a l'interior de la cél-lula és curt (3-4 dies), a més a més el percentatge

de cel-lules transfectades, depén de la linia cel-lular, perd normalment sol ser baix. Per les cél-lues

PCT3 r'eficiencia de transfecci6 esta al voltant del 20-30%. A continuacié es descriu el protocol op-

timitzat per a la transfeccié de les cél-lules PCT3.

Reactius:

= LiporFecTAMINE Reagent (GiecoBRL)
* Plus Reagent (GiscoBRL)
= Medi Opti MEM® (GiBcoBRL)

Procediment:

1. El dia anterior a la transfeccid, sembrar
la quantitat de cél-lules pertinents segons la
mida de la placa, per tal que en el moment
de la transfeccio estiguin al 60% de confluen-
cia.

2. Barrejar el DNA, diluit amb Opti MEM, amb
el reactiu Prus (soluci6 A). Incubar 15 min. a
temperatura ambient.

3. Diluir la LirorFeEcTAMINE amb I'Opti MEM
(solucio B).

4. Combinar la barreja del DNA-PLus amb la

LirorecTAMINE , i incubar-ho 15 min. a tem-

= PBS 1x

= Medi de cultiu

peratura ambient.

5. Aspirar el medi de cultiu a les cél-lules i
rentar-les dues vegades amb PBS 1x tem-
perat a 37°C.

6. Afegir a les cél-lules la barreja de transfec-
cio (TauLa 7) i incubar les cél-lules durant 3h
a l'incubador de cultius.

7. Rentar les cél-lules dues vegades amb
PBS 1x i afegir-hi el medi complet.

8. Assajar I'expressio del gen exogen 24, 48

0 72h posttransfeccio.

Taula 7. Volums i quantitats de transfeccio

Mida | Superficie | Cél-lules | DNA | LiroecTAMINE [ PLUS Volum | Volum final
de placa a sem- *(Mg) Reagent (ul) | Reagent | solucié | de transfec-
placa (cm?) brar (1) AiB (ul) cioé (ml)
24 pous 2 80.000 04-0.5 4 25 0.250
6 pous 10 250.000 25 4 6 100 1
60 mm 20 500.000 4-7 12 8 250 25
10 mm 56 1,5x108 15 30 12 750 6.5

* Es la quantitat de DNA total, tan si es transfecta 1 sol plasmidi com varis.

Per a la transfecci6 transitoria dels siRNA-Cy3™ s’ha seguit el protocol recomanat per la casa

comercial AvBioN (Silencer™ siRNA Transection Kit). Aquest Kit proposa la utilitzacié de dos agents

per a la transfeccioé que presenten diferents propietats.
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SiPORT Amine és una barreja de poliamines que permet I'expansi6é dels siRNA a linterior de les

cél-lules sense produir citotoxicitat.

Reactius:
= SiPORT Amine (AMBION)
= siRNA
= Medi Opti MEM® (GiscoBRL)

Procediment:

1. El dia anterior a la transfeccid, sembrar
la quantitat de cél-lules pertinents segons la
mida de la placa, per tal que en el moment
de la transfecci6 estiguin al 60% de confluen-
cia.

2. Diluir el siPORT Amine amb I'Opti MEM
(solucié A). Vortexar i incubar 10-30 min a
temperatura ambient.

3. Afegir I'siRNA a la solucié A. Barrejar-ho
bé i incubar 15-20 min a temperatura ambi-
ent.

4. Aspirar el medi de cultiu a les cél-lules i

= PBS 1x
= Medi de cultiu

rentar-les dues vegades amb PBS 1x tem-
perat a 37°C.

5. Afegir a les cél-lules la barreja de transfec-
Ci6 (TauLa 8) i incubar les cél-lules durant 3h
a l'incubador de cultius.

6. Rentar les cél-lules dues vegades amb
PBS 1x i afegir-hi el medi complet.

7. Determinar eficiéncia de transfeccié mit-
jancant un microscopi invertit de flourescén-
cia DM IRBE (LEeica) i assajar I'expressi6 del

gen exogen 48 i 72 h posttransfeccio.

Taula 8. Volums i quantitats de transfeccié recomanats al utilitzar siPORT Amine

Mida de | Superficie | Cél-lules a | siRNA* (ul) siPORT Volum so- | Volum final
placa placa (cm?) | sembrar Amine (pl) | lucié A (upl) | de transfec-
cié (ul)
96 pous 0.3 0.2-2x10* 0.005-0.05 1-2 19 100
24pous 2 1x108 0.2-1.2 3 49 250
12 pous 4 0.5-2x10° 0.25-2.5 4-6 99 500
6 pous 10 1-5x10° 0.5-5 6-10 197 1000

*Utilitzar una concentracio final de siRNA entre 1-25 mM. En aquest treball experimental els siRNA es trans-

fecten a les concetracions de 10 i 20 nM.
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SiPORT Lipid és una barreja de lipids que s’acomplexen amb els siRNA facilitant-ne I'entrada a

l'interior de la cél-lules. A continuacié es descriuen els passos més importants.

Reactius:

= siPORT Lipid (AMBION)
= siRNA
= Medi Opti MEM® (GiBcoBRL)

Procediment:

1. El dia anterior a la transfeccid, sembrar
la quantitat de cél-lules pertinents segons la
mida de la placa, per tal que en el moment
de la transfeccio estiguin al 60% de confluén-
cia.

2. Diluir el siPORT Lipid amb I'Opti MEM (so-
lucié A). Vortexar i incubar 10-30 min a tem-
peratura ambient.

3. Diluir 'siRNA amb I'Opti MEM (solucié B).
Vortexar i incubar 10-30 min a temperatura
ambient.

4. Combinar la soluci6 A amb la solucié B.

Barrejar-ho bé i incubar 15-20 min a temper-

= PBS 1x

= Medi de cultiu

atura ambient.

