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7. CULTIUS CEL-LULARS

7.1.Linies cel-lulars
Tots els experiments han sigut realitzats sobredikel-lulars adquirides a ATCC
(American Type Culture CollectioRockville, MD, USA).

a) Hela: linia cel-lular establerta I'any 1951 a partir d’oarcinoma epiteloide de
cervix, provinent d’'una dona d’étnia negra de 3{saiedat. Tenen una morfologia
similar a les cél-lules epitelials i creixen en weapa. Presenta una versio activa de
I'enzim telomerasa, evitant aixi I'escurgcament d&tomers durant la divisio
cel-lular i la consequent mort de la cel-lula. &l £reixement és anormalment
rapid, fins i tot comparat amb altres linies cddisl derivades de tumors; essent un
cicle complert al voltant de les 12 hores.

b) PC-3: creada a partir d’'una metastasi 0ssia d’'un adgenmmma prostatic amb grau
IV present en un individu caucasic de 62 anys (ac&mrinoma indiferenciat). De
morfologia epitelial, forma una monocapa en eldtage cultiu. Capa¢ de formar
tumors en ratolingudei de créixer ersoft agar Es una linia androgen-independent
(no respon a tractaments pro- o antiandrogenics).

c) Jurkat: linia cel-lular establerta a partir de limfocitpivinents de sang periferica
d’'un individu de 14 anys d'edat amb leucémia linkshica aguda. Creix en

suspensio individualment o en associacions en faleraim.

7.2.Manteniment de cultius cel-lulars

Les cel-lules foren cultivades a una temperaturd78€ en una atmosfera de 5% £0
95% aire amb un 99% d’humitat. Per a les cél-ltleka s'utilitza el medi DMEM -
Dulbecco’s modified Eagle medium(Gibco, Grand Island, N.Y, USA) i les cel-lules
PC-3 i Jurkat en medi RPMI 1640 (Gibco). Ambdéds imddren complementats amb
fetal bovine serunfFBS) al 10%, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml de peniaia, 100
ug/ml d’estreptomicina, 10 mM de piruvat sodic i M d’aminoacids no essencials
(MEM, non essential amino acidslots els reactius foren adquirits a PAA Laborator
(Pasching, Austria).

La descongelacié de les diferents aliquotes estaégber la immersié de criotubs
(Nunc, Thermo Fischer Scientific, Roskilde, Denmagk un bany a 37°C i la seva

posterior sembra en flascons T-25 (Nunc). Per dtibaules poblacions cel-lulars es
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desagregaren del plastic mitjancant un tractamertt aripsina-EDTA (0.5 mg/ml

tripsina, 0.22 mg/ml EDTA) (PAA) a 37°C. Es centgéren les cél-lules 5 min. a 1500
rom i se sembraren en el flascé T-75 i T-175 (Nwswjcessivament en funcio del
nombre de ceél-lules necessaries per realitzar>gdsrienents. La conservacio de les
linies cel-lulars es realitza per congelacié pregjia en els respectius medis
complementats al 10% amb DMSO (Dimethil Sulfoxil89.7% Hybri-MaxX, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Primer s’emmagatzesraies cel-lules a -80°C per un

periode de 24 hores i posteriorment es transfeangitrogen liquid.

7.3. Transfeccio cel-lular
Consisteix en un metode d’introduccié de DNA pladimiins de cél-lules eucariotes.
Existeixen diversos métodes fisico-quimics destimasuperar la barrera qué suposa la
membrana plasmatica d’aquestes cel-lules: eleatiojdy precipitacié per fosfat calcic,
etc. En els diferents experiments que es presensdran fet servir dos protocols basats
en el sistema de liposomes, sistemes vesiculdfiials de composicio fosfolipidica
semblant a la membrana cel-lular. D’aguesta mareréiposoma pot unir-se a la
membrana plasmatica afavorint la distribucié deslaisstancies contingudes en el seu
interior: farmacs, virus o, cadenes dobles de DNRNA . En el nostre cas, es realitza
una transfeccio transitoria en la qual I'acid nigciatroduit només s’expressa per un
periode curt de temps (24-96 hores aproximadam@). és degut a que no s’integra
en el genoma de la ceél-lula, sin6 que es mantéodraf episomica i és degradat
finalment per la maquinaria cel-lular.
En la transfeccid de la linia cel-lular HelLa sitgd I'agent de transfeccidrandT®-
HeLaMONSTER Transfection Kit (Mirus Bio Corp, Madison WI, USAE! protocol
és el seguent:

1. Sembra de les cél-lules HelLa el dia anterior egran de confluéncia entre el
50-70%.

2. Preparar la barreja de transfeccio qué s’aplicaréuléiu cel-lular. Mescla de
medi OPTI-MEM (Invitrogen-Life Technologies, Caré&gh CA, USA) o, en el
seu defecte, medi DMEM no complementat amb FB3an3-IT HeLa Reagent
(3ul de reactiu pepg d’acid nucleic qué es transfectara).

3. Incubar la barreja 15 min. a temperatura ambiem).(R
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4. Addicié del DNA a la barreja de transfeccid (la nitat de DNA variara en
funcio de la mida del cultiu a transfectar: plaea2d, 12 o 6 pous, 0 6, 10 cm de
diametre)

5. 15 min. d’'incubaci6 a RT.

6. Addici6 de Monster Reagent (Il de reactiu pemug d’acid nucleic que es
transfectara).

7. 15 min. d’'incubacié a RT.

8. Afegir medi complert (amb FBS al 10%) a la bariegglicar-ho a les cel-lules.
No canviar el medi fins realitzar I'experiment @sponent.

Placa Ne

OPTI-MEM Trans-IT Monster Medi

cultiu cel-lules complert

24-well 20.000

12 well 50.000 100 pl 3ul 1pg 3ul 1ml
6 well 300.000 200 pl 6 ul 2 g 6 Ml 2ml

10cm @ 1.000.000 500 pl 24 ul 8 ug 8 ul 5 ml

Taula 2. Quantitats i volums de transfeccié amb TransH&aMONSTER Transfection Kit

Per a la transfeccié de la linia cel-lular PC-Rieltilitzat va ser Lipofectamine™ Plus
Reagent (Invitrogen). Es tracta d'una barreja 3wl/wj del lipid policationic
2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]- N,dimethyl — 1 — propanaminium
trifluoroacetate (DOSPA) i el lipid neutre diolegfosphatidyl ethanolamine (DOPE).
El reactiu Plus millora el preacomplexament del DNA protocol és similar a
I'anterior:

1. El dia anterior a la transfeccio, sembrar les gksl en una confluencia
aproximada del 70%.
Preacomplexament de DNA i Plus Reagent en OPTI-MENEediserum free.
15 min. d’incubacié a RT.
Afegir Lipofectamine Reagent diluida en el volumagpat d’OPTI-MEM.
15 min. d’incubaci6 a RT.
Afegir OPTI-MEM a la barreja i aplicar-ho a les -deles.

4 h. d’'incubacié en les condicions habituals déwgkl- lular.

© N o gk~ wDbd

Canvi de medi a RPMI + 10% sérum.
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Placa cultiu N2 ceél-lules Plus Lipofectamine Medi

transfeccio

24-well 50.000

12 well 100.000 50 l 1ug 6l 4yl 1ml

6 well 300.000 100 pl 2 ug 8l 12l 2 ml

10cm @ 1.000.000 750 pl 12 pg 20 pl 30 pl 6.5 ml

I Taula 3. Ouantitats i volums de transfeccié aLinofectamini™ Plus Reaadel

L’experiment associat a la transfeccio transitésadura a terme 48 h. post-transfeccié
en el cas de DNA i 72 h. si estem treballant arRIN&i. En el cas de barrejar ambdds

tipus d’acids nucleics s’experimentara a les 7@dsprés de la transfeccio.

7.4.Transducci6 cel-lular
La transfeccié estable d’'una seqiiéncia de DNA épranés llarg del qué no sempre
s’obtenen resultats positius (la insercio és adai pot ser que es produeixi en una
regio del genoma qué no s’expressi) i en el cas RBIA d’interferéncia és encara meés
dificultés. Per a incorporar aquests RNA a leslai@ls es varen utilitzar les particules
lentivirals MISSIONM Lentiviral Transduction Particles (Sigma-Aldrichhquestes
particules es troben produides a partir d’'unadiibrde sequencies de shRNghdrt
hairpin RNA inclosa en vectors produits per lentivirus. BERNAS es processen
intracel-lularment originant el siRNA correspondgitprotocol utilitzat per la infeccio
de cél-lules Hela és:

1. Sembrar 50.000 cel-lules en plaques de 12 pouets.

2. Afegir Polybrene Infection Transfection Reagent I(iidore, Billerica, MA,
USA) a una concentracié final de |8/ml. Es tracta d’'un polimer cationic
destinat a augmentar I'eficiencia de la infeccid.

3. Afegir les particules lentivirals a una densitat H&@ MOIs (ultiplicity of
infection). Es tracta del nombre de particules infectives @ddwla eucariota
objecte de la infeccio.

4. Centrifugar la placa 1h. a 1800 g.
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5. Als 3 dies post-infeccié afegir I'agent de selecdiés particules MISSION se
seleccionen amb puromicina (Sigma-Aldrich) amb coacentracié variable en
funcio del tipus cel-lular. En HeLa s’ha fet seruira concentracio deiy/mil.

Notes:l'agent de seleccié es manté constantment en &l ael-lular. A fi d’evitar
alteracions en el patro d’expressio proteica deéedules, la puromicina fou retirada en
el moment de sembrar les cél-lules per realitzaxperiment concret. S'observa també
que les cél-lules recuperen I'expressiéo normaladerdteina diana del shRNA a les 3
setmanes aproximadament d’iniciar la seleccio. taat, els clons obtinguts foren
congelats una setmana després de la infecciédpprdescongelats, s'utilitzaren en els

2-3 primers passis posteriors.

7.5. Tractaments cel-lulars.

Nota: tots els reactius per realitzar tractameetsludars foren aconseguits de Sigma-
Aldrich.

7.5.1. Sincronitzacio: doble bloqueig amb timidina.
El doble bloqueig amb timidina €s un protocol pghlgs’aconsegueix la sincronitzacio
cel-lular en fase G;. Es un agent qué, afegit en excés, inhibeix l@side DNA.

- Incubar les cél-lules 16 h. amb medi complermivRtimidina

- Alliberar les cél-lules del bloqueig provocat partimidina (9 h amb medi

complert + 241M deoxicitidina)

- Incubar 16 h. amb medi complert + 2 mM timidina

- Alliberar amb medi complert + 34M deoxicitidina i realitzar I'experiment en

els temps corresponents.

7.5.2. Sincronitzacié: nocodazol.
El nocodazol és un agent que impedeix la polimeeitz de microtubuls. D’aquesta
manera, impossibilita la formacio del fus mitotioduejant les cel-lules en la transicié
prometafase-metafase (inici de la fase M). El béagis’aconsegui amb un tractament

O/N afegint al medi complert una concentraci@l de nocodazol.
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7.5.3. Sincronitzaci6: taxol.
A diferéncia del nocodazol, el taxol actua estHalit els microtubuls ja formats,
impedint la seva despolimeritzacio. En aquest lessceél-lules resten bloquejades en
metafase, sense poder progressar en el cicleoglbilg amb taxol es realitza amb un

tractament O/N a una concentracjdvlL

7.5.4. Inhibicié del proteasoma.

La poliubiquitinacié de proteines per I'accié defezims ubiquitin ligases €s un sistema
de senyalitzacié que direccionalitza diferents sabs cap a la via del proteasoma. A
meés, la ubiquitinacid6 remodela la superficie de pesteines substrat, modificant
propietats com [l'estabilitat o lactivitat (Mukhogiayay & Riezman, 2007). El
proteasoma (26S) és una estructura complexa forpexddiferents subunitats (un nucli
catalitic 20S i subunitats reguladores 19S), emgada de degradar els substrats
proteics previament ubiquitinats. Forma per tanh, dels principals processos
reguladors ddiurnoverproteic en cél-lules eucariotes. L'Us d’inhibidded proteasoma
€s una manera de comprovar quina via de degradagideix una proteina concreta i
com es veu regulat aquest procés (Kim & Crews, RAB8 els estudis d’inhibicié del
proteasoma per a l'analisi de I'expressio proteisdyan realitzat els segients
tractaments cel-lulars:

- Lactacistina: incubacio de 2h. a concentraci@¥0

- Epoxomicina: incubacio de 2h. a concentraciqui/

- MG132: incubacié de 2h. a concentracigua0.

