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MATERIALS I METODES

1. MANIPULACIO I/O DETECCIO DE PROTEINES

1.1 PURIFICACIO D'IlgG A PARTIR DEL SERUM. CROMATOGRAFIA
D’AFINITAT PER PROTEINA A LLIGADA A SEFAROSA. (METODE DE
BAIXA SALINITAT)

El métode utilitzat esta fonamentat en el protocol proposat per Lane et al., (1988).
Mitjangant aquest métode va purificar-se la fraccié d'IgG que hi havia a I'antisérum
(sérum procedent de les immunitzacions). Es basa en I'afinitat de la proteina A per la
fracci6 Fc de les IgG del conill.

1.1.1 REACTIUS

- Aigua destil-lada

-PBSpH 7.4

- Proteina A sefarosa CL-4B (Pharmacia)
- Tamp6 Tris10 mM, pH 8.0

- Tamp6 Tris 100 mM, pH 8.0

- Tampo Tris 1 M, pH 9.0

- Glicina 100 mM, pH 2.7

- 2 ml d'antisérum MANRX

- 2 ml de sérum preimmune (MANPRE)

1.1.2 MATERIAL

- 2 columnes BioRad d'11 ml de capacitat (Polypropylene Econo-Column) amb 2m]
de resina empaquetada (Proteina A-Sefarosa). El rendiment d'unié va de 10 a 20 mg
d'IgG/ml de resina empaquetada.

- Cubetes de quars.

- Espectrofotometre Shimadzu.

- Bosses de dialisi (retencié de molécules amb pes molecular igual o superior a 12000
D, Sigma, num. cat. D-9277) préviament tractades (Lane et al., 1988). Breument, se
submergeix les bosses en una solucié de 5 mM d'EDTA i 200 mM de NaHCO;, es
bullen en aquesta solucié durant 5 minuts. S'elimina aquesta soluci6 i es renten les
bosses amb aigua Milli-Q. Es repeteix aquest procés un cop. Finalment, després de
altim rentatge de les bosses amb aigua Milli-Q, es llengava aquesta aigua i es
col-locaven les bosses dins d'una ampolla autoclavable de coll ample que contenia
aigua Milli-Q. Després d'autoclavar les bosses és preferible afegir azida sodica fins a
una concentracio final del 0.02%.

1.1.3 PROCEDIMENT

1.1.3.a Preparacié de les columnes

Tot el procés es va dur a terme a 49C. Es van preparar dues columnes BioRad
cadascuna amb 2ml de Proteina A-Sefarosa empaquetada (aproximadament hi ha 10
mg d'IgG/ml d'antisérum, i el rendiment d'unié és de 10-20 mg d'IgG/ml de gel).
L'empaquetament de la resina es feia utilitzant aigua destil-lada. La columna es va
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equilibrar amb tamp6 Tris 100 mM pH 8.0 mantenint un flux constant d'aquest
tampo.

1.1.3.b Preparacié de les mostres
El pH de les mostres MANPRE i MANRX es va ajustar a pH 8.5 amb Tris 1 M pH
9.0 i glicina 100 mM pH 2.7.

1.1.3.c Cromatografia

La mostra va passar-se tres vegades per la columna, després la columna va rentar-se
amb 10 volums (2 ml de resina empaquetada * 10 = 20 ml) de tampé Tris 100 mM,
pH 8.0. Es va fer un segon rentatge de la columna amb 20 ml de tamp6 Tris 10 mM
pH 8.0. L'eluci6 de la columna es va dur a terme amb glicina 100 mM pH 2.7. Van
recollir-se 10 fraccions de 500 pl de volum final en tubs eppendorf que contenien
préviament 25 pl de tamp6 Tris 1M pH 9.0, per tal de neutralitzar el pH de la mostra
recollida. Es van fer dilucions 1/20 en PBS pH 7.4 de cadascuna de les fraccions, per
tal d'identificar aquelles que contenien la major part de les IgG purificades,
mitjangant la lectura de l'absorbancia a 280 nm en cubetes de quars. Es va observar
un unic pic d'absorbancia comprés entre les fraccions nim. 4 i nim. 7. Es van
barrejar les fraccions que constituien el pic d'IgG per a cadascuna de les mostres
inicials (MANPRE i MANRX) i va procedir-se a fer la dialisi contra PBS pH. 7.4 (1
litre) durant 16 hores a 4°C. Van recuperar-se els volums de sengles bosses i vam
determinar la concentracié de proteines mitjangant la lectura a 280 nm (1 unitat de
densitat optica correspon a 0.8 mg/ml de proteina). La concentracié d'IgG per a
MANPRE va ser de 1.3 pg/pl, i per a MANRX de 7.2 pg/pl.
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Figura 1. Experiment tipic de purificacié d’un anticds. A) Perfil de la proteina al eluir
I’anticos. B) Tinci6 per Coomassie-blue de difernts fraccions en preséncia o no d’agents
reductors. C) Comprobacié que I’anticds purificat funciona en assaig de western blot.
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1.1.3.d Comprobacié

Per tal de comprovar la puresa de les IgG obtingudes va processar-se una petita
quantitat d'aquestes (0.5 pl) per SDS-PAGE (10% d'acrilamida) en condicions no
reductores i reductores. Després de la migraciéo va tenyir-se el gel amb blau de
Comassie i van visualitzar-se les bandes. Si la fraccié estigués enriquida en IgG de
pes relativament homogeni, la tincié amb blau de Coomassie revelaria la preséncia
d'una banda majoritaria de 150 kD en condicions no reductores, aixi com de bandes
de 55 1 20 kD corresponents a les cadenes pesades (H) i lleugeres (L) separades. I
aixo va ser exactament el que vam observar. També s’ha de comprovar per mitja d'un
assaig de transferéncia Western que [’anticos reconeix I’epitop. En la figura 1
presento un experiment tipic de purificacié d’un anticos (en concret MANRS).

1.2 UNIO D'IgG A BOLETES D’ACRILAMIDA

Com que no obteniem cap resultat positiu en immunoprecipitar rBAT a partir de
membranes apicals de rata (vegeu protocols d'immunoprecipitaci6), vam decidir unir
I’anticos a boletes d’acrilamida. Com a control inespecific també s’uneixen IgG no
especifiques. Es basa en 1’acoblament de les proteines a un gel mitjangant un enllag
covalent N-alquil-carbamat entre el grup amina nucleofil i 1a matriu del gel.

1.2.1 REACTIUS

- Tamp6 borat 0.1 M pH 8.5

- Reacti-Gel™ (GF-2000) (Pierce)

- Columna BioRad (igual que en l'apartat anterior)
- Tampé borat 0.1 M 0.9% NaCl pH 8.5.

- Tampé Tris 2 M pH 8.5

- Tamp¢ Tris 50 mM pH 7.4

1.2.2 PROCEDIMENT

1. Posem al voltant de 2 mg d'IgG purificades amb el tampo borat sense NaCl. No
fem servir mai tampons com ara Tris que tenen amines primaries, ja que
s’acoblarien al gel.

2. Afegim uns 3 ml de Reacti-Gel en la columna Bio-Rad que té acoblada una

goma connectada al buit. Rentem 3 vegades amb 3 ml d’aigua bidestil-lada a 4°C

per treure 1’acetona. Rentem 3 vegades amb tamp6 borat 0.1 M amb NaCl.

Afegir la mostra. Tapem i ho deixem 48 h amb agitacié a 4°C.

4. Rentem 3 vegades amb Tris 2 M pH 8.5, per blocejar llocs inespecifics. Tornem
a rentar amb Tris 50 mM pH 7.4.

5. Guardem les boletes en aigua destillada amb 0.02% d'azida sodica a 4°C.
Carreguem una part del primer sobrenedant després d’afegir la mostra i ho
tenyim amb blau de Coomassie per comprovar que s’ha enganxat 1’anticos.

w

1.3 OBTENCIO DE PROTEINES DE MEMBRANES TOTALS A PARTIR DE
TEIXITS DE RATA

El protocol utilitzat esta basat en el descrit préviament per Camps et al., (1992).
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1.3.1 REACTIUS

- Solucié de pentobarbital sodic (20 mg pentobarbital sodic/ml de sali) en sali
fisiologic (NaCl 0.9%).