5. Aspirar el medi de cultiu a les cellules i
rentar-les dues vegades amb PBS 1x tem-
perat a 37°C.

6. Afegir a les cél-lules la barreja de transfec-
cio (TAuLa 9) i incubar les cél-lules durant 3h
a 'incubador de cultius.

7. Rentar les cél-lules dues vegades amb
PBS 1x i afegir-hi el medi complet.

8. Determinar eficiencia de transfeccié mit-
jancant un microscopi invertit de flourescén-
cia DM IRBE (LEica) i assajar I'expressio del

gen exogen 48 i 72 h posttransfeccio.

Taula 9. Volums i quantitats de transfeccié recomanats al utilitzar siPORT Lipid

Mida de | Superficie | Cél-lules | siRNA* | siPORT Volum Volum | Volum final
placa |placa(cm?) | asem- (pl) Lipid (ul) | solucié A | solucié B | de trans-
brar (D) (ul) feccio (pl)
96 pous 0.3 0.2-2x10* | 0.005-0.05 1-2 3 16.5 100
24pous 2 1x108 0.2-1.2 3 7.5 42 250
12 pous 4 0.5-2x10° 0.25-2.5 4-6 10 88 500
6 pous 10 1-5x10° 0.5-5 6-10 15 182 1000

*Utilitzar una concentracio final de siRNA entre 1-25 mM
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5.2.2.Transfeccio estable

La transfecci6 estable permet que el DNA romangui dins la cél-lula un temps constant gracies a
la pressié selectiva d’un antibiotic.
En primer lloc es realitza una transfeccié transitoria seguida de la seleccioé dels clons amb anti-

biotic.

Reactius:

= LirorecTAMINE Reagent (GiscoBRL)
= PLus Reagent (GiscoBRL)
= Medi Opti MEM®I (GiBcoBRL)

Procediment:

1. La transfecci6 estable es realitza amb pla-
cade 10 cm i es procedeix igual que la trans-
feccio transitoria fins el pas 7. En aquest cas
es transfecten 4 ng de DNA.

2. 24h després de la transfeccio, tripsinitzar
i expandir les cel-lules en 3 plaques de 10
cm.

3. 24h després de ftripsinitzar les ceél-lules,

= PBS 1x
= Medi de cultiu

= Antibiotic: Hygromycin B (INvIVOGEN)

afegir I'antibiotic; hygromicina 400 ug/ml.

4. Afegir medi fresc amb antibiotic a la con-
centracié de 400 ng/ml cada dia. Les cel-lules
que no hagin incorporat el plasmidi comen-
¢aran a morir de manera massiva.

5. Aparici6 i aillament de clons.

6. Expansi6 i comprovacio de I'expressio del

gen inserit al genoma.

6. ESTUDI DE LA VIABILITAT | MORTALITAT CEL-LULAR

6.1. TRACTAMENT CEL-LULAR AMB ELS DIFERENTS FARMACS

Els diferents tipus cel-lulars han estat sotmesos al tractament de diferents compostos com sén

la ciclosporina Sanoimmum® (NovarTis), la ciclosporina A (CaLelocHeM®) i la barreja Cremophor® EL i
etanol al 94%.

El tractament s’ha realitzat amb dosis creixents de CsA i durant diferents temps de tractament.

En funci6 de I'experiment a realitzar s’han utilitzat uns farmacs, dosis i temps concrets detallats a

continuacié en les taules 10,11, 12i 13.
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Reactius:

= Ciclosporina A (CALBIOCHEM®)

= Ciclosporina Sanpimmum® (CsA 50 mg/ml,
Cremophor® EL 650 mg/ml i etanol 94% (p/p)
278 mg/ml) (NovARTIS)

Procediment:

1. Sembrar les cel-lules 18h prévies al trac-
tament (TauLa 10)

2. Fer el banc de dilucions dels diferents far-
macs:

2.1. En el cas de la CsA CaLeiocHEM® cal en
primer lloc pesar-la en condicions d’esterilitat
i diluir-la per obtenir-ne la concentracio de 25
mg/ml. Per a la resta de farmacs agafar el
volum necessari de la solucié mare per obte-

nir la primera diluci6 a la concentracié de 25

= Cremophor® EL (BasF)
= Etanol 94%

= Medi de cultiu

= Medi Opti MEM®

mg/ml. En qualsevol cas la diluci6 es realitza
amb etanol al 94%.

2.2. Realitzar el banc de dilucions :10 mg/ml,
1 mg/ml, 10-1 mg/ml, 10-2 mg/ml i 10-3 mg/
ml. La concentracié 10 mg/ml es dilueix amb
etanol, la resta, en medi de cultiu (TauLes 11
i12).

3. Aspirar medi de cultiu i afegir el tractament
en funcié de I'experiment a realitzar (TauLa
13).

Taula 10. Quantitat de cél-lules PCT3/HK-2 sembrades segons el tamany de la placa

Mida de placa | Cél-lules a sembrar | Volum final (ml)

96 pous 10.000 0.1
24 pous 20.000*/66.000 1
60 mm 660.000 5

* Per I'experiment de marcatge TUNEL es sembren 20.000 cél-lules i sobre cobreobjectes. Per la resta

d’assajos s’utilitzen 66.000 cél-lules.