7.5.5. Disrupci6 delslipid rafts.
A fi d’avaluar la localitzacio subcel-lular on Flbh-1 esta duent a terme les seves
funcions, s'utilitzaren 2 farmacs amb la capadi@tdestruir les regions membranoses
resistents a I'accié dels detergents habituals elofmitd X-100:
- Lovastatina: depleciona el colesterol a llargmiei. S'utilitza O/N a una
concentracié M dissolt en medi complert.
- Metil ciclodextrina: actua a curt termini blogaej el colesterol. El tractament fou

de 15 min. a concentracié 10 mM en medi no compheatemb FBS.
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7.6.Cicle cel-lular
L’analisi del cicle cel-lular es realitza per lznga de citometria de flux combinada
amb el marcatge per iodur de propidi (Pl). El Pugsagent intercalant de les bases del
DNA, de manera que emet un senyal directament pcap@l a la quantitat de DNA |
consequentment, a la fase del cicle en qué esrtiebeel-lules. S'utilitza el protocol:

- Tripsinitzacio de les cél-lules.

- 1 rentat amb medi sense FBS.

- 2 rentats amb PBS — EDTA 10 mM

- Fixacié de les cel-lules en etanol 70% (diluit”BS) O/N a -20°C (500 mL

EtOH/10 cél-lules).

- 2 rentats amb PBS — EDTA 10 mM

- Incubar 1h. a 37°C amb RNasa A (DNfas&) 100ug/ml.

- Afegir iodur de propidi 2fug/ml.

- Processat de les mostres amb el citometre analéi flux FacsCalibur (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA).

- Analisi dels resultats amb el software FCS Expré8eNovo Software, Los

Angeles, CA, USA).

8. MANIPULACIO DE RNA

8.1.Extraccié RNA
L’extraccié de RNA total es realitza amb el kit Ridg Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Es basa en I'is de columnes cromatogesicd’afinitat per evitar la
manipulacio de substancies potencialment toxiqoes €l fenol i el cloroform qué es
fan servir en el metode classic (Chomczynski & 8ad®87).
1. 2rentats de les cel-lules amb PBS.
2. Afegir buffer RLT (350l per<5-10 cél-lules, 60Qul per >5-16 cél- lules) +3-
mercaptoetanoBtME): 10 ul/ml bufferRLT.
3. Disrupcié de la monocapa cel-lular geraping.
4. Homogeneitzacié mitjancant una xeringa 18-20 G (@@ diametre; 5-10
vegades)
5. Afegir un volum d’etanol 70% a I'extracte i aplicarla columna proveida pel
kit.
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6. Seguint les instruccions del fabricant, realitziar grocessos de rentat i elucio
per centrifugacio de la columna.
La quantificaci6 es realitza amb [I'espectrofotometrNano-Drop ND-100
Spectrophotometer (Nanodrop Technologies Inc., \iidpton, DE, USA). La integritat

del RNA es comprova mitjancant la visualitzacicgehd’agarosa al 2%.

8.2. Electroforesi d’acids nucleics
Per visualitzar el resultat dels diferents protecotalitzats sobre acids nucleics
(digestions, amplificacions, preparacions) es fawis|'electroforesi en gels d’agarosa
estandard de grau mig (Ecogen, Barcelona, Cataliprgparada en percentatges que
oscil-len entre el 0.7 i el 2% en funcio de la madseparar en tampo TAE (40mM Tris
base pH=8.1, 2mM acid acetic, 0.2 mM EDTA). Peruaigzar els acids nucleics
mitjancant llum ultraviolada (UV) s’incorpora al®lg bromur d’etidi (EtBr) a una
concentraci6 final de 0.ag/ml. L’electroforesi es resol a diferéncies deepotal entre
70i120 V.
Les mostres es carreguen prévia addicié de tampardega (5% glicerol, 0.021% blau
de bromofenol, 0.021% xilen cianol i 0.02 M EDTA BtD).
Per identificar la mida del DNA visualitzat es camgp amb el marcador 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

8.3.RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Redion)
La transcripcio inversa o RT-PCR permet obtenicDNA de doble cadena partint del
MRNA corresponent. La técnica es divideix en dtages: la primera on es produeix la
transcripcio inversa mRNA> cDNA; i una segona en qué s’amplifica aquestamade
de cDNA sintetitzada inicialment.
1. Barrejar 2ug RNA + HO fins a un total de 18l. Afegir 4 ul de Random
Primers (Invitrogen-Life Technologies)
2. 5min. a 70°C.
3. Afegir els components de la MIX de PCR (Invitrogafe Technologies) fins a
un volum de 25ul:
a) 0.5 mM de cada dNTP
b) BufferMMLV (50 mM Tris-HC1 pH 8.3, 75 mM. KCI, 3 mM MgQl

c) MMLV Reverse Transcriptase
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d) 1 pul d'inhibidor de RNases (Qiagen)
4. 1h.a 37°C.
Per controlar les temperatures s'empra un ternamic! Minicyclef™ (MJ Research
Inc, Waltham, MA, USA).

8.4.Real Time PCR (RTqPCR)
8.4.1. Principis generals
La tecnica de PCR a temps real consisteix en lacdit i analisi de la quantitat de
producte generat a cada cicle d’amplificacio. Atmeguantitat de producte esta
directament relacionada amb la quantitat de caddeesDNA previes a l'inici del
procés de PCR. La deteccio cicle a cicle del priedgenerat és possible gracies a la
capacitat dels nous termocicladors de PCR per @detemissions de fluorescencia.
El procés d’amplificacié de PCR a temps real codst8 fases diferenciades:
a) Fase geometrica o exponenciakisteix una alta precisio entre la concentracio
de DNA i el cicle de PCR.
b) Fase lineal:no hi ha correlacié entre I'amplificacié de DNAlicicle de PCR.

c) Fase plateausaturacio dels reactius i amplificacio minima.

>

Plateau Phase

Linear Phase

Exponential Phase

Log(PCR Product Amount)

PCR Cycle Number

Fig 13.Esquema que mostra les diferents fasesad®lificacié per PCR. En la fase geométrica existei
una perfecta correlacio entre quantitat de DNAecRCR, i on es poden extrapolar els resultats giitn
(www.appliedbiosystems.cdm
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8.4.2. Sybr Green Dye
El marcador fluorescent Sybr-Green (Applied Biosgst, Foster City, CA, USA)
s’uneix al solc menor de la doble cadena de DNAarQas troba unit, la capacitat
d’emissio de fluorescencia augmenta. Per tant, mrgjantitat amplificada de DNA es

correlaciona amb major emissio de fluorescencia.

8.4.3. Corba d’amplificacié

En la fase geométrica I'eficiéncia de la reaccidnésima. Es en aquest punt on es pot
comparar si un gen s'expressa més que un altrecdPeprovar que I'amplificacié és
proporcional a la quantitat de DNA inicial es reali un banc de dilucions des de 1
pug/ul fins a 1/10000. Les corbes d’amplificacié indiquéaugment progressiu de
fluorescencia resultant dels diferents cicles d® P&estableix un llindar de deteccio o
thresholden el punt en qué la corba permet una deteccitudeescéncia superior al
backgrounddins de la fase exponencial. El cicle en qué I'dficpkidé del gen assoleix
aquest nivell s'anomen@t (cycle thresholfl Amb els diferents Cts en relacié a la
quantitat de DNA s’obté una recta el pendent dgukel permet determinar I'eficiencia
de la PCR. Un pendent de -3.32 indica que l'efwi#rde la PCR és d'un 100%,
podent-se determinar aixi amb exactitud els Ctieslanostres problema i per tant, la

seva quantitat.

8.4.4. Protocol d’amplificacio de la PCR a temps real
L’assaig que es va dur a terme per RTgQPCR fou &mtificacioé relativa entre mostres
infectades amb diferents particules lentiviralsd& @articula contenia una seqiiéncia
shRNA (especificades en l'apartat 2.5). L'objecfau determinar les diferéncies

d’expressio de les proteines d’interés: Aurorasara i Flotillin-1.

Quantificacio relativa: el fonament es basa en comparar una mostra de cl2Ngen
d’interés (Flotillin-1 i Aurora cinasa B) amb urtral gen d’expressio ubiqua a totes les
mostres i qué actua com a control endogen (ensttenoas, el gen que codifica per a la
proteina ribosomal S14). La mesura a cada mosird, del gen problema com del
control ens proporciona un nivell de variacié qodigéa la diferéncia d’expressio del
gen entre cada una de les mostres problema.

La PCR es dugué a terme en el termociclador améccét de fluorescencia ABI

PRISM 7706 (Applied Biosystems) i les dades s'analitzarenjanitant elsoftware
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ABI| PRISM Sequence Detection Systé Cada reaccié de PCR va portar-se a un
volum total de 2Qul contenint:

= 10pl de Sybr Green

= 1 pl de cDNA (dilucié corresponent)
» 0.5l de primerforward 25uM

= 0.5l de primemreverse25 uM

= 8uldaigua
El programa d’amplificacié fou:
95°C 15 min
950 C 30s
55°C 30s X 45 cicles
72°C 30s

Fluorescéncia o [cDNA]

1 5 L] 13 17 n 23 28 3 7 o 45
i
N° cicle

Ct (° cicle)

100 107 105 105 104 103 102

Log [cDNA]

Fig 14.Panell superior representacié d’'un banc de dilucions de cDNA teabi6é dels Cts per a cada
concentracidPanell inferior. recta pendent que relaciona Ct amb quantitaiainite DNA. Quan aquest
valor és -3.32 implica una eficiéncia de la PCRI1d%1% (modificat de www.appliedbiosystems.¢om
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8.4.5. Analisi de les dades
Totes les reaccions d’amplificacio es realitzaren fpiplicat i es descartaren aquells

valors que implicaven una desviacio superior a @.XBaltra banda, es realitza una

corba prévia de dilucions del cDNA, de manera globtingué el pendent quée

determina I'eficiencia de I'amplificaci6. AquelldBCRs amb valors de pendent no

ajustats a 3.32 (x£0.2) foren descartades.

Sobre els resultats obtinguts s’aplica el metodapavatiu de Ct's. Aquest metode

consta de 3 processos matematics:

e) ACt: Ct gen problema — Ct gen normalitzador

f) AACt: ACt mostra problemaACt mostra control

g) Aplicacié de la féormula: 2°“". El valor resultant ens déna una idea de

I'expressio relativa d’aquell gen en les condicimmmcretes d’aquella

mostra.

8.4.6. Primers
Els primers utilitzats en els experiments de PCR a temps reanf adquirits a
ThermoFisher Scientific (Thermo Electron, Ulm, Alenya).

Seqiiéncia

S14 Left S14 5’- GGC AGA CCG AGA TGA ATCCTCA -3’

S14 Right s14 5’- CAG GTC CAG GGG TCTTGG TC-3’

Flotl Left Flotillin-1 5’- GGC AGA AAT TCT CAG AAC AG -3’

Flotl Right Flotillin-1 5’- GTG CAA ATA GTC CTG GTC AT -3’

AKB Left Aurora Cinasa B 5’- TCC TCT TCA AGT CCC AGATA -3’

AKB Right Aurora Cinasa B 5’- GTT GTA GAG ACG CAG GAT GT -3’

Flotl Forw Flotillin-1 5’- TGC CAG AGA GTG TGG AAA GA -3’

Flot 1 Rev Flotillin-1 5’- GGC TGT TCT CAA AGG CTT GT -3’

Taula 4. Nom i sequéncies dgbsimersutilitzats en els experiments de RTgPCR. S14 com a
gen control i Aurora B i Flotillin-1 com a objestde I'estudi.
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8.5. Mecanismes de&knock-downgeénic. siRNAs i shRNAs.

8.5.1 Principis generals
El RNA d'interferéncia (RNAI) és un mecanisme dérgtiament genic conservat
evolutivament i present en nombroses varietatspd@ss eucariotes. RNAI utilitza
sequéncies curtes de doble cadena de RNA (dsRN&)ehiculen la degradacié o la
repressid de la transcripcio d’'una sequéncia hogadlde RNA diana, d’'una forma
especifica per a la seqlencia utilitzada. Aquestersia pot ser induit eficientmeint
vitro i in vivo mitjangant I'aplicacié directa demall interfering RNA$siRNAS) o per
I'expressié mitjangant vectors virals o no viraks sthort hairpin RNAgshRNAS). La
tecnica s’ha convertit en una eina molt Util pes abtudis genomics funcionals i
presenta un gran potencial en terapéutica (Mg 08ar).
Els siRNAs son duplex preformats de RNA de 21 bg, gu cop introduits a la cel-lula,
sén reconeguts i formen una estructura triplex a@hbRNA diana, la qual sera
reconeguda per la maquinaria de degradacio d’adqRist, el complex RISCRNA
induced silencing complgx
Els shRNAs en canvi, presenten un sistema simlilgu@ succeeix endogenament a la
cel-lula eucariota. S’introdueix a la cel-lula uector qué conté una sequéncia
especifica de DNA, la qual sera transcrita. El Rgultant conté les sequéncsense
antisenseunides per una sequéncia central qué estructunalfema un bucle
(hairpin). Aquesta estructura és processada per RNasaitdpplasmatica DICER,
produint-se el SiRNA corresponent (Aagaard & Rda3Q7).