- Sali fisiologic.

- Tamp6 d'homogeneitzacié pH 7.4: Hepes 25 mM, EDTA 4 mM, Aprotinina 1U/ml,
Benzamidina 25 mM, PMSF 0.2 mM, leupeptina 1 uM, lepstatina A 1pM, sacarosa
250 mM. Es preparava just abans d'utilitzar-lo i es mantenia a 4°C durant tot el
procés. :

1.3.2 MATERIAL

- Material de cirurgia

- Tubs corex de vidre de 30 ml

- Politr6 CPCU

- Tubs Beckman d'ultracentrifugacio de 10.4 ml de capacitat
- Xeringues de plastic d'l ml 25-Gauge

1.3.3 PROCEDIMENT

1. Els animals utilitzats eren rates mascles de la soca Wistar, d'un pes comprés entre
200 i 250 g aproximadament. El sacrifici dels animals es va fer sempre anestesiant
amb pentobarbital sodic (5-7 mg/100g de pes corporal; 20 mg/ml de sali). Els teixits
extrets van ser ronyo (total o escorga) com a control positiu de 1a preséncia de rBAT;
cervell, cor i fetge, com a controls negatius. La sang continguda als teixits
s'eliminava banyant els teixits extrets en sali fisiologic, aquells es congelaven en
nitrogen liquid i posteriorment es guardaven a -80°C, fins a la seva utilitzacid.

2. L'homogeneitzacid es duia a terme utilitzant I'aparell Politr6 CPCU (utilitzant la
sonda d'l cm de diametre) a intervals de 30 segons a 6 unitats de la seva escala, en
tubs corex de 30 ml, i s’homogeneitzava cadascun dels teixits (0.5-1g de teixit) en 8
ml del tampo6 d'homogeneitzacio, mantenint els tubs en gel (0°C) durant el procés.

3. Els homogenats se sotmetien a una primera centrifugacid (centrifuga Sorvall, rotor
SA 600): ronyo, fetge, cor 10000 * g, 10 min (4°C); cervell 5000 * g, 5 min (4°C).

4. El sobrenedant es recull i es descarten els precipitats. El sobrenedant es transfereix
a un tub d'ultracentrifuga i es centrifuga a 200000 * g 1 h 30 min (alternativament, a
150000 * g durant 2 hores) a 4°C (rotor T-875, Sorvall).

5. El sobrenedant es descarta i es resuspeén el precipitat (proteines de membranes
totals) amb tampd d'homogeneitzacié (de 100 a S00 pl segons les dimensions del
precipitat). La resuspensié s'aconsegueix utilitzant primer una pipeta automatica
P200, deprés una xeringa d'insulina a la qual s'ha substituit I'agulla per una punta de
pipeta automatica P200, i finalment, s'utilitza una agulla de 25 G. Tot el procés de
resuspensio es dur a terme a 4°C.

6. Es fan parts que es mantenen a -20°C. La valoraci6 de proteines es fa pel metode
de Bradford (vegeu més endavant).
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1.4 OBTENCIO DE MEMBRANES APICALS DE L’ESCORCA RENAL DE
RATA

1.4.1 METODE 1

El protocol utilitzat es basa en el descrit per Furlong et al., (1990).

1.4.1.a Reactius

- Tamp6 d'homogeneitzacié: 50 mM de manitol; 2 mM de Tris-HCI, pH 7.1.
- MgClz 1M

- 100 mM de manitol; Tris-HC] 12 mM pH 7.4

1.4.1.b Procediment
1. 1 g de teixit renal shomogeneitza en 40 m! de tamp6 d'homogeneitzacié. Es fan 5

passades amb una sonda d'ajust lax, seguides per 5 passades amb la sonda ajustada.

2. S'afegeix MgCl, fins a concentracié final de 12 mM. L'homogenat s'agita
suaument durant 15 minuts i se centrifuga a 3000 * g durant 15 minuts a 4°C. El
sobrenedant es centrifuga durant 25 minuts a 39500 * g a 4°C.

3. El precipitat obtingut es resuspén en 20 ml del tampg inicial i es rehomogeneitza
amb 5 passades de la sonda ajustada.

4. Es torna a afegir MgCl, a una concentracio final de 12 mM, i es torna a repetir el
procés a partir del qual s'obtenen membranes d'epiteli en raspall. El precipitat final es
resuspén amb l'ajut d'una xeringa amb punxa de 25 G en 400 pl del tampé 100 mM
de manitol; Tris-HCI 12 mM pH 7.4. Es fan part aliquotas i es guarden a -20°C. La
qualitat de la mostra aixi obtinguda es mesura per activitat enzimatica de la fosfatasa
alcalina (Bretaudiere i Spillman er al,, 1984). La valoracié de proteines es fa pel
métode de Bradford et al., (1976)

Nota: En aquest cas, a causa de l'extraccié macroscopica del teixit, el que en aquest
apartat s'anomena imprecisament escorg¢a renal es refereix a tot allé que no és la
papilla, o sigui, que inclou la medul-la externa.

1.4.2 METODE 2

El protocol utilitzat es basa en el descrit per Malathi et al,, (1979). Era necessari
posar a punt un altre protocol per obtenir membranes apicals per obtenir preparacions
on la quantitat de complex rBAT i la subunitat lleugera representes el 100% de la
preparacio. Aixi, es van seguir les recomanacions del treball publicat per Wang et al.,

(1995).

1.4.2.a Reactius

- Tampo d’homogeneitzacié: 50 mM de manitol; 2 mM de Tris-HCI, pH 7.0.
-CaCl; 1 M

-NEM 5 mM

1.4.2.b Procediment
1. Al voltant d’un gram de teixit renal s’homogenitza en 30 volums (pes/volums) del
tamp6 d’homogeneitzacié amb NEM 5 mM, préviament refredat durant 5 minuts en

un Sorvall Omnimixer.
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2. S’afegeix solucié de 1 M CaCl, a I’homogenat fins que la concentraci6 es de 10

mM. La barreja s’agita en un agitador orbital durant 10 minuts.

3. Aquest homogenat es centrifuga durant 15 minuts a 3600 rpm (3000g) en la

centrifuga Sorvall RC-3B. Es descarta ara el pellet d’aquesta centrifugacio.

4. El sobrenadant es centrifuga durant 27 minuts a 16000 rpm (40000 g). El pellet

representa la membrana apixal. Es resuspen en el mateix volum del mateix tampo

emprant una xeringa d’un mil-lilitre amb una agulla de 25 gauges.

6. Es centrifuga una altra vegada a la mateixa velocitat. Ara es resuspen el pellet un
altre cop amb la mateixa xeringa fent servir el tamp6 d’homogeneitzacié pero
sense afegir NEM.

1.5 OBTENCIO DE MEMBRANES TOTALS D’OOCITS.
1.5.1 METODE 1

Aquest métode esta extret de Hagenbuch ef al,, (1991).
S'afegeix a 15-20 oocits 200 pl de solucié d'homogeneitzaci6 (0.25 de M sacarosa, 1
‘mM de PMSF i | mg/ml de leupeptina). Els oocits shomogenitzen passant-los
repetidament per una agulla de 25 gauges. L'homogenat es centrifuga a 100000 g
durant 15 min a 4°C i el precipitat es resuspén en 7.5 ml de 0.1 M Na,COs. Després
de 30 min en gel, les mostres novament es centrifuguen a 100000 g durant 1 h a 4°C,
i el precipitat es resuspén en la solucié d'homogeneitzacié (125 ul/20 oodcits).
S'utilitzen parts aliquotes per valorar proteines i per mesurar radiactivitat.

1.5.2 METODE 2

Aquest métode esta extret de Thomas et al., (1993).