Taula 11. Esquema de les dilucions i volums emprats en el tractament cel-lular amb els diferents tipus

de ciclosporina

CsA (CALBiocHEM®), SANDIMMUM® (NOVARTIS)

[CsAlfinal (nM) 10 100 1.000 10.000 | 20.000 | 50.000
Dilucié emprada (mg/ml) 103 102 107 1
V dilucié 96 pous 1.2 1.2 1.2 1.2 2.4 6
emprada (ul) | 24 pous 12 12 12 12 24 60
60 mm 60 60 60 60 120 300
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Taula 12. Esquema de les dilucions i volums emprats en el tractament cel-lular amb Crempophor®EL

Cremophor® EL
ICSA]ﬁn.aJ (nM) 10 100 1.000 10.000 20.000 50.000
[Cremophor®EL] (pug/ml) 0.156 1.56 15,6 156 313 780
Dilucié emprada (mg/ml) 10° 10° 10 107 1072 10
V dilucié emprada (pl) | 96 pous | 2.4 24 2.4 24 48 1.2

Taula 13. Resum de les condicions emprades en els diferents experiments realitzats

. . Durada . . .
Tipus Mida de . Dosi de farmac Linia
. Farmac tractament
d’assaig placa (nM) cel-lular
(h)

Assaig XTT CsA CALBIOCHEM®# 0, 10, 100, 1.000,

PCT3, PR10,
(temps llargs de 96 pous CsA SaAnNDIMMUM® # 24,48,72 10.000, 20.000,

HK-2, HelLa

tractament) Cremophor EL 50.000

Assaig XTT

0, 10, 100, 1.000,
(temps curts de 96 pous CsA CALBIOCHEM® 2,4,6 PCT3, HK-2
10.000, 20.000

tractament)
MTT en temps
24 pous CsA CALBIOCHEM® 15 min 0, 10, 100, 1.000 PCT3, HK-2
real
24 pous sobre 0, 10, 100, 1.000,
TUNEL* CsA CALBIOCHEM® 24 PCT3, HK-2
cobreobjectes 10.000, 20.000
Cell Death 0, 10, 100, 1.000,
24 pous CsA CALBIOCHEM® 24 PCT3, HK-2
ELISAPLUS 10.000, 20.000
PCT3, PR10,
Cicle cel-lular 60 mm CsA CALBIOCHEM® 24 1.000,10.000
HK-2
Consum
60 mm CsA CALBIOCHEM® 24 10.000 HK-2
d’oxigen

0, 10, 100, 1.000,
2D 60 mm CsA CALBIOCHEM® 24 PCT3, HK-2
10.000, 20.000

* L’experiment es realitza amb el medi de cultiu complet i amb el medi Opti-MEM.
#Amb aquests farmacs només es realitza el tractament amb les diferents dosis de CsA durant 24h i amb les

tres linies renals.

6.2. ESTUDI DE LA VIABILITAT CEL-LULAR

Existeixen molts métodes per estudiar la viabilitat i la toxicitat cel-lular. Es poden quantificar el

nombre de cél-lules al llarg del temps, mesurar la sintesi de DNA, etcétera.
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6.2.1. Assaig XTT

La viabilitat i/o la toxicitat cel-lular s’han avaluat mitjangant un metode colorimétric basat en el
sistema XTT de gran sensibilitat i que evita I'iis d’isdtops radioactius. LXTT és una salt de tetrazoli
que s'utilitza per quantificar cél-lules viables gracies a la capacitat metabolica d’aquestes. La salt de
tetrazoli és convertida per les deshidrogenases mitocondrials de cél-lules metabolicament actives a
formazan (producte hidrofilic i de color taronja) quantificable en un lector d’'ELISA. D’aquesta man-
era podem dir que un augment en la quantitat de formazan format correlaciona amb un augment
del nombre de cél-lules viables. També, quantes menys cél-lules metabdlicament actives, menys
formazan generat.

Per avaluar la toxicitat cel-lular produida pel farmac immunosupressor CsA s’ha utilitzat el Cell

Proliferation Kit Il (XTT) de RocHE. A continuacié s’esmenta breument el protocol seguit:

Reactius:
= Cell Proliferation kit Il (XTT)

Procediment:

1. Descongelar el reactiu de marcatge XTT i 3. Afegir a cada pou 50 pl de reactiu de mar-
el reactiu acoblador d’electrons en un bany a catge i incubar les cél-lules a 37°C i 5% CO,
37°C. Agitar fins a obtenir una solucié trans- durant 2h.

parent. 4. Mesurar 'absorbancia a una longitud d’ona
2. Preparar la solucié de marcatge barrejant de 450 nm utilitzant un lector de plaques
100 pl del reactiu acoblador d’electrons amb d’ELISA.

5 ml del reactiu de marcatge XTT.

6.2.2. MTT en temps real

La viabilitat cel-lular en temps real s’ha avaluat utilitzant la salt de metilazotetrazoli MTT. Aquesta
salt és convertida a formazan (producte de color blau i insoluble en aigua) per les deshidrogenases
mitocondrials de cél-lules metabdlicament actives. La reduccié de 'MTT en temps real és possible
mesurant 'absorbancia a 595 nm amb un microscopi de fluorescéncia invertit acoblat a un fotomul-

tiplicador controlat des d’un fluorimetre.

Reactius:
=1-(4,5-Dimetilltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan = Fluorimetre SLM Aminco 2000
(MTT), (SicmaA) = Fotomultiplicador
= Microscopi de fluorescéncia invertit (IX70, = Placa escalfadora
OvLympus)
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Procediment:

1. Preparar 'MTT a una concentraci6 de 0.5 cel-lules control.
mg/ml i les diferents dilucions de CsA. 3. Afegir 'MTT i la CsA i mesurar-ne la re-
2. Afegir 'MTT i mesurar-ne la seva reduc- ducci6 en temps real durant 15 minuts per a
ci6é en temps real durant 15 minuts per les cada una de les dosis de CsA.

6.2.3. Citometria de flux. Analisi del cicle cel-lular

La citometria de flux és una técnica destinada a la quantificaci6 de components o caracteris-
tiques estructurals de les cél-lules mitjangant basicament métodes optics. Tot i que les mesures son
realitzades sobre cél-lules individuals i per unitat de temps, ens permet analitzar milers de cél-lules
en pocs segons.