8.5.2 siRNA

Foren sintetitzats siRNAs per a diverses sequemgdslotillin-1 qué codifiquen per a
diferents regions de la proteina.

Els siRNAs F19 i F3 se sintetitzaren al laboratmmtra regions qué afecten tant als
nivells de mRNA endogens com també a aquells mRpraginents de la transcripcio
de formes exogenes de Flotillin-1 introduides ttanament a la cél-lula. Les parelles
de primers foren adquirits a Invitrogen-Life Teclogies i els duplex de RNA se
sintetitzaren amb el kBilencef™ siRNA Construction Kit (Ambion, Austin, TX, USA)

seguint el protocol subministrat pel fabricant:
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long
// dsRNA

Dicer
processing
v synthetic
2123 nt siRNAs ST A
RISC loading ‘ Multi-turnover

B mMRNA cleavage

Target MRNA s .

Fig 15. Representacio de les dues estrategiedateisiment génic. EI shRNA codificat en un vectsr é
processa per la endonucleasa DICER originant uduste analeg als siRNAs introduits directament en
la cel-lula. Els dsRNA reconeixen la seqiéncia aliael complex ternari es degrada per accio del
complex RISQAagaard, L. et al, 2007)

* Preparacio dels RNA motlle:
— Barrejar 2ul de T7promoter primey 6 pl de DNA HybBufferi 2 pl
de l'oligonucleotid motllcsenseo antisense
- 5 min. a 70°C.
— Afegir: 2 pl 10X Klenow ReactionBuffer, 2ul dNTP Mix, 4 pl
Nuclease-Free Water .2 d’enzim Exo-Klenow.

— 30 min. a 37°C.

e Sintesi dels dsRNA:
— Per cada siRNA, preparar les 2 reaccions de sit¢sisiRNAsense

I antisense(RT) barrejant: 21l cadenasenseo antisensemotllo
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(preparats en el pas anterior)ul4Nuclease-Free Water, 10 2X
NTP Mix, 2l 10X T7 ReactiorBuffer, 2 ul T7 Enzyme Mix.
— Incubar 2h. a 37°C.

— Combinar les reacciorsensea antisensa 37°Covernight

» Preparacio i purificacié del siRNA:
— Digerir amb RNasa i DNasapb DigestionBuffer, 48.5ul Nuclease-
Free Water, 3 RNase, 2.5l DNase
— Incubar 2h. a 37°C.
— Purificacio per columna d’afinitat seguint lestruccions del Kit.

— Elucié en 10Qul de Nuclease-Free Water.

* En cada un dels passos es comprovara l'eficienelaptbtocol per

electroforesi d’'un 10% de la mostra en un gel daggm a I'1%.
D’altra banda, els siRNA F92, F93, F94 foren adtpia la casa Ambion ja purificats i
preparats per incorporar-se a les cel-lules. AQUERNAS foren dissenyats contra la
regio 5’UTR del gen Flotillin-1 de manera que noratecta al gen endogen.
El siRNA contra Aurora cinasa B (AKB siRNA) s’adgua Qiagen.
En els diferents experiments s’utilitzaren 2 siRNAstrol: en paral-lel als experiments
amb F19 o F3 s'utilitza un siRNA codificat com RE3,qual havia estat dissenyat i
sintetitzat contra una proteina anomenada Rackihédaobjecte d’estudi en el nostre

laboratori, perdo qué no produia efecte sobre cafejra estudiada. D’altra banda, en

paral-lel amb els experiments duts a terme ambFF®2,F94 i AKB s’empra el control
comercial ON-TARGETplus sSiCONTROLNon-Targeting Pool (Dharmacon-Thermo

Fischer Scientific).

Fabricant Seqiiéncia
F19 sense Invitrogen 5’- AAC UGG UCA UCG UGA AUG UCC ccU
Gucuc -3’
F19 antisense Invitrogen 5’- AAG GAC AUU CAC GAU GAC CAG CcU
GUuCcuC-¥
F3 sense Invitrogen 5’- AAG AGA GAU CCU CUG GAU CUG ccu
Gucuc-3
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F3 antisense Invitrogen 5’- AAC AGA UCC AGA GGA UCU cucccu
GUuCuUC-¥

F92 sense Ambion 293692 5’- ACC UCA CAC UGC UAU GAU Utt -3’

F92 antisense Ambion 293692 5’- AAU CAU AGC AGU GUG AGG Utg -3’

F93 sense Ambion 293693 5’- GAA UAU UUU CCU GAC CAA Gtt -3’

F93 antisense Ambion 293693 5’- CUU GGU CAG GAA AAU AUU Cta -3’

F94 sense Ambion 293694 5’- UGU CCA UUG ACA GUG AGG Utt -3’

F94 antisense Ambion 293694 5’- ACC UCA CUG UCA AUG GAC Atg -3’

AKB sense Qiagen 1789912 _10 5’- AGG GAU CCC UUC UUU CC dTdT -3’

AKB antisense Qiagen 1789912_10 5’- GGA AAG AAG GGA UCC CU dAdA -3’

R13 sense Invitrogen 5’- AAG CUG GUC AAG GUA UGG AACCCU
Gucuc-3

R13 antisense Invitrogen 5’- AAG UUC CAU ACC UUG ACC AGC CCcU
GUuCcuC-¥

SiICONTROL Dharmacon | D-001810-10

Taula 5. Llistat de sequéncies utilitzades en la sintgsinsfeccio de siRNA.

8.5.3 shRNA

Les particules lentivirals qué contenien les seg@ésnshRNA per a Flotillin-1

pertanyen a la llibreria de RNAi contra gens humiads ratoli MISSIONY shRNA

Lentiviral Transduction Particles (Sigma-Aldriclg,qual esta basada en vectors virals.

El control es realitza mitjancant la infeccio detjzales lentivirals produides a partir de

MISSION® Non Target shRNA Control Vector (Sigma-Aldrichector qué conté una

sequéncia no relacionada amb cap gen huma nialé rat

shRNA ‘ Fabricant ID Seqiiéncia
shRNA1 - | Sigma TRCN0000029312 | 5’- CCG GGC AGA GAA GTC CCA ACT AAT TCT
Flotillin-1 CGA GAATTA GTT GGG ACT TCT CTG CTT TTT
-3’
shRNA2 — | Sigma TRCN0000029309 | 5’- CCG GCC AGG ACT ATT TGC ACT CTT TCT

Flotillin-1

CGA GAA AGA GTG CAAATAGTCCTG GTTTTT
-3’
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shRNA

Control

Sigma

3'

SHC002 5’- CCG GCA ACA AGA TGA AGA GCA CCA ACT
CGA GTT GGT GCT CTT CAT CTT GTT GTT TTT -

Taula 6. Llistat de sequéncies utilitzades en la transiduoel- lular de shRNA

9. MANIPULACIO DE DNA

9.1.Vectors i constructes

Nom

HA-Flotillin-1
(HA-Flot)

Vector
pCMV-HA (Clontech, Palo Alto, CA,
USA)

/\// bl (25
pCMV-HA  §; ===Mes

Amp! 3.8 kb ;{\g

\i@ /el
L~

Especificacions

El cDNA full length del gen huma de
Flotillin-1 fou amplificat del clon
IMAGE CM214-H04. Es clona per les
dianes de restriccio EcoRIl i Xhol en
pauta amb el tag hemaglutinina.

GFP-Flotillin-1  (GFP-

pPEGFP-C1 (Clontech)

Sapl
3337) 5

El cDNA huma de Flotillin-1 fou clonat
afegint les dianes de restriccid EcoRl i

Flot) ek Kpnl.
A\ém‘) ! BsiG | (s65)
BstB I (311)
AN 1 (g68)
A
Puul Aatl (1413)
(1963) ﬁgﬁaﬂl )‘(‘,;,3,2,“
pCDNA3.1HisA (Invitrogen) + insert | El cDNA de Flotillin-1 s’amplifica amb
Flotillin-1-HA UEV1A-HA dianes EcoRl i EcoRV (aquesta diana
(Flot-HA) en substituci6 del codé STOP). El

vector es digeri amb aquests dos
enzims per alliberar un cDNA clonat
previament (UEV1A-HA) mantenint el
tag HA i en pauta amb Flotillin-1.

GFP-NLS-Flotillin-1

(NLS-Flot)

pEGFP-C1 (Clontech) + insert Flotl

La sequéncia NLS (seqiliéncia consens
identica a la del virus SV40) es crea
per anellat in vitro incorporant les
dianes EcoRIl i Xhol. GFP-Flot fou
digerit amb els mateixos enzims.
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HA-Flotillin-1 AN
(Flot AN)

Procediment identic a HA-Flotl pero
partint d’'un cDNA corresponent a
Flotillin-1 mancada dels primers 23
residus.

HA-Flotillin-1 AC
(Flot-AC)

pCMV-HA (Clontech)

S’introdui  un codé STOP en
I"aminoacid 382 del constructe HA-Flot
mitjangant el kit QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis kit de
Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Flotillin-1-domini SPFH

pCMV-HA (Clontech)

Digestié de HA-Flot per BamHI i Kpnl.

(SPFH) Digestié de pCMV-HA per Bglll i Kpnl.
Flotillin-1- domini | pCDNA3.1HisA (Invitrogen) Digestié de Flot-HA per BamHI i Kpnl.
Flotillin (Flot) Digestié de pCMV-HA per Bglll i Kpnl.

myc- Notch1-AE
(AE)

(cedit per la Dra. Anna
Bigas)

pCS2 (+) Constructe original dels
Drs. D. Turner -University of
Michigan- i R. Rupp -Max-Planck
Institute-.

Notch-AE es clona en el vector
pBluescriptSK (Nye et al, 1994)
(Stratagene) per PCR afegint les dianes
EcoRl i Saul. L'epitop myc s’afegi per
amplificacid i tall amb enzims BamH]I i
Saul. El producte resultant fou
subclonat en el vector pcDNA1 (Nye et
al, 1994) (Invitrogen). Finalment,
I'insert global fou alliberat per BamHI i
EcoRl i clonat en el vector pCS2 (+).
Notch-AE conté la regié intracel-lular
(dominis PEST, TAD, ankirin repeats,
RAM) i la regid transmembrana.

6 Myc Tag- Notchl-
ICN
(ICN)

(cedit per la Dra. Anna
Bigas)

pCS2 (+) 6MT

pCS2HGY

Notch-ICN s’amplifica i es digeri
utilitzant BamHI i EcoRl de forma
paral-lela a I'anterior. Conté la regio
intracel-lular identica a Notchl-AE
pero manca de la regio
transmembrana (Mumm & Kopan,
2000).

GST-Aurora B
(GST-AKB)

PGEX  (Amersham
Buckinghamshire, UK)

Biosciences,

Cedit per la Dra. Sally P. Wheatley.
Aurora B s’amplifica i es digeri per
EcoRl i Xhol (Morrison et al, 2002).
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GST-Survivin
(GST-Surv)

pPGEX (Amersham)

Cedit per la Dra. Sally P. Wheatley. De
forma analoga a I'anterior, survivin
s’amplifica i es digeri per EcoRl i Xhol

(Wheatley et al, 2001).

Taula 7. Relaci6 de vectors utilitzats per a la sobreexjdeds les diferents proteines estudiades. Es
detalla I'estratégia de clonatge duta a terme.

9.2. PCR (Polimerase Chain Reaction

L’amplificacio del DNA mitjancant la reaccié en @mwh de la polimerasa é€s un dels
procediments basics en els laboratoris de biologialecular. Cada reaccio
d’amplificacié s’ha d’optimitzar de manera indivaliizada: disseny delprimers,
establiment de la temperatura d’anellament (Tajnbre de cicles de la reaccio i
concentracié de M.
Les propietats de la polimerasa utilitzades esrbasan la posterior aplicacié que es
dona al producte de PCR. Si I'objectiu és la viszatio d’aquest producte en un gel
d’agarosa s'utilitza EcoTaq (Ecogen), mentre queppetocols de clonatge de DNA o
mutagenesi dirigida s’opta per una polimerasa aativitat correctora froofreading)
de cara a evitar mutacions: Pfu DNA Polymerasea{&ene) o Expand High Fidelity
PCR system (Roche Applied Science, Mannheim, Algmaan
La reaccié general aplicable com a punt de pag&faposteriors optimitzacions de la
PCR consisteix en:

= 2.5ul buffer10X

= 0.75ul MgCIl,50 mM

= 0.9pl dNTPs 25 mM (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

= Aigua milli-Q esteril fins a un volum de 22

= 1yl primerforward5 uM

= 1yl primerreverses uM

= 0.1l enzim polimerasa EcoTaqg (1 u approx.)