30-50 oocits s’homogeneitzen en 10 pl/odcit de tampé A (250 mM de sacarosa, 1
mM d'EDTA, 10 mM de Tris pH 7.5, més 5 mg/ml de leupeptina i pepstatina, i 1 mM
de PMSF) mitjangant 20 passades amb un homogeneitzador de vidre-teflé de mida
eppendorf. L'homogenat es centrifuga 2 cops a 1000 g durant 10 min a 4°C per
eliminar el vitel, i el sobrenedant es precipita per centrifugacié a 100000 g durant 90
min a 4°C i es resuspén en 2 ml/oocit del tampd A. Les membranes s'emmagatzemen
a-20°C.

1.6 DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE PROTEINES.
1.6.1 METODE DE BRADFORD

La valoracié de proteines es fa d'acord amb el métode de Bradford er al., (1976),
utilitzant el reactiu BioRad Protein Assay de BioRad. Aquest métode es basa en el
canvi del pic d'absorbancia en una soluci6 acida de blau brillant Coomassie G-250,
quan aquest es lliga a proteines. El canvi del maxim d'absorbancia és de 465 a 595
nm.

1.6.1.a Reactius
- Solucié comercial BioRad Protein Assay (blau brillant de Coomassie, acid fosforic i

metanol) diluida 1/5 amb aigua destil-lada i filtrada.



Materials i métodes-51

- Solucié d'estoc de y-globulines bovines (1 mg/ml) en tampé fosfat pH 7.4
(Na,HPO, 50 mM, NaH,PO, 50 mM), conservada a -20°C.

1.6.1.b Material
- Cubetes de plastic d'1.5 ml de capacitat
- Espectrofotometre Shimadzu

1.6.1.c Procediment

1. Les part aliquotas de les mostres a valorar es mantenen en gel un cop
descongelades. En cas necessari es fan dilucions amb aigua destil-lada (1/200 per al
fetge i al cor, i 1/100 per al cervell). La mostra procedent de cél-lules (d'1 a 5 pl)
s'afegeix directament (sense diluir) a la cubeta corresponent.

2. Es prepara la quantitat necessaria de reactiu BioRad diluit, tenint en compte que es
necessiten 1.3 ml per cubeta. La patr6 comprén de 0 a 20 pg.

3. En les cubetes de l'espectrofotometre es dipositen de 5 a 20 pl de les mostres
diluides, 0 1 o 5 pl de les preparacions sense diluir. Per al patr6 es dipositen els
volums corresponents.

4. S'afegeix a les cubetes 1.3 ml de reactiu BioRad diluit. S'agiten per inversio i
després de 5 a 10 minuts d'incubacié amb el reactiu es procedeix a la lectura de
I'absorbancia a 595 nm.

1.6.2 METODE DE BCA

En el cas de que la mostra contingui detergents (per exemple, 1% de TX-100), el
meétode de Bradford pot donar resultats erronis. Fem servir llavor el métode BCA
(Protein Assay Reagent, 23225) seguint les especificacions del fabricant (Pierce). La
lectura de 1’absorbancia es realitza a 562 nm. Es basa en el fet que les proteines
reaccionen amb Cu(Il) formant Cu(I), el qual reacciona amb BCA per formar un
compost que té color purpura. Es fa servir com a estandard 1’albimina i no les y-
globulines. No sén compatibles mostres que continguin 100 mM d'EDTA, 1 mM de
DTT i 20% de sulfat amonic.

1.7 ELECTROFORESI SDS-PAGE

L'electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS (PAGE/SDS) és el sistema més
classic per separar proteines en funcié de la seva mida (Laemli, 1970). El tampé de
carrega (Laemli Sample Buffer o LSB) conté SDS, el qual confereix carrega negativa
a les proteines, mantenint alhora la relacio carrega/massa constant. Quan la barreja de
proteines aixi tractades se sotmet a un camp eléctric establert sobre una malla d'un
polimer acrilamida-bisacrilamida, aquestes es resoldran en funcié de la seva mida. En
aquest tipus d'electroforesi es preparen dos tipus de gels en funcié de la seva
concentracio d'acrilamida: el gel concentrador i el gel separador o de migracio. El gel
concentrador, en el nostre cas té un 3.3% d'acrilamida, té com a funcio6 alinear les
proteines davant de l'inici del gel separador. El gel separador, en el nostre cas d'un
7.5% 0 6.5% d'acrilamida, separa les proteines segons la seva mida. Paral-lelament a
les mostres es fan migrar estandards de pes molecular i també s'utilitza fumarasa
pretenyida, la qual permetia visualitzar grosso modo la qualitat de la transferéncia i
facilitava situar els carrils que contenien els pesos moleculars, per tal de poder-los
tallar abans d'iniciar el blocatge.
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Hem utilitzat aquest tipus d'assaig per separar segons la seva mida les proteines de
membranes totals o fraccions de membranes. Després de l'electroforesi aquestes
proteines s'electrotransferien a una membrana de nildn, per a la posterior realitzacid
de l'immunotransferéncia. S’han realitzat dos tipus de tractament de les mostres:
condicions no reductores (les mostres es preparen normalment amb LSB) i
condicions reductores (les mostres sén tractades amb 100 mM de DTT, a més a més
de I'LSB).

1.7.1 REACTIUS

- Tampo d'electroforesi x10: Tris-Base 250 mM, glicina 1.91 M, SDS 1%.

- Tampod de carrega de les mostres LSBx3 (la solucio mare esta concentrada tres
vegades, pot conservar-se a temperatura ambient o -20°C): per 20 ml: Tris 1.5 M, pH
6.8 (4 ml); Glicerol (12 ml); SDS 30% (4 ml); Blau de Bromofenol (un pessic).

- Gel separador: acrilamida 7.5% o0 6.5% (depenent dels casos); bisacrilamida 0.27%;
Tris-Base pH 8.8, 0.375 M; persulfat d'amoni 0.043%; TEMED 2.2 mM. Els volums
preparats variaven segons el sistema d'electroforesi utilitzat: 30 ml si es tractava del
sistema HSI; 4 ml si es tractava del sistema Mini-Protean.

- Gel concentrador: acrilamida 3.3%; bisacrilamida 0.088%; Tris pH 6.8 0.125M;
SDS 0.1%; persulfat d'amoni 0.1%; TEMED 6.6 mM. Els volums preparats eren 10
ml per al sistema HSI; 2 ml per al Mini-Protean.

- Estandards de pes molecular: es dissolien en LSB x1 a 4°C. Broad range molecular
weight markers, BioRad (nim. cat. 161-0317). Es diluien segons les instruccions del
fabricant. Es conserven aliquotes a -20°C. Els marcadors continguts en aquest
estandard son: miosina, 200 kD, B-galactosidasa d'E.coli, 116.5 kD; fosforilasa B de
muscul de conill, 97.4 kD; BSA, 66.2 kD; ovoalbumina de clara d'ou de gallina, 45
kD; anhidrasa carbonica bovina, 31 kD; inhibidor de tripsina de soja, 21.5 kD i
lisozima de clara d'ou de gallina, 14.4 kD. Els estindards de pesos moleculars
pretenyits (BioRad num. cat. 161-0318) son: miosina, 213 kD; B-galactosidasa, 123
kD; BSA, 85 kD; ovoalbimina 50.3 kD; anhidrasa carbonica, 33.3 kD; inhibidor de
tripsina de soja, 28.5 kD; lisozima, 18.9 kD aprotinina, 7.8 kD.

- Fumarasa pretenyida: es preparava en LSB x1 al 0.02% (fumarasa pretenyida
Sigma). Es fan part aliquotas i es conserven a -20°C.

- DTT 2 M en aigua destil-lada. Es conserva a -20°C.

- Etanol.

1.7.2 MATERIAL

- Preparacions de proteines de membranes totals
- Sistema HSI o Mini-Protean (BioRad)

- Fonts de corrent eléctric

- Pipeta Hamilton de 100 pl

- Bany sec Selecta TermBloc

1.7.3 PROCEDIMENT

1.7.3.a Preparacio de les mostres

En un tub eppendorf es diposita la quantitat de proteines desitjada (per al sistema HSI
entre 50 i 700 pg de proteina; per al sistema Mini-Protean entre 1 i 100 pg), tenint en
compte que el volum dels pous d'1.5 mm de gruix és de 150 pl per al sistema HSI; i



Materials i métodes-53

pels pous de 0.75 mm de gruix és de 27 pl per al sistema Mini-Protean). S'afegeix
LSBx3 i aigua destil-lada fins que la concentracié de I'LSB sigui 1X. Quan les
mostres es tracten amb DTT, aquest s'afegeix sobre la mostra amb LSB, de forma que
la concentraci6 final sigui de 100 mM de DTT. Es barreja el conjunt lleugerament i
es centrifuguen breument els tubs (12000 * g durant 30 segons en una microfuga de
sobretaula). Finalment es bullen a 95°C duran 5 minuts, es tornen a centrifugar
(12000 x g durant 30 segons), i es carreguen al sistema d'electroforesi.