Aquesta tecnica permet l'estudi de la distribucié d’'una poblacié cel-lular al llarg de les diferents
fases del cicle cel-lular, en funcié del seu contingut de DNA. La citometria de flux també és util per de-
terminar agents que indueixen o paren la proliferacio cel-lular, com també per quantificar 'apoptosi.
Per aix0, cal I'is de fluorocroms que s’uneixen al DNA cel-lular. Els colorants més utilitzats sén el
iodur de propidi i el bromur d’etidi. Ambdds s’exciten a una longitud d’ona de 488 nm i s’'uneixen de
manera estequiométrica al DNA. Donat que aquests fluorocrom s’'uneixen també a 'RNA cal prévia-
ment tractar les cél-lules amb RNasa.

L’analisi de mostres s’ha dut a terme a la Unitat de Citometria de la UCTS de 'HUVH. El protocol

seguit ha estat el seglent:

Reactius:
= PBS 1x » BSA 1% (diluida en PBS-EDTA)
= Tripsina » RNasa A 10 mg/ml
= PFA 4% = Etanol 70%

= PBS 1x—10 mM EDTA = lodur de propidi 1 mg/ml

Procediment:

1. Tripsinitzar i comptar les cél-lules.

2. Passar 1x108 cél-lules/ml en un tub falcon
de 15 ml. Centrifugar durant 5 min a 1000g.
3. Rentar les cél-lules amb 10 ml de PBS 1x—
10 mM EDTA (per tal de desfer els grumolls
de cel-lules). Repetir-ho dues vegades més.
4. Permeabilitzar les cél-lules amb 1%. BSA
Centrifugar durant 15 min a 1000g.

5. Fixar les cél-lules amb etanol al 70% a

-20°C o/n (no guardar-les més d’'una setma-
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na) abans d’anar al citometre

6. Rentar les cél-lules amb PBS1x-1% BSA.
Repetir-ho dues vegades més. En [l'Ultim
rentat resuspendre les cél-lules a la concen-
tracié de 1x106 cél-lules/ml.

7. Incubar les cél-ules amb 250 pg/ml
d’RNasa A durant 1h a 37°C.

8. Afegir el iodur de propidi a 30 pug/ml.

9. Guardar les mostres a 4°C i a les fosques

fins al moment d’anar al citometre.
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Preparacié de RNasa A lliure de DNases:

1. Dissoldre la RNasa A pancreatica a 10 mg/ml en Tris-HCI pH 7.5, NaCl 15 mM

2. Escalfar a 100°C durant 15 min
3. Deixar refredar lentament a temperatura ambient

4. Aliquotar i guardar a -20°C

6.2.4. Mesures de la respiracio endogena. El consum d’oxigen

Elgctroda da Clark

B Poradinjeccd

SomMidad aigua calenta

Entrada aigua calenta Cambra de reaccd

Figura 26. Esquema de la cambra d’oxigen

La mesura del consum d’oxigen es va
realitzar per polarografia d’oxigen utilitzant
I'electrode de Clark, que consisteix en un ca-
tode de plati i en un anode de Ag-CIAg immers
en una solucié de clorur potassic i separats per
una membrana de tefl6 permeable a 'oxigen.
Sobre la peca base que conté el catode i
'anode es colloca una pega cilindrica que
inclou la cambra de reaccid, rodejada d’'una
camisa d’aigua connectada a un bany termo-
stable. La cambra es segella amb un émbol

que conté una obertura capil-lar en el centre

que permet la sortida d’aire i I'addici6 dels re-

actius amb I'ajuda d’una xeringa Hamilton. Les cél-lules s’afegeixen a la cambra de reaccid, on sén

homogeneitzades per agitaci®6 magnética. Les dades es registren en un ordinador mitjangant el

programa Oxyg32, HANsATECH. Les mesures de consum d’oxigen es realitzaren a 37°C i 650 mV de

potencial del eléctrode.

El protocol seguit ha estat el segient:

Reactius:
= Tripsina

= Medi de respiracié (DMEM sense glucosa,

Procediment:

1. Preparacio del medi de respiracio i de
I'agent desacoblant.

2. Tripisinitzar i comptar les cél-lules.

3. Resuspendre 1.5x10°¢ cél-lules en 300 pl
de medi de respiraci6. Fer duplicats de cada
situacio.

4. Introduir les ceél-lules dins la cambra de

2mM glutamina, 1mM piruvat sodic)

I'eléctrode i enregistrar el consum d’oxigen
durant 2 minuts.

5. Afegir 1.5 ul d’'FCCP per desacoblar la
cadena respiratoria i enregistrar el consum
d’oxigen durant 2 minuts més.

6. Calcul del consum d’oxigen. S’expressa

com (nmols d’oxigenx108 cél-lules)/ml.
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6.3. ESTUDI DE LA MORT CEL-LULAR

Alguns compostos quimics tenen propietats citotoxiques, és a dir, poden provocar la mort cel-lular.
La mort cel-lular es pot donar per dos mecanismes diferents, 'apoptosi i la necrosi. L'apoptosi és
un procés fisiologic de mort programada que es ddéna quan hi ha la necessitat d’eliminar cél-lules
en processos fisiologics normals. La necrosi, en canvi, és un procés patologic pel qual les cél-lules

moren al ser exposades a un dany quimic i/o fisic.

6.3.1. Assaig de la mort cel-lular

La mort cel-lular es pot donar per dos mecanismes diferents, 'apoptosi i la necrosi. L’apoptosi es
caracteritza per una agregacio de la cromatina, la fragmentacié del DNA seguint un patré concret, la
condensacio6 del nucli i del citoplasma de la cél-lula, I'alliberacié diferents factors com el citocrom C
al citoplasma de la cél-lula, I'activacié de les caspasses, etcétera.