= 1 ul cDNA (1-10 ng de DNA plasmidic, 100 ng de DNA gamic i en el

cas de laolony PCRel DNA es substitueix per una colonia bacteriana).
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Els diferents reactius necessaris foren adquirisamega Corporation (Madison, WI,
USA). Els tubs es col-locaren en el termocicladaridgcler™ (MJ Research Inc). Un

programa general de PCR seria:

94° C 5 min
94° C 30s
T, 30's x 30 cicles

72°C 1 min / Kb DNA

72°C 5 min

4°C s

# Temperatura d’anellament equivdllk, (primers) — 5°C

La PCRhigh fidelityes realitza com a punt d’inici de diferents clgest a fi d’evitar la
introduccié de mutacions que puguin afectar a Fegpi6 final de la proteina. El procés
consisteix en preparar dues barreges de reacc¥ (MMIX2):
e MIX1:
= 0.8uldNTPs 25 mM
= 6l primerforward 5 uM
= 1 ul DNA/clon IMAGE (dilucié 1:1000)
= 42.2pl aigua milli-Q esteril.
* MIX2:
= 10l buffer+ MgCl
= 6l primerreverseb uM
= 3 ul enzim polimerasaigh fidelity
= 31l aigua milli-Q estéril
Les dues MIX es barrejaren i es dividiren en 4ualtgs de 2% qué s’introduiren en el

termociclador. El programa aplicat fou:

94° C 3 min
94° C 30s
Ta 30s x 30 cicles

72°C 1 min / Kb DNA

110



MATERIALS | METODES

72°C 5 min
4°C 0o

Els productes de PCR estandard es visualitzargangaint electroforesi en agarosa.

Els productes dkigh fidelityes purificaren per columna d’afinitat (apartat3.B.).

9.3.Clonatge de DNA
El clonatge de DNA mitjancant I'enginyeria del DNAcombinant és I'eina principal
per alterar el patrd cel-lular d’expressio proteizma manera regulada. L'objectiu és la
insercié d'un fragment de DNA d’interes (codificamér una proteina amb o sense
epitops, un domini proteic, siRNA,etc.) dins d’uecior que, un cop introduit a la
cel-lula pels mecanismes detallats anteriormerg, amsegurara |'expressio d’aquest
DNA d’interes.
El protocol de clonatge segueix els passos seguents

1. Digestio d’'insert i vector.
Purificacio d'insert i vector.
Lligacio6 d'insert i vector.
Transformacié del producte de lligacié en bactenimpetents.

a k0D

Identificacio de les colonies recombinants per sagiacio.

9.3.1. Digestio

L’eina basica que permet la manipulacio de la mimeio genética son els enzims de

restriccid, endonucleases d’origen bacteria pradoient, que reconeixen sequiéncies

palindromiques especifiques (dianes de restrictabant la cadena del DNA. El tall
origina uns extrems que es poden relligar recamstise la diana de restriccio.

L’estrategia és digerir vector i insert amb elsenais enzims (0, en el seu defecte, amb

enzims qué originin extrems compatibles) per lagmsterior lligacio.

L’origen de I'insert pot ser:

a) per amplificacié (PCR), tenint en compte que eimers utilitzats han d’amplificar
les dianes de restriccié adequades en els extreingraducte d’amplificacié. En
aquest cas parlem de clonatge.

b) Per digestié d'un vector preexistent. En aguespealem de subclonatge.

Tots els reactius i enzims necessaris per a lesredifs digestions realitzades

s’adquiriren de New England Biolabs Inc. (Ipswithd, USA). Les digestions poden
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ser simples (un sol enzim de restriccid) o dobts.el cas d’'una digestié simple, el
primer producte es purificara com s’especifica’apdrtat 3.3.2.1. El segon producte o
el resultant d’'una digestié doble es purificara cgaspecifica en I'apartat 3.3.2.2. El
volum final de la reacci6 dependra dels microligi&nzim utilitzats. Aquests venen en
una solucié amb glicerol per evitar la seva corgiélael percentatge final de glicerol
no podra excedir el 5%. La digestioé consta delspmrants seguents:

= 10pg de DNA

= 3 unitats d’enzimfig de DNA (una unitat enzimatica es defineix com la

guantitat d’enzim necessaria per digerirgldeADNA en 1h. a 37°C.

= BSA (1% del total)

= Buffer10X (10% del total)

= Aigua milli-Q esteril
La digestio pot ser doble si els dos enzims pregsemh tampd compatible comud. De no
ser aixi, es fara sequencial. Les reaccions s'm@rb4-5 h. a 37°C o a RT en funci6

dels requeriments dels enzims utilitzats.

9.3.2. Purificacio

9.3.2.1. Producte PCR
Els productes de PCR es purificaren mitjangantiteHigh Pure PCR Purification Kit
(Roche) seguint les instruccions del proveidor. &g protocols es basen en la unio del
DNA a una columna d’afinitat. De forma general dargels passos seguents:

— Unio del producte de PCR al tamp6 d’undingding buffe).

— Aplicacio a la columna i centrifugacio.

- Rentats\ashing buffex.

— Eluci6 (elution buffe} en 50ul.

9.3.2.2. Electroforesi en gel d’agarosa.
L’electroforesi orientada a la purificacio dels gwotes d’'una digestié enzimatica amb
endonucleases de restriccié (apartat 9.3.1) incardaes variacions fonamentals: els
volums de carrega son superiors (50-iD0 el voltatge a qué es resol I'electroforesi és
menor (40-60 V).
Es talla amb fulls de bisturi estérils els fragmnsetitgarosa on es trobaren localitzats

vector i insert, es pesaren i es tractaren amh €likquick Gel Extraction Kit (Qiagen):
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— Afegir tampo GQ (3 volums tamp6:1 volum gel, on 10@ gel ~ 10Qul)

— Incubar 10 min. a 50°C i vortejar fins dissoldrgel

— Si el color del producte no és groc, afegirglCacetat de sodi 3M per
ajustar el pH.

— Afegir un volum d’isopropanol.

— Aplicar la barreja a una columna (el tamp6é GQ actam abinding
buffer).

— Aplicar els tampons de rentat (PE) i d’elucio (EB)30ul finals.

9.3.3. Lligacié

Un cop purificats vector (V) i insert (1), s’analit 1ul de cadascun en un gel d’agarosa
per establir una relacié entre les quantitats d'altre. Tenint també en compte la
relacié entre la mida del vector i la de linseeg calcula la quantitat molar qué
s’incloura en la lligacio. En general, s’han fatvaeles relacions IV de 1:1, 1:3 i 3:1.
La reacci6 de lligacio inclou:

» 1ulenzim T4 ligasa (New England Biolabs)

= 1yl bufferT4

= Vector iinsert, en la relacio adequada (finspd 1axim)

= Aigua milli-Q esteril fins a 1Qul de reaccié.
La reaccio es dugué a terme durant 16 h. a 16°Gnetermociclador PerkinElmer
2400° (Perkin Elmer Life and Analitical Sciences Incodion, MA, USA).

9.3.4. Bacteris competents
Com a pas intermedi en la realitzacio de clonatgashclonatges, aixi com per a la
obtencio de grans quantitats de DNA plasmidics ®haervir la soca bacteriaBaColi

DH5a.

9.3.4.1. Preparacio

— Sembrar bacteris de la soca escollida en LB agssesantibiotic icréixer
O/N a 37°C.

— Inocular un cultiu liquid de 3 ml de LB amb unadaoa aillada créixer O/N
a 37°C en agitacio (225 rpm).
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— Inocular 250 ml de LB amb els 3 ml de cultiu créscpreviament en un
erlenmeyerd’l L. Incubar a 37°C en agitacio fins que el culissoleixi la
fase exponencial (#50.7-0.8).

— Centrifugar el cultiu a 4000 rpm, 5 min. a 4°Cesdartar el sobrenedant.

— Resuspendre @elletbacteria en 50 ml de Mg£100 mM temperat a 4°C.

— Incubar els bacteris en gel 30 min.

— Centrifugar a 4000 rpm, 5 min. a 4°C, i descaitapbrenedant.

— Resuspendre @elletbacteria en 50 ml de CagloOOmM temperat a 4°C.

— Incubar els bacteris en gel 30-90 min.

— Centrifugar a 4000 rpm, 5 min. a 4°C, i descaitapbrenedant.

— Resuspendre @lelleten 20 ml de CagIiB5 mM — 15% glicerol.

— Repartir els bacteris en aliquotes de 50-fiDDcongelar-los rapidament en
nitrogen liquid.

— Conservar els bacteris competents a -80°C.

9.3.4.2. Transformacio
S'utilitzara major o menor quantitat de DNA en fitndel seu origen. En el cas d'una
ligacié es transformaran fl dels 10 quée formaven la reaccid, mentre que mer u
plasmidisupercoiledes transformaran 1-10 ng de plasmidi. La transhoidnsera per
electroporacio o peshocktérmic:
a) Electroporacio:
— Barrejar DNA + 5Qul bacteris competents i mantenir 1 min. en gel.
— Aplicar un pols de 2.5 V amb I'electroporador Géhdsef" (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA).
— Resuspendre en 1 ml de LB.
— 1 h.a37°C en agitacio (225 rpm)
— Sembra en plagues LB agar + antibiotic de seleccio.
Se sembraren 1Qd@ en el cas de DNA plasmidic. En el cas de la tii§as’aplica un
spinal cultiu i elpelletes resuspengué en 1) de manera que se sembra la totalitat
de la lligacio.
b) Shocktermic:
a) Barrejar DNA + bacteris competents.
b) 30 min. en gel
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c) 45s.a42°C.
d) 2 min. en gel.
e) Recuperar els bacteris dehockamb 1 ml de LB i sembrar com en

I'apartat anterior.

9.3.5. Preparacio DNA plasmidic
El DNA plasmidic utilitzat en processos intermedss clonatges i subclonatges fou
extret i purificat utilitzant el kit Wizard Plus SMinipreps DNA Purification System
(Promega). L'extraccio es basa en el tractamentlidat bacteria amb una proteasa
alcalina aillada del bacteacillus licheniformis qué actua tant especificament
inactivant endonucleases, com inespecificamentadagt proteines, reduint d’aquesta
manera considerablement la contaminacié amb pesdeiel llisat bacteria. L'extraccio
del DNA plasmidic es realitza seguint les instraosi del fabricant. Es basa en una
purificacid per columna d’afinitat, utilitzant lesolucions d’'unid, rentat i elucié de
forma similar als protocols de RNA.
En canvi, per aconseguir una major puresa en aguelleparacions de DNA que
posteriorment foren utilitzades en la transfecab lalar s'utilitza el kit Nucleoborftd
AX PC 20/PC 100 (Macherey-Nagel Gmbh, Diren, Aleyaarper la consecucio de
minipreparacions o midipreparacions respectivamehsistema es basa en columnes
d’intercanvi ionic per un procés deuffers similar a l'anterior, incorporant una
precipitaci6 amb isopropanol i un rentat amb etaf@%o final per aconseguir unes

preparacions plasmidiques lliures d’endotoxines.

9.3.6. Sequenciacio
Les sequencies foren realitzades amb el sequemcadomatic ABI PRISM 310
Genetic Analyser (PerkinElmer Sciences). Les remscide seqiéncia s’obtingueren
amb BigDy€ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bistems) i foren
optimitzades en un termociclador Minicyclér (MJ Research Inc.). La reaccié de
sequencia conté:

= 800 ng DNA plasmidic

= 2ul BigDye

= 1yl BigDye Sequencin@uffer

= 1yl primer uM
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= Aigua milli-Q esteril fins a un total de 10

La PCR corresponent fou:

94° C 3 min

94° C 10s

Ta (50-55°C) 55 x 25 cicles
72°C 4 min

72°C 5 min

4°C 00

Posteriorment, les sequéncies foren precipitadgsnseel protocol:
— Barrejar 10ul reaccio sequencia +8 EDTA 125 mM + 60ul etanol 100%
- 15min. RT
— Centrifugar 30 min. a 5000-6000 rpm, RT. Descataobrenedant.
— Afegir 60 ul etanol 70%
— Centrifugar 15 min. a 4000 rpm, 4°C. Descartapbltenedant.

- Assecar la sequiéncia precipitada a 37°C.