1.7.3.b Polimeritzaci6 dels gels

Préviament al muntatge del sistema d'electroforesi, es netejen amb etanol els
accessoris 0 peces que han de contactar directament amb les proteines. El muntatge
del sistema es fa d'acord amb les instruccions del fabricant. Un cop muntat el sistema
es marca per la part externa d'un dels vidres el nivell que ha d'assolir el gel separador.
El reactiu TEMED és l'altim que s'afegeix a la solucié polimeritzadora del gel
separador, es barreja lleugerament i es diposita lentament entre els dos vidres del
sistema sense formar bombolles. Després es diposita a sobre, sense formar
turbuléncies, una capa d'aigua destil-lada com a aillador per a la polimeritzacid. Una
vegada el gel separador ha polimeritzat, es decanta la capa d'aigua superior i es
diposita la solucié polimeritzadora del gel concentrador. Rapidament es col-loca la
pinta fins que el gel concentrador hagi polimeritzat. S'omple la cubeta de tampé
d'electroforesi 1x. Es col-loquen els vidres amb el gel polimeritzat dins de la cubeta i
es treuen les bombolles d'aire que hagin pogut quedar entre els vidres i la cubeta amb
I'ajut d'una pipeta Pasteur.

1.7.3.c Migracié del gel

Es treuen les pintes d'ambdés sistemes i s'omplen els pous amb tampé d'electroforesi
I1x abans de carregar les mostres. La carrega de les mostres es fa amb una pipeta
Hamilton (25-100 pl). Per al sistema HSI es col-loca la cubeta superior i s'omple de
tampo6 d'electroforesi 1x. Es tanca el circuit i es connecta a una font d'alimentacié a
10 mA/gel (amperatge fix, voltatge no limitant). La migracié dura unes 14 hores. Per
al sistema Mini-Protean es tanca el circuit i es connecta a 200 V durant 1 hora
(amperatge no limitant). La migracié de les proteines és del pol negatiu al pol positiu.

1.8 ASSAIG TIPUS TRANSFERENCIA WESTERN

1.8.1 ELECTROTRANSFERENCIA DE LES PROTEINES CONTINGUDES AL
GEL

Per poder realitzar l'immunotransferéncia és necessaria la transferéncia de les
proteines resoltes al gel separador cap a una membrana de nilén, de forma que quedin
immobilitzades per adsorcié. Un cop transferides les proteines, aquesta membrana o
filtre és sotmés a la incubacié amb l'anticos primari anti-rBAT (MANRX) i la seva
preséncia es revela posteriorment mitjangant la incubacié amb proteina A marcada
radioactivament amb '“lode o per quimioluminiscéncia.

1.8.1.a Reactius

- Tamp§ de transferencia pH 8.3 (Tris-Base, 25 mM; glicina, 192 mM, metanol 20 %
(v/v)).

- Tampd de muntatge pH 8.3 (es tracta del mateix tampo de transferéncia)
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- Metanol
- Aigua destil-lada

1.8.1.b Material
- Sistema HSI. Cubeta o tanc de transferéncia BioRad (TransBlot Cell), amb els

cassets de transferéncia corresponents. Sistema Mini-Protean. Cubeta de
transferéncia Mini-Protean II, amb els cassets de transferéncia corresponents.

- 2 fregalls per gel que s’hagi de transferir.

- 2 rectangles de paper Whatmann 3MM Chr. per cada gel, de la mateixa mida del gel
separador.

- 1 rectangle de la mateixa mida que el gel separador d'Immobilon-P Transfer
Membrane (Millipore), que és la membrana de transferéncia utilitzada (es tracta d'un
difluorur de polivinilidé (PVDF), fortament hidrofobic i més resistent que la
nitrocel-lulosa al procés de manipulacid).

1.8.1.c Procediment

Durant tot el procés la manipulacié es fa amb guants.

1. La membrana se submergeix en una safata amb metanol durant 5 o 10 minuts i
després se submergeix en aigua destil-lada també durant 5 o 10 minuts i finalment, en
tampd de muntatge.

2. Els cassets de transferéncia se submergeix en tamp6 de muntatge, s'obren i es posa
la cara fosca al fons, a continuacio sobre la cara fosca del casset es posa un fregall, un
paper Whatmann, el gel separador (s'ha tret préviament el gel concentrador), la
membrana de nilon, l'altre paper Whatmann, el segon fregall i es tanca el casset. S'ha
de tenir cura que no quedin bombolles entre les diferents capes formades. El casset
aixi muntat es diposita en el tanc de transferéncia corresponent, tenint en compte que
la cara fosca ha de coincidir amb el pol negatiu, origen de la migracid. En el cas del
sistema HSI es fixa I'amperatge a 250 mA durant 3 hores 30 minuts. En el cas del
sistema Mini-Protean, la transferéncia dura 1 hora a 250 mA, incorporant un sistema
de refrigeracio.

1.8.2 ASSAIG DE TRANSFERENCIA

Aquesta fase de la transferéncia Western consta de quatre etapes: a) Blocatge de la
membrana; b) Tincié del gel; ¢) incubacié amb l'anticods primari, i d) incubacié amb
proteina-A marcada amb '>I o un anticds secundari marcat amb peroxidasa. Ens
referim a continuacid a les condicions de treball establertes per a MANRX i per a
MANPRE.

1.8.2.a Blocatge de la membrana

Per tal d'evitar al maxim la unid inespecifica d'anticossos a 1a membrana es preincuba
el filtre dimmobilon que conté les proteines electrotransferides amb una soluci6 rica
en proteines (llet en el nostre cas) perqué s'uneixin inespecificament als possibles
llocs d'unid inespecifica que puguin haver-hi al filtre. A més a més, les posteriors
incubacions amb l'anticos primari i amb la proteina A radioactiva es fan en solucions
que també contenen llet, de forma que s'estableixi una certa competéncia entre
ambdos tipus de proteines per les interacciones inespecifiques, (llet-inespecifiques i
anticossos o proteina A-especifiques), i només tinguin lloc d'una manera estable per
part dels anticossos i proteina A les interaccions més especifiques i afins.
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- REACTIUS
- Solucié de blocatge: 5% de llet descremada en pols Sveltesse (Molico, Nestlé),

0.02% d'azida sodica en PBS, pH 7.4.

- PROCEDIMENT
1. Es desmonta la tranferéncia i es retallen els carrils corresponents als pesos

moleculars guiant-nos per la fumarasa. La membrana s'incuba durant 1 hora a 37°C
amb agitacié suau en la solucid de blocatge (200 ml per a membranes del sistema
HSI; 100 ml per a membranes del sistema Mini-Protean).

1.8.2.b Tinci6 del gel

Els gels que han sofert l'electrotransferéncia es tenyeixen per tenir una valoraci6
visual de les proteines que romanen al gel, per mostrar aixi la qualitat de la
transferéncia i detectar errors greus de carrega de les mostres abans d'electroforesi.

- REACTIUS
- Solucié per a la tincié de gels (blau de Coomassie): acid acétic, 7.5% (v/v);
isopropanol 25% (v/v); 0.05% (w/v) Brilliant Blue R (Sigma).

_+ Solucié per a la tincié d'immobilon: metanol, 50% (v/v), acid acétic, 10% (v/v);
Brilliant Blue R 0.06% (w/v).
- Solucié destenyidora de gels: acid acetic 7.5% (v/v), isopropanol 7.5% (v/v).
Alternativament la destincié dels gels pot efectuar-se amb aigua destil-lada calenta (al
microones). -
- Solucio destenyidora de I'immobilon: metanol, 50% (v/v); acétic 10% (v/v).