En les fases inicials de I'apoptosi la permeabilitat de la membrana citoplasmatica i I'activitat
mitocondrial romanen intactes. Per aquest motiu s’han desenvolupat técniques que mesuren els
diferents efectes que tenen lloc en els estadis inicials d’aquest procés. En aquest treball s’ha util-
itzat el marcatge enzimatic TUNEL amb el In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein de la casa
RocHE. Aquest métode permet detectar la fragmentacié del DNA en les fases inicials de I'apoptosi
en cel-lules individuals. Els talls de DNA generats sén marcats en el seu extrem 3’-OH lliure amb
nucleotids modificats (Fluorescein, dUTP) per una reaccidé enzimatica catalitzada per la Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT). A més, també s’ha utilitzat un assaig d’ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) que permet quantificar els fragments de DNA acomplexats amb histones
presents al citoplasma de les cél-lules amb el Cell Death Detection ELISAP-S kit de la casa RocHE.
Aquesta técnica es basa en el principi d'immunoassaig-enzim-sandwich utilitzant anticossos mono-
clonals anti-histona-biotina i anti-DNA-peroxidasa, permetent una determinacio6 especifica dels mono
i oligonucleosomes presents a la fraccié soluble citoplasmatica.

La reaccio de marcatge TUNEL ha tingut lloc sobre cél-lules sembrades sobre cobreobjectes en

plagues de 24 pous, mentre que I'assaig d’ELISA ha tingut lloc en plaques de 24 pous.

6.3.1.1. In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein

Reactius:
= In situ Cell Death Detection Kit, Fluores- en 0.1% citrat sodic)
cein, Roche = Solucio de bloqueig (1% BSA en PBS 1x)
* PFA 4% = lodur de propidi 1 mg/ml
= PBS 1x = SlowFade™ Antifade Kit (MOLECULAR
= Solucié permeabilitzacio (0.1% TritéX-100 ProBEes)
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Procediment:

1. Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

2. Fixar amb PFA al 4% durant 1h a tempera-
tura ambient.

3. Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

4. Permeabilitzar les cél-lules amb la solucio
de premeabilitzacioé durant 2 min en gel.

5. Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

6. Preparar la reaccié de marcatge TUNEL:
afegir 50 ul de I'Enzime Solution als 450 ul de
la Label Solution i barrejar-los bé.

7. Afegir 50 ul de reacci6 de marcatge
TUNEL a cada mostra i incubar 1h a 37°C i

a les fosques.

6.3.1.2. Cell Death Detection ELISAPLYS

Reactius:

= Cell Death Detection ELISAP-YS kit RocHE

Procediment:

1.Preparacio de les solucions de treball:
Immunoreactiu: Barrejar 1/20 volums anti-
DNA-POD, 1/20 volums Anti-Histone-Biotin
amb 18/20 volums del tampd d’incubacio.
ABTS: Resuspendre 1, 2 o 3 pastilles ABTS
amb 5, 10 o 15 ml del tamp6 substrat.

2. Eliminar el sobrenedant i afegir 200 pl de
tampéd de lisi. Incubar durant 30 min a tem-
peratura ambient.

3. Passar el lisat a eppendorfs i centrifugar
10 min a 200g.

4. Retirar el sobrenedant (conté la fraccio cit-
oplasmatica) amb molt de compte de no aga-

far pellet (que conté els nuclis amb el DNA no
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8. Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

9. Incubacié amb la solucié de bloqueig du-
rant 30 min a temperatura ambient.

10. Contra tincié amb iodur de propidi durant
2 min i protegit de la llum. Dilucié 1:1.500.
11. Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

12.

SlowFade ™ Antifade kit i mantenir-les a 4°C i

Muntar les céllules amb el
protegides de la llum fins al moment de visu-
alitzar-les al microscopi.

13. Visualitzacié i comptatge de les cél-lules
al microscopi invertit LEica (UCTS, Servei de

Microscopia, HUVH).

fragmentat d’elevat pes molecular).

5. Afegir a la placa d’ELISA* i per duplicat
20 ul del lisat cel-lular de cada una de les
mostres, el control positiu (barreja de DNA i
histones) i el control de background.

6. Afegir a cada pouet de la placa 80 pl
d’immunoreactiu. Tapar la placa d’ELISA
amb l'adhesiu* i incubar 2h a temperatura
ambient i amb agitacio.

7. Retirar la solucié.

8. Rentar amb 250 -300 uyl amb el tampd
d’'incubacié. Repetir-ho dues vegades més.
9. Retirar amb molt de compte la solucié de

rentat.



10. Afegir a cada pouet 100 yl d’ABTS. In-
cubar amb agitaci6 fins que adquireixi colo-
racio.

11. Mesurar a una longitud d’ona de 405 nm.
Utilitzar com a longitud d’ona de referéncia
490 nm.

12. Calcular el factor d’enriquiment:

METODES

FE = Absorbancia de la mostra/ Absorbancia
del control negatiu.

Acontinuacié es calculaelfactord’enriquiment
de cada mostra tractada amb CsA respecte
la mostra control.

* Submistrat amb el Kit

7. ANALISI DE PROTEINES

7.1 EXTRACCIO DE PROTEINES A PARTIR DE CULTIUS CEL-LULARS

Per obtenir els extractes proteics a partir de cél-lules en cultiu s’ha utilitzat sempre el mateix

protocol.

Reactius:

= Soluci6 de rentat de cél-lules (10 mM Tris i

25 mM sorbitol, pH 7)

Procediment:

1. Descartar el medi de cultiu i rentar dues
vegades les céllules amb soluci6é de rentat
freda.

2. Afegir ala placa el volum adequat de tampd
de lisi (150 pl/placa de 6 cm de diametre) i

rascar les cél-lules, sobre gel, per despen-

= Tamp6 de lisi (8 M Urea, 4% Chaps i 40
mM Tris)

dre-les de la placa.

3. Transferir les cél-lules parcialment lisades
a un eppendorf i passar-les sequencialment
per xeringues de 16G, 20G i 23G (5 vegades/
xeringa)

4. Guardar el lisat a -80°C

La concentracio de proteina s’ha determinat utilitzant el Kit DC Protein Assay de Bio-Rap seguint

les instruccions del fabricant.