9.4. Mutagenesi dirigida
Per introduir mutacions puntuals o delecionar DNAddble cadena, fet que ens permet
I'estudi de la rellevancia d’'una determinada seqi&genica o l'alteracio de les seves
propietats, s’ha fet servir QuickChange™ Site-Di@dcMutagenesis kit (Stratagene)
seguint les instruccions del fabricant.
El punt de partida é€s un vector plasmidic quée cehi@NA d’interes. Com a@rimers
foren utilitzats dos oligonucleotids sintetics aamnt la mutacio desitjada, cada un
d’ells complementari a la respectiva sequéenciavéetor. Mitjancant la Pfu Turbo DNA
Polymerase es varen estendre els encebadors genenaou plasmidi de doble cadena
contenint la mutacid. EI DNA parental, que no latég s’elimina afegint a la barreja
I'enzim de restriccio Dpn |, endonucleasa espexifie DNA metilat i hemimetilat. El
DNA mutat es transforma en la soca de bacteris Rl Supercompetent Cells,

proveida pel mateix kit. El procediment concret:

— Preparar la reaccié: 50 ng DNA 2ubprimer forward

5ul Pfu buffer10X 2.5yl primer reverse
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1l dNTPs Mix 10mM 1.254 Pfu Turbo
Aigua milli-Q estéril fins a 5.
— Executar el programa d’amplificacio:

95°C 30s

95°C 30s

55°C 1 min

72°C 2 min/ Kb DN

72°C 5 min

4°C 0

x 12/16/18 cicles*

* 12 cicles per mutacions puntuals
16 cicles per mutacions de 2 nucleotids
18 cicles per delecions o mutacions > 2 nudisoti
— 2 min. en gel.
— Afegir 1 pl d’enzim Dpn | iincubar 1 h. a 37°C.
— Transformar 2-ul per shock termic.
— Sembrar tot el volum de la transformacio en plaqu& agar amb

I'antibiotic adequat per seleccionar els bacteaagformats.

10.PROTEINA

10.1. Extracci6 de proteina
En funcié de les caracteristiques de la protein@ @sl vol estudiar (localitzacio,
modificacions post-traduccionals, etc.) es faramisdiferents tampons d’extraccio. En

tots els casos partirem de linies cel-lulars i@tanmisme sera similar.

10.1.1Extraccio6 de proteina total
Es prepara el tampé de lisi RIPA amb certes matifans (50 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Trit6 X-100, 0,5% DOC%1SDS) complementat
amb Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich)udlil1:200 — 1:500. Es procedi:
— Descartar el medi de cultiu i rentar les cél-ll2egegades amb PBS (144
mg/l KH,POy,, 9000 mg/l NaCl, 795 mgHlia,HPO,-7H,0, pH 7.4)
— Afegir el volum adequat de tampd de lisi fred ieawar les cel-lules de la

placa mitjangcant uacrapet
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— Transferir les cel-lules a un tueppendorf Si I'extracte mostra una
consistéencia viscosa (fruit d’'una elevada presedeaDNA), passar les
cel-lules a través d’'una xeringa d’1ml (similaea utilitzades per la injeccio
d’insulina) diverses vegades fins aconseguir umsistencia més fluida.

— Agitar 1h. a 4°C.

— Centrifugar 10 min. a 13000 rpm i 4°C. Descartgredlet (debreecel-lular).
El sobrenedant constitueix I'extracte proteic t@alcondicions natives. En
funcié de I'experiment, es quantifica, s’afegi tange carrega, s’aliquota i

es conserva a -20°C.

La composicio del tamp6 de carrega o LaenBulfifer.
= 188 mM Tris-HCI pH 6.8
=  Glicerol 30% (v/v)
= SDS 6% (v/V)
= [3-Mercaptoetanol 15% (v/v)

= Blau de bromofenol 0.02% (w/v)

10.1.2 Extraccio de proteina fosforilada
El procediment fou el mateix que en I'apartat anteEl tampo6 d’extraccio utilitzat fou
RIPA complementat amb:
= RNasa (3Qug/ml)
= DNasa (3Qug/ml)

= DTT1uM
= Cocktailinhibidors proteases 1:200
= PMSF 1uM

= [-glicerofosfat 20 mM (inhibidor de fosfatases)
= NaF 20 mM (inhibidor de fosfatases)

= Ortovadanat sodic 30M (inhibidor de fosfatases)

10.1.3Separacié de fraccions cel-lulars (Nuclear/No nu@e)
En aquest procediment el procéssdeapinges realitza amb un tampo hipotonic MES
per garantir la integritat cel-lular (MES 25 mM g5, inhibidors de proteases 1:500,

1% Tritd6 X-100). La disgregacidé dels nuclis es itealde forma mecanica mitjangant
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30 strokesen un homogeneitzador Teflon Dounce. El produesalltant es centrifuga
20 min. a 2000 rpm i 4°C. pklletresultant es considera com la fraccié nuclear reentr

el sobrenedant constitui la fraccio citosolica.

Amb la fraccié nuclear:
- 4 rentats amb ddufferMES

— Resuspendre en 1@ de tampo d’extraccio RIPA

Amb la fraccio citosolica:
— Centrifugar 10 min. a maxima velocitat i descartdr pellet (debree
cel-lular). Ajustar el sobrenedant amb els comptsngel tampd RIPA:
= 1% Tritdé X-100
= 150 mM NacCl
= 0.5mMEDTA
= 60 mM octylglucopiranoside (Sigma-Aldrich). Es teacd’'un
detergent qué solubilitza especificament les pregeide membrana

gue s’inclouen en eksafts lipidics.

En aquest punt, tractarem ambdues fraccions deafatémtica:
— 1h. a 4°C en agitacio
— Centrifugar 10 min. a 13000 rpm i 4°C. Descartapellets

— Afegir tampo de carrega als sobrenedants, buthirg (95°C) i congelar.

10.1.4Gradient de densitat de sacarosa
El protocol és identic a I'anterior en referéncigeatraccio de la fraccio nuclear. Sobre
la fraccio citosolica s’aplica el gradient de déatsi
— Ajustar I'extracte a 150 mM NacCl
— Preparar una dilucié 70% (w/v) de sacarosa (Sighdaigh) en tampoé MES
+ 150 mM NacCl (sense Trité X-100 i sense inhibidbegproteases)
— Afegir a l'extracte el volum necessari de sacarasa70% perquée la
concentracio final d’aquesta sigui d’'un 40%.

— Dipositar la mostra en un tub d’ultracentrifugal@eml.
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— Fer un banc de dilucions de sacarosa en tampo MIE%; 30%, 20%, 10%,
5%.

— Completar la fraccio del 40% afegint sacarosa 40% mostra fins a un
volum final de 2.5 ml.

— Afegir 2.5 ml de cada una de les dilucions 30%, 20086 (gota a gota per
evitar barrejar el gradient). Afegir 2 ml de laudild 5%, la qual també
s'utilitzara per acabar d’equilibrar els tubs.

- Centrifugar 16 h. a 39000 rpm i 4°C en la ultradrga Sorvalf Discovery
90SE (Kendro Laboratories, Asheville, NC, USA) amb rotor basculant
Sorvall’ TH 641.

— Recaollir fraccions d’'un volum igual a la quanti@ipositada per aplicar el
gradient (2.5 ml).

— Precipitar cada fracci6 amb acid tricloroacétic AJC20% (Applichem,
Darmstadt, Alemanya). S’afegeix gota a gota eraamgitconstant un volum
igual al de la fracci6é qué es vol precipitar (2.5.m

— Centrifugar 20 min. a 10000g i 4°C. Descartar bfaoedant.

— Rentar amb TCA 10%. Centrifugar 10 min. a 1000Q%C. Descartar el
sobrenedant.

— Rentar amb dietileter (Sigma-Aldrich) saturat amgua (es barreja el
dietileter amb aigua milli-Q, es deixa reposar utititza la fase superior).
Centrifugar 10 min. a 10000g i 4°C. Descartar braoedant.

— Deixar assecar a RT les restes de dietiléter.

— Resuspendre el pellet en gbde Tris-HCI 1M pH 8.0 + 4Ql de Laemmli
Buffer2X. Bullir 5 min (95°C) i congelar (-20°C).

10.1.5Immunoprecipitacio
La coimmunoprecipitaci6 €s una tecnica analiticentefaccions proteina-proteina.
L’objectiu es visualitzar aquelles proteines quéraccionen amb la proteina objecte de
'immunoprecipitacié. Per tant, el tampd inicial&jes fara servir ha de respectar la
integritat d’aguestes interaccions:

= 20 mM Tris-HCI pH 8.0

= 150 mM NaCl

= 1% Tritdé X-100
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= 60 mM octylglucopiranoside
= 5mMEDTA
= Cocktaild’inhibidors de proteases en dilucio 1:200 — 1:500

10.2. Quantificacio de proteina

Les tecniques d’avaluacio de l'expressié proteiesa BDS-PAGE iWesternBlot
permeten fer una analisi comparativa i quantitatieds nivells d’una determinada
proteina en diferents tractaments o situacions. dpéimitzar I'eficiencia d’aquesta
analisi s’ha de partir de la mateixa quantitat aegdna total en totes les condicions. Per
determinar la concentracié proteica en un extrastéeu servir el kit RC DC Protein
Assay Kit (Bio-Rad), el qual es basa en la deteagitn proteica pel metode de Lowry
(Lowry et al, 1951). Es prepara un banc de dilugida BSA (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25,
1.5, 1.75 i1 2 mg/ml). Es tracta cada punt de lgarpatrd i cada mostra per duplicat en
una placa de 96 well:

— Aplicar 5pl de patré de BSA, tampo de lisi (blanc) o mostra.

— Afegir 25ul d’'una combinaci6 dels reactius A + S (relacigb®: 1 ul S).

— Afegir 200pl de reactiu B

— Incubar 15 min. a RT (protegit de la llum)

— Llegir 'absorbancia a 720 nm. S'utilitza I'espexdtitometre amb lector de

microplagues IEMS Reader MF (Labsystems, Helsirikilandia).

Amb la relacié concentracié-absorbancia del bandildeions de BSA es construi una
recta patr6. S'accepta com a valida uha 0.9. Les absorbancies de les mostres foren
interpolades a la recta per aconseguir les resjgsatoncentracions.

En funci6 de I'experiment, s'utilitzaren quantitales proteina total entre 30-100.

10.3. Analisi de proteines per SDS-PAGE Western Blot
Es tracta d’'una técnica analitica per detectarefmes de forma especifica mitjancant
I'is d’anticossos monoclonals o policlonals. Favisdielectroferesi en gel per separar
les proteines, les quals son transferides a unrisupembrands on es realitzara la
detecci6 (Towbin et al, 1979).
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10.3.1 Electroforesi SDS-PAGE
L’electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE)l&$écnica per separar les proteines.

El detergent SDS les desnaturalitza, recobrintdes carrega negativa de forma

proporcional a la seva mida. S’afegi també 1,44bitimeitol (DTT) com agent reductor

pel trencament dels ponts disulfur. SDS-PAGE pet, teepara les proteines en funcio

del seu pes molecular al aplicar un camp eléctobores les mostres. La barreja

d’acrilamida/bisacrilamida polimeritza fruit d’unaaccié d’oxidacio-reduccio i forma

una complexa xarxa amb mida de porus inversameopoprional a la seva

concentracié. A través d’ella migraran les proteigean s’aplica el camp eléectric. El

protocol qué se segui fou:

Preparacio de les mostres. Barrejar:

X Ul de mostra per carregay (ug de proteina)

DTT 100 mM de concentracio final

LaemmliBuffer 1X de concentracio final.

Escalfar 3 min. a 95°C.

Preparacié del gel d’acrilamida. El percentatgeqdésta augmentara de

forma inversament proporcional a la mida de lesejines I'expressio de les

guals es vol analitzar. Els components quée es feeevir s’adquiriren de

Sigma-Aldrich (acrilamida) i Applichem (la resta):

30% acrylamide/bisacrilamide mix Acceptor d’electrons de la
reaccio REDOX, per la qual canvia la seva confoitnapolimeritza
formant la xarxa.

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8. Confereix el pH del gel sequdor (esolving
buffer)

Tris-HCI 1 M pH 6.8. Aporta el pH del gel concemtoa (stacking
buffer)

SDS. Agent desnaturalitzant de proteines. Apomaega negativa.
Ammonium persulfattAPS). Agent oxidant (donant d’electrons).
Tetramethylethylenediamif@EMED). Catalitzador de la reaccio.
Aigua milli-Q.

Les proporcions dels components son les segients:
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Gel concentrador 10 ml (2 gels)

Aigua

30 % Acrilamida

Tris-HCI 1 M pH 6.8

10 % SDS

10 % APS

TEMED

Taula 8a. Quantitats de les solucions emprades en la mejdadel gel concentrador o
stacking buffer

Gel separador 20 ml (2 gels)

8%

Aigua 9.3 ml 7.9 ml 4.6 ml

30 % Acrilamida 5.3 ml 6.7 ml 10 ml

Tris-HCI 1 M pH 8.8 5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml

10 % SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml

10 % APS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml

TEMED 0.012 ml 0.08 ml 0.08 ml

Taula 8b. Quantitats de les solucions emprades en la prepatatgel separadorresolving
buffer. Els percentatges d’acrilamida sén els més fregiopre s’han emprat en els diferents
experimentsédxtret de Molecular Cloning: a laboratory manuagnbrook, J. i Russel, D.)

— Preparacio del tamp6 d’electroforesirunning buffer(25 mM Tris Base,
0.20 M glicina, 0.1% (w/v) SDS).