- MATERIAL

- Paper Whatmann nim. 3MM Chr.

- Plastic extensible d'us domeéstic Glad
- Assecador de gels BioRad

- PROCEDIMENT
1. Se submergeixn els gels i immobilons amb estandards de pesos moleculars dins de

la soluci6é tenyidora corresponent, es deixen amb agitaci6 de 4 a 5 hores a
temperatura ambient, o bé 1 hora a 37°C.

2. El destenyiment es fa en les solucions corresponents durant intervals de temps
semblants.

3. Les membranes destenyides es deixen assecar a temperatura ambient. El gel
destenyit es col'loca sobre un rectangle de paper Whatmann, es cobreix el conjunt
amb plastic Glad. L'aparell assecador de gels es connecta a la bomba de buit i se
seleccionen les condicions del cicle superior: 80°C durant 2 hores.

1.8.2.c Incubacié amb Panticos primari
En el nostre cas els anticossos que hem utilitzat son l'antisérum MANRX contra

rBAT de conill, rata i IBAT huma (vegeu apartat 1) i el séerum MANPRE (obtinguts
al nostre laboratort).

- REACTIUS
- Solucié d'incubacié de I'anticos primari: llet descremada a 1'1%, 0.004% d'azida

sodica, en PBS pH 7.4.
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- Anticos primari: MANRX 1/500 o 1/400 en solucié d'incubacié del primari (10 ml
per a una membrana procedent del sistema HSI; 5 ml per a una membrana procedent
del sistema Mini-Protean). MANPRE es prepara a la mateixa dilucié que MANRX.

- Tampé de rentatge: 0.01% de Trit6é X 100, 0.02% d'azida sodica en PBS pH 7.4.

- PROCEDIMENT
1. La incubacié amb MANRX 1/400 es du a terme en una bossa de plastic segellada

que conté la membrana blocada i la solucié d'incubacié de l'anticos primari. La
incubaci6 es fa a temperatura ambient amb agitacio durant unes 16 hores.

2. Per tal de treure l'excés d'anticos primari de sobre la superficie de la membrana i
eliminar les interaccions inespecifiques es fan rentatges amb una solucié que conté
Trit6 X-100 com a detergent.

3. Es recupera l'anticos primari i es guarda a -20°C. Es reutilitza un maxim de 5
vegades. Es fan quatre rentats amb tamp6 de rentatge (150 ml sistema HSI; 100 ml
sistema Mini-Protean) de 10 minuts cadascun a 37°C amb agitacid.

1.8.2.d Incubacié amb **I-Proteina A o anticds secundari

En el cas de la proteina A, a causa de la naturalesa radioactiva del producte s’han
d'extremar les precaucions treballant darrere d'una pantalla que protegeixi de les
radiacions gamma emeses.

- REACTIUS

- Solucid d'incubacié de la proteina A: 1% de llet descremada Sveltesse, 0.004%
d'azida sodica, en PBS pH 7.4.

- Soluci6 comercial de 125I-prote'l'na A radioactiva (1 pCi/ul, ICN; 100 pCi, nim. cat.
68038, activitat especifica superior a 30 uCi/pg).

- PROCEDIMENT
Després dels rentatge del l'anticos primari, les membranes s'incuben a temperatura

ambient durant 3-4 hores amb agitacié amb la solucié d'incubaci6 de la proteina A,
que conté 10° cmp/ml. Aquesta incubaci6 es fa amb doble bossa i darrere de pantalles
protectores de la radiacié gamma emesa.

1.8.2.¢ Rentats de la '**I-Proteina A. Autorradiografia
Les condicions dels rentatge son les mateixes que per a l'anticos primari. La solucid
radioactiva es recupera de la bossa i s'elimina com a deixalla radioactiva de '*L

- MATERIAL

- Paper Whatmann niim. 3MM Chr.

- Plastic Glad o bossa de plastic fi

- Pantalles d'exposicié Curix Blue C2 Agfa

- Casset d'exposicié Gevamatic Cassette, Agfa Gevaert 18 * 24

- Films d'alta sensibilitat X-OMAT AR, Kodak. Films normals CURRIX RP2, Agfa.

La membrana, un cop rentada, es deixava assecar sobre paper de filtre a temperatura
ambient. Un cop seca es fixava amb cinta adhesiva sobre paper Whatmann 3MM
Chr, Es recobria amb plastic Glad i s'exposava a -80°C.

1.8.2.f Revelatge mitjancant ECL (Amersham)

Una alternativa a la proteina A és aquest metode de luminescéncia. Pot ser més
sensible, perd pot donar més bandes inespecifiques. Es important fer diverses
dilucions de I’anticos secundari. El revelatge es fa seguint les indicacions del
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fabricant. Cal tenir en compte que no es pot afegir azida a cap solucié ja que inhibeix
la reaccid.

1.8.3 ASSAIG DOT-BLOT

Vam fer servir aquest tipus d’assaig per a I’analisi de les fraccions que obteniem en
les diferents columnes. Consistia a agafar un determinat volum de cada fraccio i
s’afegia sobre una membrana de nitrocel-lulosa (Schleicher & Schuell).
Posteriorment, aquesta membrana es va processar de la mateixa forma que s’ha
descrit en I’apartat "assaig d’immunotransferéncia". Presento un exemple tipic al
analitzar diferents fraccions.

Figura 2. Exemple tipic de dot-blot en analitzar diferents fraccions d’un
cromatograma.

1.9 IMMUNOPRECIPITACIO

Basicament la immunoprecipitacié consisteix a precipitar un antigen mitjangant un
anticos contra aquest, el qual s’acobla a una resina de forma directa: unié a boletes
d’acrilamida (descrit anteriorment) o de forma indirecta (boletes que tenen acoplat un
altre anticos que reconeix la cadena pesada del nostre). En aquest segon cas, primer
es pot incubar I’anticos amb la mostra i després I’immunocomplex amb la resina, o
primer I’anticos amb la resina i després amb la mostra. La separacié de la mostra no
immunoprecipitada es fa mitjangant centrifugacio si es fa en tubs després d’una serie
de rentatges o en columna en agafar diferents fraccions.

Si la mostra no esta solubilitzada (veure més endavant) es parla d’immunoabsorcio.
Si la mostra esta solubilitzada es parla d’immunoprecipitacié. Segons com sigui la
solubilitzaci6 podem considerar que sigui o no desnaturalitzant. En la
desnaturalitzant la mostra s’incuba amb SDS en un tampd, es bull per trencar
interaccions no covalents, després es dilueix la mostra per no trencar I’anticos en
incubar-se posteriorment. En la no-desnaturalitzant es fan servir detergents que, en
principi, mantindran les seves estructures. Es comi, en un principi, fer servir
barreges de detergents com IMMUNOMIX, RIPA, etc. Després d’un temps
d’incubacié de la mostra amb I’anticos, se centifuga a velocitat baixa i es treu el
material (sobrenedant) per sobre de les boletes (pellet). El pellet es renta amb tampo,
que pot contenir sals per trencar interaccions no especifiques (per exemple, KCI).
Després s’elueix amb LSB a 95°C durant 5 minuts.

No hem tingut mai resultats positius en intentar immunoprecipitar la proteina rBAT
amb I’anticos de que disposavem fent moltes de les combinacions que he comentat.
A titol d’exemple ensenyo una immunoprecipitacié amb boletes d’acrilamida que
tenen acoblat I’anticos MANRS on les mostres s’han solubilitzat amb immunomix.
El grau d’immunoprecipitacio és d’un 2%.
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Figura 3. Exemple d’immunoprecipitacié fent servir boletes d’acrilamida.

1.10 TRACTAMENT AMB ENDOGLICOSIDASA FIH
1.10.1 ENDOGLICOSIDASA F

L’endoglicosidasa F és un enzim que talla [’enllag entre el primer i el segon residu de
la cadena de carbohidrats (N-acetilglucosamina), i aix0 permet veure si una proteina
presenta o no glicids.