7.2. SDS-PAGE D’UNA DIMENSIO

L’electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE) és una de les técniques més usades per separar
i caracteritzar proteines. La xarxa formada al barrejar acrilamida/bis-acrilamida polimeritzada permet
separar les proteines segons la seva carrega, forma i tamany quan es sotmet a un camp eléctric.
L'SDS-PAGE permet separar les proteines exclusivament pel seu pes molecular. L'SDS, detergent

amfipatic amb un cap anionic i una cua lipofilica, desnaturalitza les proteines de manera que es perd
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la seva estructura tridimensional donant lloc a proteines lineals. A més, I'SDS s’uneix de forma no
covalent a les proteines amb una ratio de una molecula d’'SDS per cada 2 aminoacids, conferint a la
proteina una carrega neta negativa.

S’ha utilitzat el sistema vertical mini-ProTeaN 3 de la casa Bio-Rap. S’han utilitzat gels al 12% de

poliacrilamida i condicions desnaturalitzants.

Reactius:

= Tampo de carrega o de Laemmli 3x = Tampo d’electroforesi

Procediment:

1. Preparar els gels de poliacrilamida (TauLa
14).

2. Preparar les mostres de proteina diluint-
les en tampo de carrega 3x. Bullir-les durant
5 min i clavar-les en gel.

3. Muntar els gels en la cubeta d’electroforesi,

cobrir-los amb tampé d’electroforesi i carre-

gar les mostres de proteina.

4. Resoldre les mostres fins que surti el front
a 20 mA/gel a amperatge constant.

5. Desmuntar els gels i tenyir-los durant 10
min amb la tincié Blau de Coomassie.

6. Destenyir els gels amb 10% d’acid aceétic

fins a observar bandes discretes en el gel.

Taula 14. Volums necessaris per a la preparacio de dos mini-gels per SDS-PAGE

GEL SEPARADOR 12% GEL CONCENTRADOR
30% acril/0.8% bis 6 ml 30% acril/0.8% bis 0.6 ml
4x Tris-CI/SDS, pH 8.8 | 3.75ml [ 4x Tris-Cl/SDS, pH 6.8 1.25 ml
H,0 5.25 ml H20 3.05 ml
10% PA 0.05 ml 10% PA 0.025 ml
TEMED 0.01 ml TEMED 0.001 ml

7.3. ELECTROFORESI BIDIMENSIONAL (2D)

L’electroforesi bidimensional és la técnica més emprada per analitzar barreges complexes de
proteines extretes de teixit, cél-lules o mostres bioldogiques. Aquesta consta de dues etapes. La
primera es basa en una separacid proteica per punt isoeléctric seguida d’'una segona etapa on
les proteines es separen segons el seu pes molecular mitjangant un SDS-PAGE. Juntament amb

I'espectrometria de masses aquestes proteines poden ser identificades.

PRIMERA DIMENSIO (ISOELECTROENFOC, IEF)

L ’isoelectroenfoc o separacid per punt isoeléctric es basa en el desplagament de les proteines
en un gradient de pH. Quan s’aplica una diferéncia de potencial en un gradient de pH on s’hi troba

la mescla de proteines, aquestes migraran fins al Pl que sigui igual al seu pH.

-08-



Reactius:

= Tires de pH de 7cm i de 24 cm
= Solucié de rehidratacié (8 M Urea, 2% SDS,
0.5% ampholine buffer pH 3-10-IPGbuffer

Procediment:

1.Afegir el DTT (0.28%) a la solucié de re-
hidratacio.

2. Preparar les mostres de proteina diluint-
les amb solucio de rehidratacié (TauLa 15)

3. Aplicar la mostra proteica al centre de
I'Strip holder, eliminar les bombolles.

4. Col-locar amb cura la tira sobre la suspen-
si6 proteica, amb la cara que conté el gel de
poliacrilamida cap per avall.

5. Aplicar unes gotes de IPG Cover Fluid fins
a cobrir la tira per evitar I'evaporacié. Tapar
I'Strip holder i col-locar-lo a I'aparell IPGphor

per tal de realitzar I'lEF

METODES

3-10, 0.002% blau de bromofenol)
=DTT

6. Rehidratacié. Minim 12h. Les condicions
de I'lEF son diferents en funcié de la longitud
de la tira:
7 cm: 30 min a 500V
30 min a 1000V
1h a 8000V
24 cm: 60 min a 500V
60min a 1000V
6h i 30 min a 8000V
7. Un cop finalitzat I'lEF, ja es pot passar a
realitzar 'SDS-PAGE o bé es poden guardar

les tires en tub tancats a -80°C.

Taula 15. Quantitats i volums necessaris per a la realitzacié de I'lEF

Longitud Quantitat de Tipus de Volum de I'IEF Estudi
tira (cm) proteina (ug) tincio (ml)
100 Coomassie
7 125 Western blot
6 Plata
800 Coomassie Analisi diferencial
24 450 Analisi diferencial/
50-150 Plata
MALDI-TOF-TOF

SEGONA DIMENSIO, SDS-PAGE

Reactius:

= Soluci6 d’equilibrat |1 (50 mM Tris pH 8.8, 6
M Urea, 30% Glicerol al 87%, 2% SDS, 1%
DTT, 0.002% blau de bromofenol)
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= Solucié d’equilibrat Il (50 mM Tris pH 8.8, 6
M Urea, 30% Gilicerol al 87%, 2% SDS, 4%

iodocetamida, 0.002% blau de bromofenol)
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= 30% Acrilamida/0.8% bisacrilamida (Bio-
Rad)

= Tampo de gelificacié 4x (1.5 M Tris-HCI, pH
8.8)

= SDS 10%

Procediment:

1. Preparacié dels gels (TauLa 16).

2. Després de I'lEF equilibrar les tires:

10 min amb solucié d’equilibrat | seguits de
10 min amb solucié d’equilibrat Il. El procés
d’equilibrat es realitza amb agitacié.

3. Col'locar les tires sobre el gel SDS-PAGE
de manera que, la cara de la tira que conté
el gel de poliacrilamida miri a 'operador i
'anode (extrem arrodonit) quedi a I'esquerra
de l'operador. Amb I'ajuda d’'una espatula
empényer la tira cap al gel evitant la formacié
de bombolles.