— Electroforesi mitjangant el sistema Mini-PROTEANI Bio-Rad. Es munta
el sistema cobrint-lo amb tampé d’electroforesicagegaren les mostres i
s’aplica una diferencia de potencial entre 80-12&%deixa cOrrer la mostra
fins que el tamp6 de carrega elui pel fons de lzeteu Per visualitzar la
separacié proteica s'utilitza el marcador de peseoutar Prestained SDS-
PAGE Standard (Bio-Rad).
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10.3.2Transferencia (WesternBlot)
Un cop separades per SDS-PAGE, les proteines taansferides a una membrana de

PVDF (polyvinylidene fluoride o nitrocel-lulosa mitjancant una segona electesfio

D’aquesta manera, les proteines queden adheridés mateixa posicio i ordre que

ocupaven en el gel i el sistema és l'adient pex detteccié de proteines especifiques

mitjancant la incubacié amb anticossos. Per atraalia transferéncia s'utilitza I'aparell
Mini TransBlot-Cell (Bio-Rad):

Treure el gel del suport de vidre en qué s’hatzsli’electroforesi.

Equilibrar el gel amb el tampé de transferencia it Tris Base, 0.44 M
glicina, 20% (w/v) metanol).

Retallar la membrana i activar-la. Per la membraea nitrocel-lulosa
(Nitrocellulose Membrane 0.4, Bio-Rad), submergir en aigua destil-lada
i equilibrar amb el tampo de transferéncia. Enad de la membrana de
PVDF (Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore)a¢tar 15 s. amb
metanol, 2 min. amb aigua destil-lada i equilib@mb tampd de
transferéncia.

Muntar el sandwich de transferencia (de negatiu a positiu): esponja
absorbent, 2 papers Whatrffa(GE Healthcare, Buckinghamshire, Regne
Unit), gel de poliacrilamida, membrana, 2 papersaWtarf, esponja
absorbent. Tenir cura d’eliminar possibles bomisallaire (p.ex.: fent rodar

una pipeta Pasteur per sobre de la transferencia).
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Fig 16. Representaci6 esquematica del muntatge cdsbkette de transferéncia blotting cel)
(www.fermentas.com
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— Aplicar el camp electric:
i. 2h.a80Vv
i. OIN seguint la formula 1000 mA= mA/h - n° horesal®tper
proteines< 100 KDa. Per proteines de pes molecular superior

s’augmenta la resistencia a 1500 mA.

10.3.3Red Ponceau
Es tracta d’'un metode general, rapid i reversilgetidcié de proteines. Indica una
aproximacio de l'eficacia del procés de transfei@naixi com de les quantitats de
proteina total carregades en els diferents caHilprocediment és:
— Tenyir la membrana durant 2 min. amb la solucidrdd Ponceau0.5%
(w/v) Ponceau S (Sigma-Aldrich), 1% (v/v) acid acét
- Rentar I'excés de colorant amb aigua destil- lagiadifversos rentats fins

gue les bandes de proteina quedin ben contrastades)

10.3.4Bloqueig unions inespecifiques
El fonament és incubar la membrana amb una sojuditeica de manera que quedin
recoberts aquells llocs del suport de nitroceldalo PVDF on no hi hagi proteina.
S’aconsegueix evitar 0 minimitzar d’aquesta manaranio inespecifica d’anticossos
primaris 0 secundaris a la membrana. S'utilitzasefucions de 5% (w/v) de llet
descremada o BSA dpuffer TBST (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 137 mM NacCl, 0.1%

(v/v) Tween-20). Les membranes foren incubadesipeninim de 45 min. a RT.

10.3.5Anticossos primaris
Els anticossos primaris per detectar una protegmeadfica foren incubats en una
solucié de 5% de llet descremada en TBST O/N a(4¥xcepcionalment, 1h. a RT) i
en agitacio. Les aliquotes ja preparades es carsena 4°C incorporant azida sodica a
una concentracio de 0.02% (w/v). Les concentracmmucions, aixi com les cases

comercials d’origen son:
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Fabricant/ N2 cataleg

Actin (1-19) Goat 1:200 Santa Cruz Biotechnology
#sc-1616
AIM-1 (Aurora B) Mouse 1:250 (1pg/ml) BD Transduction Laboratories
#611082
Aurora B Rabbit 1:500 Sigma-Aldrich #A5102
Borealin (N-15) Goat 1.100 Santa Cruz Biotechnology
#sc-47955
CBP (A-22) Rabbit 1:100 Santa Cruz Biotechnology
#sc-369
CREST antibodies Human 1:1000 Aillat d’un pacient amb el
sindrome de CREST. Cedit pel Dr.
Timothy M. Thomson
cyclin D1 (A-12) Mouse 1:100 Santa Cruz Biotechnology
#sc-8396
Flag-M2 monoclonal Mouse 10pg/ml Sigma-Aldrich #F 3165
Flag polyclonal Rabbit 10pg/ml Sigma-Aldrich #F 7425
Flag-M2 agarose Mouse IP Sigma-Aldrich #A 2220
Flotillin-1 Rabbit 1:500 Abcam (Cambridge, Regne Unit)
#ab40753
Flotillin-1 Rabbit 1:500 Epitomics (Burlingame, CA, USA)
#1678-1
Flotillin-1 Mouse 1:250 BD Transduction Laboratories
#610820
Flotillin-2/ESA Mouse 1:5000 BD Transduction Laboratories
#610383
GFP Mouse 1:500 Clontech #8362-1
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HA Rat 1:100 Roche #1 867 423
P-H3 (Ser10) Rabbit 1:1000 Upstate (Lake Placid, NY, USA)
#06-570
INCENP Rabbit 1:500 Cell Signaling Technology
(Boston, MA, USA) #2786
PCNA Mouse 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
# sc-56
myc-tag Rabbit 1:500 Abcam #ab9106
myc-tag 9E10 Mouse 1:1000 Cedit per la Dra. Anna Bigas
c-Myc (9E10) Mouse 1:100 Santa Cruz Biotechnology
#sc-40
cleaved Notch1l Rabbit 1:1000 Cell Signaling
(Val1744) #2421
activated Notchl Rabbit 1:500 Abcam #ab8925
Notch1 (C-20) Goat 1:100 Santa Cruz Biotechnology
#sc-6014
Survivin Rabbit 1:1000 Cedit pel Dr. Timothy M.
Thomson
B-Tubulin Mouse 1:1000 Sigma-Aldrich #T 4026

| Taula 9. Anticossos primaris utilitzats en els experimat@s/Nestern Blo

Un cop finalitzada la incubacio, la membrana fautada 3 cops amb TBST (10 min. a

RT cada rentat).

10.3.6 Anticossos secundaris
Totes les incubacions amb anticossos secundanms foralitzades a RT durant un

periode entre 1-2 h. a una dilucié 1:2000.
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Posteriorment la membrana fou rentada 3 cops ansJ {BO min. cada rentat).

Anticos Dilucié/ Fabricant/ N2
Concentracio cataleg
anti-goat Rabbit 1:2000 Dako (Glostrup,
immunoglobulins/HRP Dinamarca) #P0160
anti-rabbit Goat 1:2000 Dako #P0448

immunoglobulins/HRP

anti-mouse Goat 1:2000 Dako #P0447

immunoglobulins/HRP

anti-rat IgG Goat 1:2000 Sigma-Aldrich
peroxidase antibody #A9037

| Taula 10. Anticossos secundaris utilitzats en els expertsmda Western Blot.

10.3.7.Sistemes de revelat
Tots els anticossos secundaris emprats es trobgjugads a I'enzimhorse radish
peroxidasg HRP). Els sistemes de revelat consten de 2 ptesiuel substrat de I'enzim
HRP, el producte del qual emet llum i un augmemtatenhancerd’aquesta emissio
luminica. S’han fet servir dos sistemes de revalat,menor i major sensibilitat en
funcié de les caracteristiques dels anticossosgosnfafinitat, especificitat, ...).
I. ECL™ Western Blotting Detection Reagents (AmersharG® Healthcare)
i. Supersigndl West Dura Extended Detection Substrate (Pierceritie
Scientific)
El sistema és el mateix en tots dos casos:
— Barrejar ambdues solucions del kit en proporcié 1:1
— Incubar la membrana amb la barreja durant 1 mira & min. (ii) i colocar-
la en uncassetted’exposicié Autoradiogram Cassette SQX-1118 (CBS
Scientific Co., Del Mar, CA, USA).
- En una cambra fosca (amb llum infraroja), aplicaa pel-licula radiografica
Medical X-Ray Film Blue (Agfa HealthCare, Mortsd@glgica) durant el
temps adequat. Aquest temps oscil-la entre 1B8.min. en funcid de la

qualitat de I'anticos primari.
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Per processar la pel-licula s'utilitza una maquieaeladora automatica
FujiFilm FPM-100A (Fuji Medical Systems, Stamfof@i, USA).

Les imatges foren posteriorment adquirides amb mstersa d’escanejat GS-800

Calibrated Densitometer associasaftwareQuantity One 4.3.0 (Bio-Rad).

10.4.

Coimmunoprecipitacio

Els protocols d'immunoprecipitacido es fonamentenlamrapacitat dels anticossos de

formar complexos antigen-anticos quan sén afegitsnaextracte proteic. Aquests

complexos es precipitaren per reaccié amb unadak#a immunoabsorbent. Aquesta

fase es troba formada per proteines (A o G) de gfmitat pel fragment Fc de les

immunoglobulines i unides a resines insolubles cagarosa o sefarosa. Un cop

sedimentats per centrifugacid, els complexes esodigren i s'analitzaren per SDS-

PAGE.

El protocol que s’empra en les coimmunoprecipitasitou:

Rentat de les cel-lules dues vegades amb PBS

Scrapingamb 300ul de tampd de lisi.

Incubar 1 h. a 4°C en agitacio.

Centrifugar 10 min. a 13000 rpm. Descartar pallet cel-lular. Del
sobrenedant, separar una aliquota (10% del tota) apnsistira en una
mostra control de I'extracte proteic no subjectaimanunoprecipitacio
(INPUT).

Augmentar el volum de I'extracte fins al doble péavorir la formacio dels
immunocomplexos.

Preaclarar. Incubar 2 h. amb @gbde protein A o protein G Agarose (Roche
Applied Science). S'utilitza una o altra en funaé I'especie de la qué
s’obtingué [l'anticos utilitzat en limmunoprecipii@. Préviament, la
proteina A/G fou equilibrada: se substitui liffer en que es troba
conservada pel tampo de lisi mitjancant centrifizyeca baixes revolucions
(2000-2500 rpm) a fi d’ evitar el trencament deldeadsd’agarosa.
Centrifugar 5 min. a 2500 rpm i 4°C. Descartgvedletd’agarosa.

Incubar O/N a 4°C en agitaci6 ambpg d’anticos especific o amb una
immunoglobulina (IgG) inespecifica de la mateixpeese qué actuara com a

control negatiu de la immunoprecipitacio.
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— Afegir 40 ul de proteina A/G. Incubar 5 h. a 4°C en agitacio.

— Centrifugar 5 min. a 2500 rpm i 4°C. #lletconstituira I'immunoprecipitat
(IP), i el sobrenedant sera la fraccio no unmaz poundNB o SN).

— Rentar 3 vegades I'immunoprecipitat (IP) amb tandpdlisi. Resuspendre
les beadsd’agarosa en 4@l de LaemmliBuffer 2X per aconseguir una
concentracio final 1X igual al tamp6 descrit erpégat 10.1.1. Bullir 5 min.
Centrifugar 5 min a 2500 rpm i recuperar el sobdané (d’aquesta manera
s’elimina la matriu d’agarosa qué perjudica l'elefiiresi posterior).
Congelar.

— Ala fraccié no unida (NB o SN) afegir LaemrBluffer 5X per aconseguir la

concentracio final identica al punt anterior. Bullcongelar.

10.5. Pull-down
L'expressi6 d'una proteina recombinant en un siateprocariota permet la
sobreexpressio i també la facil purificacié de grgonantitats de la proteina d’interes. El
sistema escollit fou pGEX (Amersham — GE Healthcdres proteines de fusio foren
construides per insercio del gen d’interés en l@azde clonatge mdltiple del vector
pPGEX-6P-1. L'expressié d’aquests vectors es traita gl control del promotaiac.
Aquest promotor és induit per I'analeg de la laate®propyl /~D-thiogalactoside
(IPTG). Tots els vectors contenen un gen interif|&l producte d’aquest gen és una
proteina repressora que s’uneix a la regié opesadel promotortac, prevenint aixi
I'expressio fins al moment de la induccido amb IPZquesta manera s’aconsegueix
un control total sobre I'expressio de l'insert.@Ebtocol consisti en 2 parts: la sintesi i
purificacio de la proteina que actuara d’esquiassaig depull-downpropiament dit:

a) Sintesi de la proteina GST o GST-pt. esquer:

— Créixer O/N a 225 rpm i 37°C 4 colonies aillades4eml| de LB +
ampicil-lina respectivament.