100 pg de membranes totals d’oocits es desnaturalitzen afegint SDS a una
concentracié final de 1’1% en un volum final d’uns 5 pl i bullint durant 4 minuts.
S’afegeix després 25 ul de tampé fosfat (preparat a partir de Na,HPO4, 0.2 M, i
NaH,POy4, 0.2 M, en relaci6 4:1 a un pH de 7.3), 12.5 ul d’EDTA, 200 mM, 2.5 pl de
TX-100 10% (concentraci6 final 10 vegades superior a la de 1’SDS, per tal que I’SDS
no inactivi a la glicosidasa) i 2.5 pl d’una barreja d’inhibidors de proteases
(pepstatina A, leupeptina, aprotinina, PMSF). S’afegeixen 0.5 U d’endoglicosidasa F
i s’incuba durant 16 h a 37°C. Es para la reacci6 afegint 25 pl de LSBx3 i es bullen
les mostres durant 10 minuts.

1.10.2 ENDOGLICOSIDASA H

Aquest assaig permet estudiar si la proteina que estem estudiant ha passat o no el
reticle endoplasmatic. Aixi, si la proteina és sensible a [’acci6 d’aquesta
endoglicosidasa, no ha sofert les modificacions posttraduccionals que es produeixen
en sortir del reticle. Aquests estudis es van realitzar amb membranes totals d’odcits.

50-100 pg de proteines de membranes totals d'oocits obtingudes es desnaturalitzen
bullint-les 5 min en preséncia de 100 mM de DTT i 0.54% SDS. Després s'incuben
en un tampo sodi-fosfat (NaPi 50 mM, pH 5.5; 0.36% SDS, 0.5 mM PMSF) amb 10
mU d'endoglicosidasa H (Boehringer Manheim) durant 18 h a 37°C. La reaccio
s'atura afegint LSBx3 amb DTT fins a 100 mM. Les mostres es bullen 5 min i
s'enmagatzemen a -20°C.

1.11 SOLUBILITZACIO DE PROTEINES DE MEMBRANA

Per purificar proteines de membrana integrals per métodes cromatografics, les
proteines s’han d’extreure de la bicapa lipidica i s’han de dispersar individualment en
solucid. Aixo s’aconsegueix de forma efectiva en incubar-ho amb detergents.
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Els detergents es poden agrupar en dues classes: ionics -anionics com ara SDS, sals
biliars (colat i deoxicolat), cationics com ara sals d’alquiltrimetilamoni o zwiterionics
com ara CHAPS- i no ionics (octilglucosid, digitonina, derivats del polioxietilé com
ara TX-100, Tween).

Els detergents s’escullen preparant membranes a una concentracié de proteina
coneguda i afegint detergent a diferents concentracions. Normalment la concentraci6
de proteina esta entre 1 i 10 mg/ml, i els percentatges detergent/proteina (w/w) de 0.1
a 10. La solucié s’incuba a 4°C durant 1 hora, i es centrifuga a 105000 g durant 1
hora. Per definicio (és un criteri arbitrari), les proteines solubilitzades es troben en el
sobrenedant. En I’apartat de "Resultats i discussi6” mostro un exemple de
solubilitzacié amb diferents detergents.

1.12 COLUMNA DE TIPUS WGA

La proteina rBAT té unida glicids en la seva cadena polipeptidica, com es pot
evidenciar en veure el canvi de la mobilitat electroforética quan es tracta amb
endoglicosidasa F. Vam volger veure si la proteina s’unia en una cromatografia
d’afinitat que tenia aglutinina de germen de blat (WGA, un tipus de lectina) unida a
agarosa (Vector Laboratories, AL-1023). Per eluir es fa servir N-acetilglucosamina a
una concentracié de 0.5 M, perd, com van veure en el nostre cas, a vegades no és
suficient 1 s’ha de baixar el pH del tampé d’elucié (per exemple, pH 3.0). Un dels
aventatges que presenta aquesta columna és que com que tota columna d’afinitat
permet concentrar la mostra, pensavem a utilitzar-la després d’un procés d’intercanvi
ionic. El detergent que es mantenia durant el procés depenia del procés de
solubilitzacié que s’havia dut a terme, ho explicaré en aquest cas com si s’hagués
utilitzat digitonina a un 1%.

Tot el procés es fa a 4°C i la cromatografia es du a terme en columnes de plastic de
10 ml (BioRad) que contenen 1 ml de WGA. En primer lloc es renta la columna en
tampo de rentatge (50 mM d'Hepes, 150 mM de KCl, 0.1% de digitonina, pH 7.5),
per desplagar el tampd de conservacid. A continuacié es passa el material solubilitzat
(uns 3 ml), que es recull i es torna a passar 2 vegades més, per assegurar la unié de
les glicoproteines. A continuacid es renta amb 100 ml del tamp6 de rentat i després
amb 5 ml del tampo d’elucié (50 mM d'Hepes, 150 mM de KCl, 0.1% de digitonina,
0.5 M d'N-acetilglucosamina, pH 3.0). Es recullen fraccions de 0.5 ml sobre
eppendorfs que contenen 25 ul d’Hepes 1 M, pH 7.5, per tamponar el pH. Es valoren
les proteines pel métode de Bradford afegint detergent al patrd, ja que I’N-
acetilglucosamina és incompatible amb el métode de BCA. Les mostres s’analitzen
per transferéncia Western.

Per regenerar la columna es passen 5 ml de tampé 50 mM de Tris, 0.2 % de
detergent, 20 mM d'azida sodica, 1 M de NaCl. Després 10 ml de tampé 50 mM

* d'acetat sodic, 0.2% de detergent, 20 mM d'azida sodica, | M de NaCl i s’omplia
amb tampo de 50 mM d'Hepes, 0.2% de detergent i 20 mM d'azida sodica.
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1.13 COLUMNA DE TIPUS MONO Q

La cromatografia d’intercanvi idonic separa les biomolécules en funcié de les
caracteristiques de carregues. Els grups carregats de les proteines interaccionen amb
els grups oposats de la resina d’intercanvi idonic. En el cas de les proteines de
membrana només es poden fer servir detergents que siguin neutres o zwiterionics, ja
que podrien competir amb la resina.

El primer que vam analitzar va ser |’estabilitat de la proteina solubilitzada a diferents
pH, on vam veure que no es degradava. Després, fent servir /'equip High Trap
MonoQ (Pharmacia), vam posar a punt les condicions de pH i for¢a ionica on veiem
que la nostra proteina s’unia a la columna. Vam determinar que podiem treballar a
0.1 M de NaCl i pH 7.5. En aquest primer pas s’intenta ja unir la maxima proteina
que estem buscant, no unint també la maxima quantitat de proteina que no és la que
segueixes. Mostro ara un experiment tipic d'un pH amb diferents forges ioniques.

0.1M 02M 03M 04M O0O5M
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"= 125kDa
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Figura 4. Posada a punt de les condicions de pH i for¢a ionica per unié a columnes
de bescanvi d’anions.

Una vegada vam escollir la concentracié més idonia vam passar a fer proves pilot
utilitzant una columna semipreparativa Resource Mono (Q (Pharmacia). Vam
construir primer un adaptador per poder injectar 5 ml de mostra. La mostra
solubilitzada abans d’injectar-se en la columna es filtrava per evitar que entressin
trossos de mida gran dins de la columna. Aquest treball es va dur a terme als S. C. T.
amb el grup de I'Isidre Casals. Disposavem de dues bombes A i B on hi havia el
tamp6 amb detergent, el pH escollit i variava la forga molar. Al mig hi havia una
valvula Rheodyne, després la columna Resource Mono Q i, finalment, un col-lector
de fraccions, on una vegada determinat el fluxe, programavem el temps per recollir
en cada fraccié un volum determinat.

Per injectar la mostra es girava la valvula cap a |’esquerra en posicié load,
s’introduia la mostra dins el /oop amb la xeringa adequada, i s’injectava la mostra
dins de la columna girant la valvula cap a la dreta (possicid inject).