4. Sellar el sistema amb agarosa préviament
escalfada a 60°C.

5. Muntar els gels en la cubeta d’electroforesi,
cobrir-los amb tampé d’electroforesi Tris-
Glicina-SDS.

6. Resoldre les mostres fins que surti el front.

= Persulfat amonic
= Tampd d’electroforesi Tris-Glicina-SDS 10x
(250 mM Tris, 1.92 M Glicina, 1% SDS)

= Soluci6 de sellat 0.5% agarosa

Les condicions sén diferents en funcié de la
longitud de la tira:

7 cm: 1h 200V

24cm: 2.5W/gel durant 30 min + 100W totals
7.Desmuntar els gels. Els gels corre-
sponents a la longitud de tira de 7 cm
s’electrotransfereixen (vegeu I’ apartat 7.2.2
dels MeTopes). Els gels corresponents a la
longitud de tira de 24 cm es tenyeixen amb
Plata (Silver Stainig Kit Protein, PHARMACIA) i
es continua amb el procediment.

8. Analitzar i processar les imatges dels gels
amb el software PD-Quest de Bio-Rab (Dr.
Joan Lépez Hellin)

9. Analisi per MALDI-TOF-TOF de les pro-
teines diferencialment expressades. Unitat

de Protedmica, Institut de Recerca, HUVH)

Taula 16. Volums necessaris per a la preparacio del gel separador per a la segona dimensio

GEL SEPARADOR 12.5%
Mini-PROTOEAN 3 (ml) | EttanDalt6 (ml)
(tires de 7 cm) (tires de 24cm)
30% acril/0.8% bisacril 8.3 187.5
Tampé gelificacio 4X 5.0 112.5
H,0 6.5 145.5
SDS 10%* 0.2 4.5
10% PA 0.1 2.25
TEMED 0.01 0.225

* Afegir 'SDS en agitacio
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7.4. WESTERN BLOT

Les proteines separades per SDS-PAGE es poden electrotransferir a una membrana que permetra
la deteccio de la proteina d’interés mitjangant I'is d’anticossos i un sistema de revelat adequat.

Reactius:

= Tamp6 de transferéncia

= Metanol

* H,O destil-lada

= Membranes WESTRAN®-PVDF (ScHLEICHER &

SCHUELL)

Procediment:

1. Després de l'electroforesi equilibrar els
gels amb tampo6 de transferéncia.

2. Activar la membrana WEesTRAN®-PvDF du-
rant 5 s amb metanol.

3. Equilibrar la membrana amb tampo6 de
transferéncia.

4. Muntar la transferéncia seguint les instruc-
cions de l'aparell i transferir a 400 mA durant
90 min.

5. Desmuntar la transferéncia.

6. Bloquejar la membrana 1h a temperatura
ambient amb 5% llet en pols descremada i
0.1% Tween-20 en PBS1x.

7. Incubar I'anticos primari en solucié de blo-

= Llet en pols descremada

= PBS 1x

= Tween-20

= Anticos primari i secundari (TAuLEs 17 i 18)
= ECL Plus i ECL (AMERSHAM)

queig o/n a 4°C.

8. Rentar la membrana amb 0.1% Tween-
20 en PBS1x durant 10 min. Repetir fins a 3
vegades.

9. Incubar I'anticos secundari en solucio de
bloqueig durant 1 hora a temperatura ambi-
ent.

10. Rentar la membrana amb 0.1% Tween-
20 en PBS1x durant 10 min. Repetir fins a 3
vegades.

11. Revelar amb ECL Plus o ECL (en funcio
de I'anticos) segons les especificacions reco-

manades per la casa comercial.

8. ANALISI ESTADISTIC

S’han aplicat dos tipus d’estudis. El programa utilitzat ha estat 'STATGRAPHICS 4.1 (Virginia,
U.S.A).
Estadistica no parameétrica: les dades no compleixen els requisits per fer una ANOVA, és a dir no
presenten una distribucié normal, la n es petita i les variances no sén homogeénies. Els tests utilitzats
han estat Mann-Whitney (Wilcoxon) i Kolmogorov-Smirnov. Les diferéncies entre les dues mostres
comparades son significatives quan p < 0.05.
Estadistica paramétrica: Model factorial d’ANOVA d’'una sola via quan la comparacié només té
en compte un factor, quan intervenen més factors s’aplica una ANOVA multifactorial. Quan algun

d’aquests factors té varis nivells d’estudi s’aplica un test Post-Hoc.
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Taula 17. Anticossos primaris utilitzats per a la immunodeteccié per Western blot

Anticos | Origen Proveidor/ Quantitat Concen- Temps Sstema de
Referéncia | de proteina| tracio de |d’incubacio| deteccio

(ng) treball

anti-CypB conill Asr PA1-027 0.5 0.5 yg/m 1h ECL Plus

UPSTATE BIOTECH-
anti-CypA conill 5 1:2.000 o/n ECL Plus
NoLogy 12-301

anti-actina conill Siema A-5060 5-60* 1:1.000 o/n ECL
anti-MAP
kinase 1/2 UPSTATE BIOTECH-
conill 0.5-5* 1 pg/mi o/n ECL Plus
(Erk 1/2- NoLogy 06-182
CT)
ABNOVA CORPORA-
anti-NACAL ratoli TIoN H00342538- 60 1:1.000 o/n ECL Plus
A01
SanTa CRruz
anti-RACK1 ratoli BioTEHNOLOGY 20 1:500 o/n ECL
Sc-17754
anti-Crys-
tallin alpha conill Acris SP1088P 20 1:500 o/n ECL
B

*So6n anticossos que s’utilitzen per a normalitzar el Western blot, per tant s’indica el rang de quantitat de pro-

teina pel qual s’han utilitzat. Cultiu cel-lular (5 pg) o teixit (60 pg)