— Inocular 500 ml de LB + Amp amb els 16 ml del aul®/N i créixer a 37°C
I 225 rpm fins que el cultiu assoleixi una g3ide 0.6-0.8.

— Induir l'expressio de la proteina recombinant afegiPTG a una
concentracio6 final 1ImM. Créixer durant 5 h. més.

— Centrifugar el cultiu a 7700g 10 min. a 4°C perimedtar les cel-lules.
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Descartar el sobrenedant i col-locar les cel- leegel. Resuspendrepatllet
cel-lular afegint 5Qul de PBS per ml de cultiu.

Sonicar 4x 1 min. a 100% d’amplitud i cicle 1 (cam, 50W i 30KHz).
S'utilitza el sonicador UP-50H (Dr. Hielscher GmbFgltow, Alemanya)
Afegir 20% Tritd X-100 fins a una concentracié ficie 1%. Agitar 30 min.
per solubilitzar la proteina de fusio.

Centrifugar a 12000g 10 min. a 4°C. Transferirofirenedant a un tub nou i

conservar a 4°C.

b) Purificacié per cromatografia d’afinitat. Es fa servir una matriu de
sefarosa GSTrap FF 1ml (Amersham). Quan s’afeddlisat bacteria a
aquesta matriu, la proteina de fusié s’uneix al lsgand, i mitjancant
rentats s’eliminen les impureses. L'elucié s’acgusex mitjancant
I'addici6 de glutatié reduit:

Omplir una xeringa amb tampo d’'unioé (PBS)

Connectar la xeringa a la columna mitjancant I'aadpr. Evitar I'entrada

d’aire.

Treure el tap de la columna.

Equilibrar la columna amb 5 volums de tampd d’unio.

Afegir la mostra conservada a 4°C mitjancant langar (cabdal 0.2-1.0

ml/min).

Rentar la columna amb 5-10 volums de tampdé d'umidbdal 1.0-2.0

ml/min).

Eluir la proteina de fusié amb 5-10 volums de tardjgbucio (Tris-HCI 50

mM pH 8.0, glutatié reduit 10 mM) (cabdal 1.0-2.0min).

Recollir I'eluit i testar la presencia dels elyier SDS-PAGE. Carregar un

banc de dilucions representatiu.

Tenyir els gels 10 min. amb blau de Coomassie @3@blau Coomassie

(w/v), metanol 40% (v/v), acid acetic 7% (v/v)).

Destenyir fent diversos rentats amb una soluci@id'acétic al 10% fins

observar bandes discretes en el gel.
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c) Assaig depull-down.

— Recaollir 'extracte cel-lular de manera identidzapartat 4.1.1.

— Preaclarar amb 50 de Bulk Glutathione Sepharose 4B al 50% (Amergham
i 25 ug de GST. Incubar 2 h. a 4°C en agitacio.

— Centrifugar a maxima velocitat 2 min. a 4°C. Deiscaglpellet

— Dividir I'extracte en dos aliquotes iguals. Afed®© pl de glutathione
sepharose Afegir 10 ug de proteina GST o proteina de fusi6-GST
respectivament a cadascuna de les aliquotes.

— Incubar els tubs 2 h. a 4°C en agitacio.

— Centrifugar les mostres 2 min. a maxima velocitals sobrenedants
corresponen a la fraccio no unida (SN o NB). figletsson la fraccigull-

down(PD). Es tracten les fraccions de forma identiCapartat 4.4.

11.IMMUNOFLUORESCENCIA
Mitjancant la técnica d'immunofluorescéncia es gatluar la localitzacio subcel-lular
d’'una determinada molecula. Mitjancant I'Gs d’aoisos secundaris conjugats a
fluorocroms diferents, la tecnica pot aplicar-sediferents proteines de forma
simultania, permetent l'analisi doble o triple delocalitzacid entre les diferents
proteines.
Per iniciar la tecnica, les cél-lules foren semésadobre cobreobjectes de vidre
(Menzel-Glaser Deckglaser, Menzel GmbH & Co., Bsalmveig, Alemanya)
col-locats en plaques de 24 pous. Sobre aquestt ®gpprocedi a la fixacid, procés pel
qual les cél-lules moren mantenint les propietdscd-quimiques inalterades.
D’aquesta manera s’obté una instantania del tiglidutar analitzat en les condicions
concretes que interessen a I'experiment (p.ex:lutés en una determinada fase del
cicle cel-lular). El protocol de fixacié consisti:

- 2rentats de les cél-lules amb PBS.

— Incubar amb paraformaldehid (PFA) 4% en PBS 10-20 an4°C.

- 2 rentats amb PBS.
Les cél-lules es conservaren a 4°C fins el momeaplicar el protocol
d'immunofluorescencia. Totes les incubacions ektzagen a RT:

— 30 min. amb NHCI 50 mM.
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- 1h. amb el tampo de bloqueig i permeabilitzacié f&Eservir un detergent
que permeabilitza la membrana i permetra I'entdala diferents anticossos.
El tampo consta de:

= PBS (diluent)

= BSA (agent bloquejant) 1-5%

= Serum de conill o cabra, en funcié dels anticossasilitzar (agent
bloquejant) 1:40

= Saponina (detergent permeabilitzador) 0.1%

— Preparar I'anticos primari (30-44) sobreparafilm en una cambra humida
(per exemple, una placa de cultius de 15 cm deeatr@namb paper de filtre
humit a la base)

— Treure elcubre del pou i col-locar-lo sobre glarafiim amb les gotes
d’anticos primari (la cara del vidre on es trobes ¢el- lules en contacte amb
I'anticos). Incubar 1h.

— Rentar amb PBS i incubar 1 h. amb I'anticos seaunBblproceés es repetira
2-3 vegades en funcié de les proteines que esiauligtiectar. Es pot fer de
forma sequencial o simultania (incubant els ansiossprimaris junts i
posteriorment, els anticossos secundaris tambéaalho

- Rentar i, si és necessari, tenyir el DNA. S'utditdoechst 33342, un agent
que té afinitat pels parells de bases A-T, dur@nhin. a la cambra humida.

— Rentar elcubre,assecar-lo curosament i col-locar-lo sobre el pbjeates.
Préviament, en gborta s’havia col-locat uns 3-gl de medi de muntatge
(glicerol 70% en tampo de bloqueig). Guardar lestnes a 4°C protegides

de la llum.

Anticos Dilucié/ Fabricant/ N2 cataleg

Concentracio

AIM-1 (Aurora B) Mouse 1:50 (5pg/ml) BD Transduction Laboratories
#611082
Flag-M2 monoclonal Mouse Spg/ml Sigma-Aldrich #F 3165
Flotillin-1 Rabbit 1:25 Abcam #ab40753
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Flotillin-1 Mouse 1:25 BD Transduction Laboratories
#610820
HA Rat 1:100 Roche #1 867 423
P-H3 (Ser10) Rabbit 1:1000 Upstate #06-570
Ki67 Rabbit 1 gota Dako Corporation #N1574
Ki67 Rabbit 1:30 Zymed Laboratories (San

Francisco, CA, USA)
#18-0191Z

MAD?2 Rabbit 1:1000 Bethyl Laboratories Inc.
(Montgomery, TX, USA) #A300-

300A
MAD2 Rabbit 1:50 Covance (Berkeley, CA, USA)
#PRB-452C
myc-tag 9E10 Mouse 1:1000 Cedit per la Dra. Anna Bigas
Notch1 (C-20) Goat 1:50 Santa Cruz Biotechnology
#sc-6014
Tubulin polyclonal Sheep 1:200 Cytoskeleton Inc. (Denver, CO,
antibody USA) #ATNO2
B-Tubulin Mouse 1:200 Sigma-Aldrich #T 4026
B-Tubulin-Cy3 Mouse 1:200 Sigma-Aldrich #C 4585
conjugated
y-Tubulin-Cy3 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich #C 7604
conjugated

Taula 11 Anticossos primaris utilitzats en els experimatitsmunofluorescéncia.
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Fabricant/ N2 cataleg

Alexa-Fluor® 488 anti Goat 1:200 Molecular Probes, Inc. (Eugene,
mouse 1gG (H+L) highly OR, USA)
cross-adsorbed #A-11029
Alexa-Fluor” 568 anti Goat 1:200 Molecular Probes, Inc.
mouse IgG (H+L) highly #A-11004
cross-adsorbed
Alexa-Fluor™ 488 anti Goat 1:200 Molecular Probes, Inc.
rabbit 1gG (H+L) #A-11008
TRITC-conjugate anti Goat 1:350 Sigma-Aldrich
rabbit I1gG #T-6778
Alexa-Fluor’ 594 anti rat Donkey 1:200 Molecular Probes, Inc.
IgG (H+L #A-21209
FITC-conjugate anti rat Goat 1:100 Santa Cruz Biotechnology
IgG #sc-2011
Alexa-Fluor’ 568 anti Rabbit 1:200 Molecular Probes, Inc.
goat IgG (H+L) #A-11079
Alexa-Fluor’ 568 anti Goat 1:200 Molecular Probes, Inc.
human IgG (H+L) #A-21090
Alexa-Fluor™ 488 anti Donkey 1:200 Molecular Probes, Inc.
sheep 1gG (H+L) #A-11015

Taula 12 Anticossos secundaris utilitzats en els expertmdiimmunofluorescéncia.

Les immunofluorescéncies es visualitzaren amb etrascopi de fluorescéncia
convencional BX61 de I'empresa Olympus Corporafibakio, Japo). La captacio de
les imatges s’aconsegui mitjancant el microscopfamal espectral FV1000 (Olympus)
I el softwarede visionat FV-ASW.

D’altra banda, per aquells experiments qué regadeeun seguiment visual vivo de
les cel-lules sotmeses a diferents condicions ewrpatals s’utilitza el microscopi
multidimensional TIRFM CellR d’alta velocitat (Olymus); el qual es troba equipat
amb un incubador de metacrilat de grans dimensionts control de temperatura i @O
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Pel tractament de la informacio resultant es femmir els programes CellR (Olympus)
I ImageJ -Image Processing and Analysis in JavatigNal Institutes of Health, USA).

12.ASSAJOS DE LUCIFERASA

Aquest tipus d’experiment es destina a avaluaapeacitat d’activacio de la transcripcio
del promotor del gen Hesl, el qual es relacionactiment a I'estat d’activacio de la
via de transduccio de senyal mediada pel recepttehd. A aquest efecte, el promotor
del gen Hesl es fusiona al gen reporter luciferaggancant un subclonatge en el
plasmidi pGL3-Basic Vector (cedit per la Dra. AnBmas). El gerFirefly (Photinus
Pyralis) Luciferasecodifica per un enzim capag¢ de catalitzar una iéad'©xidacio,
generant-se emissio de llum. La quantitat de llecolfida per un luminometre sera, per
tant, directament proporcional a I'estat d’activadel promotor de Hes1 i en definitiva,

proporcional a I'estat d’activacio de la via de t\i.

Arcombinanl Firedly

H o COOH Lucilerase O 5 o
IS5 o e g LTI e
iy, - ' - ¥ Muﬂ* = o BAAE 3 4

Beetia Lucienms ey luc:derm

Fig 17. Reaccié d’oxidacio-reduccié catalitzada lfparzim firefly luciferase.

S’han fet servir 2 sistemes de deteccid de lugferde la casa comercial Promega
Corporation:

i.  Luciferase Assay System (Cat. #E1500)

i. Dual-Luciferas® Reporter Assay System (Cat #E1910)
La diferencia entre els dos sistemes radica enetjgsestema dual incorpora un segon
substrat per I'enzinRenilla (Renilla Reniformis) Luciferas&l substrat de la reaccié
catalitzada per aquest segon enzim inactiva aleriole manera que s’atura I'emissio
de llum. Al mateix temps, aquesta segona reacci@ta produir una emissio luminica.
En el nostre cas, el gdRenilla es trobava sota el control d’'un promotor constitut
(vector TK-Luciferase), aportant un control norrzdor sobre [I'eficiencia de
transfeccio de les diferents condicions experinienta
En el cas (i), la normalitzacid s’aconseguia incoapt a les cel-lules el gen

B-galactosidasa també sota el control d’'un promotostitutiu (pCMVB-GAL). La 3-
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galactosidasa és un enzim capa¢ de catalitzar iaecsid del substrat colorimetric
adient prtho-Nitrophenylg-galactoside, ONPG) en un producte de color groc
mesurable a 420 nm de longitud d’ona.