Les bombes estaven controlades a partir d’un PC on haviem de programar com havia
de ser el funcionament de les bombes. Els tres parametres importants eren temps,
flux i percentatge de la bomba B (la més concentrada). Escolliem un flux de 2 ml per
minut. Teniem un programa d’equilibratge i un programa de la mostra. En "Resultats
i discussi6" mostro un experiment tipic d’aquests, on van arribar a un enrequiment
d’unes 5 vegades respecte a la mostra inicial.
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1.14 GRADIENTS DE SACAROSA

Un cop s’han solubilitzat les membranes aquestes es carregen en un tub on s’ha fet
un gradient de sacarosa en el mateix tampé en que s’ha solubilitzat la mostra. Les
explicacions de com es realitza aquest gradient s'epliquen a "Materials i meétodes", en
I’apartat de separaci6 d'mRNA per mida. Es centrifuga al maxim de velocitat, 35000
rpm, en el rotor TH641.

Després s’agafen les diferents fraccions punxant a baix del tub i es processen les
mostres: a) es valora la concentracié de proteina i b) s’afegeix LSBx3, es bullen a
95°C durant 3 minuts, i s’analitzen per transferéncia Western. Mostro una figura d’un
gradient de sacarosa 5-40%.

Number of fraction

19 18 17 16 1S 14 1312 11 10 9 8 7

>200 kDa

125 kDa

110 kDa
85 kDa

Figura 5. Gradient de sacarosa (5-40%) de membranes apicals solubilitzades.

1.15 DIFERENTS TRACTAMENTS DE MEMBRANES

Vam voler fer aquests tractaments per veure si podiem enriquir d’alguna manera la
preparacié de membranes abans de passar-la per columnes cromatografiques.

1.15.1 PRECIPITACIO AMB SULFAT AMONIC.

Les proteines en solucié formen ponts d’hidrogen amb aigua a través dels seus grups
polars. En afegir concentracions altes d’un i6 petit i carregat, aquests grups
competeixen amb les proteines per 1’aigua, fet que fa disminuir la seva solubilitat i
provoca la seva precipitaci6. Aixi, depenent dels grups polars de la proteina, el pes,
el pH de la soluci6 i la temperatura, precipitara o no. Aixi vaig solubilitzar
membranes apicals i vaig afegir sulfat amonic per tenir diferents concentracions (0,
10%, 20%, 30%, 40%, 50% i 60% segons la taula segiient, que indica els grams que
s’han d’afegir a 1 litre de solucid. El sulfat amonic saturat és de 4.1 M a 25°C (761

grams).
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g - [final]

Linictal] [ o T20% | 25% | 30% | 35% | 40% | 45% | 50% | 55% | 60% | 65% | 70% | 75% | 80%
0% | 56 | 114 | 144 | 176 | 209 | 243 | 277 | 313 | 351 | 390 | 430 | 472 | 516 | 561
10% | - | 57 | 8 | 118 | 150 | 183 | 216 | 251 | 288 | 326 | 365 | 406 | 449 | 494
20% - | 29 | 59 | 91 | 123 | 155 | 189 | 225 | 262 | 300 | 340 | 382 | 424
25% - | 30 | 61 | 93 | 125 | 158 | 193 | 230 | 267 | 307 | 348 | 390
30% - | 30 | 62 | 94 | 127 | 162 | 198 | 235 | 273 | 314 | 356
35% - | 31 | 63 | 94 | 129 | 164 | 200 | 238 | 278 | 319
40% - | 31 | 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 245 | 285
45% -~ | 32 | 65 | 99 | 1384 | 171 | 210 | 250
50% - | 33 | 66 | 101 | 137 | 176 | 214
55% = | 33| 67 | 103 | 141 | 179
60% - | 34 | 69 | 105 | 143

Taula 1. Quantitats de sulfat amonic que s'han d'afegir per tenir un % determinat de
saturacié.

Mentre la solucié es va agitant s’afegeix lentament el sulfat amonic. Després se
centrifuga a 3000 g durant 30 minuts. Vam observar que el pellet apareixia en la part
superior i que només precipitaven proteines a partir del 20% de sulfat amonic.
Mostro una imatge de transferéncia Western d’un experiment que van realitzar.

30% 40% 50% 60%

SN10% SN20% P SN P SN P SN P SN

Figura 6. Detecci6 de la proteina rBAT després de precipitar-se amb sulfat
amonic.

1.15.2 TRACTAMENT AMB PROTEASES.

En fer aquest tractament voliem veure si la proteina rBAT era resistent a la proteasa
mentre que altres no ho eren, per després purificar-la per mida. Basicament s’agafa al
voltant d’l mg de membrana apical i s’afegeix una proteasa, per exemple 50 ug de
tripsina. S’incuba durant 30 minuts a 37°C i es para la reacci6 en afegir 5 ul de
PMSF 4 mM preparat al moment. Se centrifuga durant 20 minuts a 75000 rpm en la
centrifuga de sobretaula, es renta el pellet dos cops amb tamp¢ i PMSF i, finalment,
es resuspén en el mateix tamp6é amb PMSF. Es va observar que la proteasa V8 no
afectava la proteina rBAT mentre que si que ho feia la tripsina. Presento un exemple
de tractament amb tripsina.
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-DTT +DTT

Tripsina: - + + -

125 kDa

85 kDa

Figura 7. Exemple del tractament de membranes apicals amb tripsina.

1.18.3 TRACTAMENT AMB DTT

A 300 pg de membranes apicals (= 25 pl), s’afegeixen uns 35 pl del tampé NaCl 300
mM, EDTA 10 mM, Tris 100 mM, pH 7.5. S’afegeix una barreja d’inhibidors de
proteases (pepstatina, leupeptina, aprotinina, PMSF, E-64) en un volum de 8 pl i 1 pl
de DTT 2M (concentracié final 25 mM). S’incuba durant 30 minuts a 37°C.
S’afegeixen 70 pl de iodoacetamida 0.4 M dissolta en I’anterior tamp6 i es torna a
incubar durant 15 minuts a 37°C. Es centrifuga durant 1 hora a 100000 g. Es fan 3
rentatges amb PBS i es resuspén en el volum inicial de PBS.

1.16 TINCIO DE GELS AMB CLORUR DE PLATA

La tincié amb clorur de plata presenta molta més sensibilitat que la tincié6 amb blau
de Coomassie. Et permet tenir una idea de com és de pura la teva mostra de
proteines.

Un cop s’ha fet migrar el gel, aquest es fixa durant 1 hora amb un 50% d'etanol, 12%
d'acid acétic preparat el mateix dia. Es fan 3 rentatges de 20 segons amb un 50%
d"etanol. Es pretracta amb Na;SOs3 0,02% durant 1 minut i es renta 3 cops més amb
aigua destil-lada. Es fa la tincié amb 0.2% de AgNO; (solucié del dia) i es torna a
rentar amb aigua. Es fa ara el velatge amb una solucié de 6% de Na,COj3, 0.0004%
de Na,SO; i 50 pl de formaldehid per 100 ml (solucié del dia). Les bandes solen
apareixer al cap d’uns 5 minuts. Es fan 2 rentatges de 2 minuts amb aigua i es para la
reaccié amb la solucié de fixaci6. Un cop tenyit el gel s’asseca.

2. MANIPULACIO I/0 DETECCIO D’ACIDS NUCLEICS
2.1 NORMES GENERALS DE MANIPULACIO AMB BACTERIS, DNA I RNA

Quan es treballa amb bacteris s'ha de mantenir un ambient estéril a prop d'una flama.
En el cas del DNA o RNA, les manipulacions i solucions han d'estar lliures de la
preséncia de DNAases i RNAases respectivament. S'utilitza l'autoclau durant 20
minuts a 1 atmosfera de sobrepressio per tal d'esterilitzar les solucions i inactivar les
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DNAases. Tot 1 aix0d, no és suficient per a la inactivacid de les RNAases més
resistents. Els reactius de biologia molecular es preparen amb aigua ultrapura (Milli-
Q, Millipore). En general les sals i els reactius que han de mantenir-se en dissolucio
es dissolen, s'ajusta el seu pH i s'esterilitzen mitjangant 1' autoclau o bé per filtracié
(filtres estérils de 0.22 pm de diametre de porus). El material de plastic utilitzat és
estéril d'origen, o bé s'autoclava. El material de vidre s'autoclava.