Taula 18. Anticossos secundaris utilitzats per a la immunodeteccié per Western blot

o . Proveidor/ Concentracié de Temps
Anticos Origen
Referéncia treball d’incubacio
anti-rabbit # cabra Dako P0448 1:5000 1h
anti-mouse * conill Dako P0260 1:2000 1h

# Conjugat amb peroxidasa
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ANNEX: COMPOSICIO DE TAMPONS | MEDIS

TAMPONS GENERALS
NOM COMPOSICIO COMENTARIS
NaCl (137 mM)
PBS 1x KCl (2,5 mM) Esterilitzar a I'autoclau.
Na,PO, (10 mM)
KH2PO, (1,4mM)
Tris base (40mM)
TAE 1% Acid acétic (2mM) Ajustar el pH a 8,1 i autoclavar.
EDTA (0,2mM)

TAMPONS PER SDS-PAGE | WESTERN BLOT

NOM

COMPOSICIO

COMENTARIS

Tris-HCI pH 6,8 (0,5M)

Tris-HCI 4% pH 6,8

SDS (0,4% wiv)

Filtrar el Tris-HCI amb un filtre
de 0,45 um abans d’afegir 'SDS.
Guardar a 4°C.

Tris-HCI pH 8,8 (1,5M)

Tris HCl 4x pH 8.8

SDS (0,4% wiv)

Filtrar el Tris-HCI amb un filtre
de 0,45 um abans d’afegir 'SDS.
Guardar a 4°C.

Tris base (125mM)

Tampo6 d’electroforesi

Glicina (0,96M)

5x%

SDS (0.5% wiv)

Guardar a 4°C. Diluir a la con-
centracio de treball 1x amb H,O

destil-lada.

Tris base (172mM)

Tamp6 de transferén-

Glicina (1.32M)

cia 3x

SDS (11.8mM)

Guardar a 4°C. Diluir a la con-
centracio de treball 1x amb HZO
destil-lada i afegir metanol a una

concentracio final del 20% (v/v).

Tris-HCI pH 6.8 (188mM)

Glicerol (30% v/v)

SDS (6% vIV)

Tampd Laemmli 3x

B-Mercaptoetanol (15% v/v)

Blau de bromofenol

(0,02%

w/v)

Guardar a temperatura ambient.

Metanol (40% v/v)

Acid acétic (7% viv)

Blau de Coomassie

Blau de Coomassie (0,025%

w/v)

Guardar a temperatura ambient.

Metanol (50% v/v)

Soluci6 de destenyir

Acid aceétic (10% v/v)

Guardar a temperatura ambient.
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TAMPONS PER A L’ELECTROFORESI BIDIMENSIONAL

NOM COMPOSICIO COMENTARIS
Urea (8M) Guardar a -20°C.
Solucio de lisi Chaps (4% viv)
Tris (40 mM)
Urea (8M) Guardar a -20°C. Afe-

Solucioé de rehidratacio

Chaps (2% v/v)

IPG buffer (0,5% v/v)

Blau de bromofenol
(0.02% wlv)

gir el DTT (1,4 mg per
500 pl) en el moment

d’utilitzar la solucio.

Solucié d’equilibrat

Tris 1,5 M pH 8,8

Urea (6M)

Glicerol (30% v/v)

SDS (2% w/v)

Guardar a -20°C. Afe-
gir el DTT (50mg per
cada 5ml) en el mo-

ment d’utilitzar la so-

Solucié de segellat d'agarosa

Blau de  bromofenol Ny

(0,02% wiv) lucio.
Tampé d’electroforesi 1x | Barrejar tots els in-
(100ml) gredients i escalfar la

Agarosa (0,5% w/v)

Blau de bromofenol

mescla al microones
a una poténcia maxi-
ma fins que I'agarosa

s’hagi dissolt. Guardar

Solucié de rentat de les cél-lules

(0,02% wiv)
a temperatura ambi-
ent.

Tris (10mM) Ajustar a pH 7 i guard-

Sorbitol (25mM)

ar a4°C.

Fixador

Etanol (40% v/v)

Acid acétic glacial
(10% viv)

Guardar a temperatura

ambient.

Sensibilitzador

Etanol (30%)

Tiosulfat sodic (0,2% v/v)

Acetat de sodi (6,8% v/v)

Glutaraldehid (0,25% v/v)

Utilitzar la solucio im-
mediatament després
d’haver-la  preparat.
No afegir el glutaral-
dehid si el gel és per

MALDI-TOF.

Tincié amb plata
Reactiu

plata

de

Nitrat de plata (0,25% v/v)

Formaldehid 37%

Utilitzar la soluci6é im-
mediatament després
d’haver-la  preparat.
No afegir el formal-
dehid si el gel és per

MALDI-TOF.

Revelador

Na,CO, (2,5% Vviv)

Formaldehid (0,04% v/v)

Utilitzar la soluci6é im-
mediatament després

d’haver-la preparat.

parada

Reactiu de

Na,EDTA.2H,0
(1,46% wiv)

Guardar a tempera-
tura ambient. Estable

durant 6 mesos.
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MEDIS | TAMPONS PER A BACTERIS

NOM

COMPOSICIO

COMENTARIS

Medi LB (per a 1 litre)

Triptona (Difco) (10g)

Extracte de llevat (Difco) (10g)

NaCl (5g)

Ajustar el pH a 7,5 i autoclavar.

LB-agar (per a 1 litre)

Medi LB a pH 7,5 (1)

Agar (Difco) (15g)

Autoclavar per a esterilitzat.
Deixar refredar fins a uns
50°C i afegir si cal, I'antibiotic
d’elecci6. Distribuir la mescla
en plaques i deixar solidificar.

Guardar a 4°C.

Ampicil-lina

Ampicil-lina (50 mg/ml)

Diluir 'ampicil-lina en H,O NaCl
(59)-Q estéril. Aliquotar i guard-
ar a -20°C.
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