Els assajos es realitzaren sobre plaques de cd#iul2 pous i cada condicio
experimental fou mesurada per triplicat. L'extracéd lular s’aconsegui pscrapinga
4°C utilitzant el tampo LysiBuffer 1X (70 pl/pou). Per cada punt s’aplica la meitat del
llisat cel-lular en una placa de 96 pous de foraeofan el cas del sistema simple, I'altra
meitat de I'extracte s'utilitza en una segona pldea96 pous (fons translucid) per
mesurar |'activitat galactosidasa.

La lectura de luciferasa es realitza de forma aatipada mitjancant el luminometre
Clarity (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA)I€Epassos foren:

Afegir 30 ul del substrat del gefairefly: Luciferase Assay Reagent (LAR).

Mesurar la luminescencia durant 10 s. en un leanultiplaques.

En el cas (ii), afegir 21l del substrat del geRenilla Stop & GId® Reagent.

Mesurar la luminescencia durant 10 s. més.
En el cas (i) la normalitzacio consisti en:

— Afegir a I'extracte 7Qul ONPG (4 mg/ml dissolt en NBO, 100 mM pH=
7.3).

— Incubar a 37°C fins observar I'aparicié de colaayr

13.ASSAJOS D’APOPTOSI (TUNEL)

A la cel-lula apoptotica es produeix el processat INA genomic originant-se
fragments de DNA de baix pes molecular (mono- gdtiers) aixi contbreaks” de
cadena simple nicksen el DNA d’elevat pes molecular. Aquestes disooiitiats es
poden identificar marcant els extrems 3-OH que laedat lliures, mitjancant
I'addicié enzimatica de nucleotids marcdt®nzim qué possibilita I'addicié d’aquests
nucleotids a les cadenes trencades de DNA és laodrtrminal deoxynucleotidyl
transferase(TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl Transferase BiotdUTP Nick End
Labeling). Els nucleotids poden estar marcats aiP Ider la seva deteccio enzimatica
per immunohistoquimica, amb marcadors fluoresceetanicroscopia o citometria de
flux, etc. Els experiments de mesura de l'inde)pdf#osi es realitzaren amb el kit
Situ Cell Death Detection Kit, TMR Red (Roche), en ebklgg’afegeix el nucleotid
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marcat TMR Red dUTP qué possibilita la deteccié wemunofluorescencia. El
protocol seguit fou el seguent:
« Control positiu:
— 2 min. ambbuffer de permeabilitzacié (PBS, 0.1% Tritd6 X-100,
0.1% citrat trisodic) en gel.
— 10 min. amb DNAsa (10Qg/ml) a RT.
- Mantenir en PBS.
« Control negatiu i mostra:
— 2 min. amhbufferde permeabilitzacié en gel.
A partir d’aquest punt es continua en paral- lel aotdés les mostres:
- 2 rentats amb PBS.
— Barrejar la solucio enzimatica (Enzyme Solution,f0amb la solucio de
marcatge (Label Solution, 4%0).
— Afegir 50 ul de la barreja a cada cobreobjecte (pel contrghtie es faran
servir 50ul de Label Solution, sense I'enzim terminal transsa).
- Incubar 1 h. a 37°C en cambra humida.
— 3 rentats amb tampo de bloqueig (PBS, 0.1% TrittOg; 0.5% BSA).
— Muntatge delgubresi visualitzacié al microscopi de fluorescéncia.
El recompte de les cél-lules amb marcatge poséimeté establir els percentatges de

cel-lules apoptotiques de cada condicio.

14.IMMUNOPRECIPITACIO DE CROMATINA

La immunoprecipitacié de cromatina (ChlP) és unauétexperimental per determinar
quines proteines com per exemple, factors de trigo&r es troben associades a
regions especifiques del genoma (en linies cetsluaeixits). EI métode es basa en la
capacitat del formaldehid de reaccionar amb lesx@sprimaries localitzades tant en
els aminoacids com en les bases de les moléculedldd DNA, formant uncross-link
covalent entre una proteina especifica i el DNAs@bque aquesta es troba situada.
Posteriorment, les cel-lules sén llisades i elsaet¢s sonicats a fi d’aconseguir
fragments de DNA d’'una mida menor. El complex DN&tpina és immunoprecipitat
fent servir un anticos especific contra la proteiiaterés, d'una forma similar al
protocol emprat en la immunoprecipitacid proteingigina (apartat 4.4). Eross-
linking és revertit per I'aplicacié de calor i la porcié@ ®NA pot ésser purificada i
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identificada per PCR fent seryirimersespecifics a la suposada regié d’'unié (Benson
et al, 2006).

cross-finking +
sonicacia

,
> Histones
]

L5 .
fraccio

unida General

N A pal
Transcription ~ E
Factors & ;
M

fraccio
no unida

purificacio DNa 5
|

PCR seqiiencies
especifiques

(lms-linkanile complex

Fig 18.Panell esquerreRepresentacié esquematica del procés de Garell dret.Visié ampliada del
complex anticos especific- proteina immunoprediaita seqiencia de DNA interactuant
(www.cancerepigenetics.com)

El protocol aplicat parti d’'un nombre molt elevat ck&l-lules (3 plaques de 15 cm de

diametre per condicié experimental). Sobre aquestiekiles es procedi:

i) Cross-linking

— Mantenir les cél-lules en 9 ml de medi complert.

— Afegir 1 ml (1/10) de solucié deross-linking1X (50 mM HEPES pH 8.0,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, formaldehid )%

— Incubar 10 min. a RT i agitacio intensa.

— Aturar la reaccio afegint 1/10 de soluci6 STOP 1M glicina, 10mM
TRIS-HCI pH 8.0)

— Incubar 5 min. a RT i agitacio6 intensa.

— Aspirar el medi (eliminant les cél-lules no adhesid

i) Lisi cel-lular:
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— 2 rentats amb PBS (fred) - 0.5 mM EDTA
— Afegir 1 ml de tampd de lisi. Btockde 50 ml (diluit en aigua) consta de:
= Tris 10 mM pH 8.0
= 10% Tritd X-100 (Surfact-AmfFsX-100, Pierce-Thermo Scientific)
= NaCl 100 mM
= EDTA1mM
» EGTA 0.5mM
= Na-butirate 10 mM
= Na-butirate 10 mM
= [-glicerofosfat 40QuM
= Ortovadanat sodic 300 nM
— Recuperar les cel-lules psaraping.
— Incubar 20 min. en gel.
— Centrifugar 4 min. a 3000 rpm.
— 2 rentats amb tampo6 de rentat (@0de NaCl 5 M en 1 ml de tampo de

sonicacio).

iii) Sonicacio:
— Resuspendre @elleten 600ul de tampd de sonicacio:
= Tris 10 mM pH 8.0
= NaCl 100 mM
= EDTA1mM
= EGTA 0.5 mM
*= Na-butirate 10 mM
= [-glicerofosfat 40QuM
= Ortovadanat sodic 300 nM
= Cocktailinhibidors proteases 1:500
— Afegir SDS 1% final.
— Sonicar 4X 90% amplitud i cicle constant.
— Centrifugar a maxima capacitat 15 min. a RT. Ddacael pellet negre
(provocat per les altes temperatures que es dammantda sonicacio)

— Afegir 6 ml de tamp6 de sonicacié 10X per diluilS&S al 0.1% final.
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Concentrar per centrifugacié en columnes VIVASPIN(3artorius Stedim
Biotech, Goettingen, Alemanya) a 3400 rpm i 15°@s fun volum final
aproximat de 0.8 ml.

iv) Preaclarat de la cromatina:
Ajustar I'extracte al tampo6 RIPA afegint Tritdé 1%0mM NaCl, deoxicolat
sodic 0.1% (w/v).
Afegir 50:50 sepharose A/G (SPA/SPG) previament ilibgada
(50 ul/condicid).
Incubar 2 h. a 4°C en agitacié. Centrifugar 2 nan3000 rpm i 4°C.
Recuperar els sobrenedants.
Salvar 50-100ul que seran el control INPUT. Sobre aquesta alajest
revertira el cross-linking:

— OJIN 65°C + 2 h. 55°C afegint/d proteinasa K (20 mg/ml).

— Purificar mitjangant High Pure PCR Purification KRoche).

v) Immunoprecipitacio:
Afegir 5 ug d’anticos especific o d'IlgG no relacionada concaatrol
negatiu.
Incubar O/N a 4°C en agitacio.
Afegir 50 ul de SPA/SPG (50:50) previament equilibrada.
Incubar 2 h. a 4°C en agitacio.
Centrifugar 2 min. a 3000 rpm i descartar els soddants.
Rentar els immunocomplexos: 3X RiAffer,3X RIPA + 1 M NaCl, 2X
LiCl buffer (RIPA + 250 mM de clorur de liti), 2X TE (Tris-HQIO mM pH
8.0, EDTA 1 mM).
Eluir en 100ul de bufferd’elucio:
= Tampo TE +
= SDS 1.5%
= [-glicerofosfat 2QuM
= NaCl 30uM
= Na-butirate 1QuM

Centrifugar 2 min. a 3000 rpm, recuperant els sodmants.
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— Revertir elcross-linkingO/N a 65°C.

vi) Purificacio DNA:
— 2 h.55°C afegint pl proteinasa K (20 mg/ml).
— Purificar mitjancant High Pure PCR Purificatiort KRoche).

Un cop purificat el DNA es procedi a la realitzadiGna PCR semiquantitativa, fent
servir primers contra les regions promotores dels gens Hesl d,Haynbdos dianes
transcripcionals de Notchl. Les condicions de P@Bnf.

94° C 3 min

94° C 30s

Ta" 30s X 25-28-31-34-37-40 cicles

72°C 30s

72°C 5 min

4°C 00

# Temperatura d’anellament: 57.5°C en el cas dé H&5°C per Heyl.
Sobre I'immunocomplex s’aplica també un protocolREChIP, el qual consisteix en
immunoprecipitacions sequencials de cromatina dotjelctiu d’estudiar la presencia
simultania de proteines unides a una regio de DidAngalment aquest fenomen indica

la presencia de complexes proteics). També es paddnar modificacions en el patrd

d’histones. Sobre el complex sefarosa-anticos-ctioma’aplica:

— Resuspendre ldeadsde sefarosa en 30 de DTT 10 mM.
— Incubar 30 min. a 37°C.

— Centrifugar 5 min. a 2000 rpm i recuperar el sobdamt.

— Afegir 400pul de tampd RIPA + inhibidors de proteases.
— Afegir 3 ug del segon anticos i incubar O/N.

— Afegir 20yl de SPA/SPG

— Incubar 3h. a 4°C en agitacio.
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- Rentar 3X amb tampd RIPA. A partir d’aguest punalitzar la

immunoprecipitacio i la purificacio del DNA de maaedéntica al protocol

anterior.

Primer ‘ Promotor Sequiéncia ‘
Heyl Forw Heyl 5-TCAGTG TGT GCG GAA CGC AAG -3
Hey 1 Rev Heyl 5_TTC TTC ACC TCG ATG GTC TCG T8 -
Hes 1 Forw Hesl 5-TAC CTC TCT CCT TGG TCC TGG AAC -3
Hesl Rev Hesl 5-CAGATGCTGTCTTTG GTT TAT CC& ¢

Taula 13. Llistat de primers utilitzats en les P€Bgesponents als experiments de ChIP i ReChlP.

15.ASSAJOS DE PROLIFERACIO

15.1 Comptatge
Les cel-lules d'interes foren plaguejades en plagde 12 pous. Diariament, les
cel-lules de 3 pous per cada condicié experiméotah tripsinitzades. Una aliquota de
la suspensié cel-lular es dilui 1:10 en Trypan Bokition 0.5% (Biological Industries,
Kibbutz, Israel), colorant capa¢ de penetrar i ireiypicament les cel-lules mortes.
S’aplicaren 1Qul de la dilucié a una cambra de comptatge Neubd&tscomptaren les

cel-lules vives dels 4 camps independents i sapdidormula:

N° cél-lules = promig cél-lules dels 4 camp®%<110 (dilucié) x ml totals suspenslié

Aquest procés es dugué a terme durant 7 dies adnsec

15.2 Analisi per immunofluorescencia del marcador @ proliferacié Ki67
La proteina Ki67 és un marcador cel-lular de peadi€io. Es troba absent de cél-lules
quiescents, mentre que en cel-lules que progressehcicle cel-lular (fases; &5, G)
Ki67 es detecta exclusivament en el nucli. Duramltosi, la major part de la proteina
es relocalitza sobre la superficie dels cromosofesstant, Ki67 és un bon metode per
determinar el percentatge de creixement d’'una pableel-lular (Scholzen & Gerdes,
2000).
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Les cél-lules foren plaguejades d’acord amb ebpmtd'immunofluorescencia (apartat
11) fent-se servir les concentracions indicadesitifassos anti Ki67 i secundaris
corresponents. Es realitza un comptatge d'un miteB800 cel-lules totals de cada

condicio experimental establint-se el percentatgquetlles qué eren positiven en nucli

per Ki67.
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