Per a la obtencio i manipulacié d'RNA s'han tingut en compte mesures de precauci6
addicionals: 1) manipulacié amb guants de cirurgia, ja que les mans sén una font
molt important de contaminacié per RNAases; 2) material de vidre escalfat a 200°C
durant un minim de 4 hores; 3) utilitzacié de material de plastic estéril d'origen quan
sigui possible; si aquest no és el cas (eppendorfs, puntes de pipetes automatiques), cal
tenir un estoc reservat per autoclavar, que sempre es manipula amb guants; 4) els
reactius utilitzats es tenen reservats per a aquest proposit (lliures de RNAases),
sempre manipulats amb guants i mai s'introdueixen espatules dins; 5) les varetes
magnetiques i recipients que han de contactar amb solucions lliures de RNAases han
de tractar-se préviament a 200°C; 6) els reactius es pesen directament sobre el
recipient lliure de RNAases o sobre paper d'alumini que no hagi estat en contacte
amb cap possible font de contaminacid, les solucions es preparen amb aigua ultrapura
(Milli-Q, Millipore) tractada préviament amb DEPC (vegeu "apéndix") si el reactiu
és susceptible de ser autoclavat, el material de preparacié de la solucié no cal que
sigui lliure de RNAases, i el pH pot mesurar-se al pH-metre; ara bé, si no es pot
autoclavar, la mesura del pH es fa amb tires de pH sobre les quals es diposita un
volum petit de la solucid. Per a l'electroforesi dRNA, s'utilitza un material reservat
per a aquesta finalitat (cubeta i pinta); préviament a la seva utilitzacié s'esbandeixen
amb una mica d'etanol i es deixen assecar.

2.2 EXTRACCIO D'RNA TOTAL A PARTIR DE TEIXITS

2.2.1 METODE 1

En aquest procediment és molt important la inactivacié de les RNAases endogenes i
evitar la contaminacié amb RNAases exogenes.

El protocol utilitzat per a 'obtencid dRNA total correspon al de Chomczynski ef al.,
(1987). Aquest métode comprén els pasos segiients: a) el trencament del teixit, b)
I'eliminacié de les proteines i del DNA mitjangant I'extraccio amb fenol acid i agents
desnaturalitzants de proteines com ara el tiocianat de guanidina (aquest agent també
actua com a potent inhibidor de ribonucleases) i el sarcosil, i ¢) precipitacio de 'RNA
amb isopropanol.

2.2.1.a Reactius
Mentre no s'observi el contrari aquests reactius han estat preparats amb aigua DEPC.

-Solucié D suplementada amb 2-mercaptoetanol: tiocianat de guanidina, 4 M, citrat
sodic, pH 7.0, 25 mM; 2-mercaptoetanol, 100 mM. Aquesta soluci6 és fotosensible,
es guarda a temperatura ambient protegida de la llum com a maxim tres setmanes. La
soluci6 sense suplementar es pot guardar un minim de tres mesos a temperatura
ambient i protegida de la llum.

-Acetat sodic, 2 M, pH 4-5

-N-lauril-sarcosina al 20%
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-Fenol acid (fenol saturat amb aigua DEPC)
-Isopropanol a 4°C

-Etanol al 70% a -20°C

-Aigua DEPC

2.2.1.b Procediment

1. 0.5-1 g de teixit shomogeneitza en 9.75 ml de solucié D suplementada amb 2-
mercaptoetanol en tubs de plastic esterils del tipus Corning amb el Politrd, utilitzant
la sonda d'l cm de diametre i mantenint el tub amb el teixit en gel. L'aparell es fa
servir a 6 unitats de la seva escala de velocitat durant dos cicles de 30 segons.

2. S'afegeixn 250 ul d'N-lauril sarcosina al 20% i s'agita; després s'afegeix 1 ml
d'acetat sodic 2 M pH 4, 10 ml de fenol acid (saturat amb aigua), 2 ml de cloroform i,
entre addicid i addicid, s'agita el contingut del tub. El contingut del tub es transfereix
a un tub Cérex de 30 ml i es manté en gel durant 15 minuts.

3. Es procedeix a una centrifugacié a 10000 g durant 20 minuts a 4°C (8310 rpm pel
rotor SA600, Sorvall). LRNA es recupera a partir de la fase aquosa, que es
transferida cap a un tub Corex de 30 ml i s'afegeix un volum d'isopropanol. Es barreja
per inversio i es manté el tub a -20°C 1 hora com a minim.

4, Es precipita 'RNA centrifugant a 10000 g durant 20 minuts a 4°C. El sobrenedant
es descarta i el precipitat es resuspén amb 750 pul de solucié D que es transfereixen a
un tub eppendorf. S'afegeix 1 volum d'isopropanol, i aquesta segona precipitacio a -
20°C dura com a minim 1 hora.

5. Per precipitar 'RNA es centrifuga el tub a 12000 g durant 10 minuts a 4°C.
S'elimina el sobrenedant, el precipitat es renta amb etanol al 70% a -20°C i el
precipitat s'asseca. Finalment es resuspén el precipitat amb aigua tractada amb DEPC
(500 pl).

2.2.2 METODE 2

Aquest métode rep el nom de guanidinium/CsTFA. Es fa servir quan es vol obtenir
un RNA d’alta qualitat, com ara el destinat per construir una genoteca de cDNA.
L’isotiocianat de guanidini es fa servir per trencar les cél'lules i I’homogenat
resultant es carrega en un coixi d’una solucié densa de trifluoroacetat de cesi, on la
densitat de I’'RNA (= 1.9 g/ml) és molt més gran que altres components cel-lulars.
Aixi, ’'RNA (excloent el 5S rRNA i el tRNA) formara un precipitat mentre que el
DNA i les proteines es quedaran en el sobrenedant.

El1 CsTFA™ és una soluci estandarditzada de trifluoroacetat de cesi, desenvolupada
per I’aillament i separacié d’acids nucleics per centrifugacié isopicnica, i produeix
preparacions de més alta qualitat que les que es poden obtenir per CsCl o Cs;SOa. El
CsTFA solubilitza i desnaturalitza les proteines i inhibeix I’activitat nucleasa. Es
incompatible amb SDS, perd0 un detergent compatible és la sarcosina. La
centrifugacié amb CsTFA es pot dur a terme entre 4 i 25°C, pero la desproteinitzacié
és més efectiva a temperatures més altes.

2.2.a Reactius

1.Solucié desnaturalitzant

- Guanidinum isotiocianat 5.5 M (260 g en 400 ml)
- Na-N-lauroil sarcosinat 0.5 % (2 g en 400 ml)

- Na citrat 25 mM (3 g en 400 ml)
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- 2-mercaptoetanol (2 ml en 400 ml)
- *Sigma Antifoam A (2 ml en 400 ml)

Fent servir aigua Milli-Q, s’agita amb aigua calenta en una campana extractora.
S’ajusta a pH 7 amb NaOH. S’esterilitza per filtraci6 i s’afegeix (*) 'Antifoam A. Es
guarda a —80°C en aliquotes de 20 ml en tubs de polipropilé.

2. CGsTFA

- CsTFA (Pharmacia) p = 2.0 (50 ml en 100 ml)

-Na;EDTA 100 mM (40 ml d’un estoc 250 mM en 100 ml)

- H,O tractada amb DEPC (10 ml en 100 ml)

S’ajusta a pH 7.5 fent servir paper indicador. Es tracten els tubs de centrifuga
Beckman 331372 amb H,O DEPC (amb rotor SW41) i s’afegeixen 5.0 ml de la
solucié CsTFA a cada tub. Es poden guardar a 4°C durant un mes.

2.2.2.b Procediment

1. Es treuen rapidament i es pesen en gel 2 grams de teixit en questio. Es posa el
tros en el tub de polipropilé de 50 ml que conté la part aliquota de 20 ml de
solucié desnaturalitzant. S’homogeneitza en politré (25000 rpm, 15-20 s). Els
homogenats es poden mantenir a 4°C durant el dia o congelar-se a —80°C.

2. Se centrifuguen els homogenats (en els tubs de polipropilé) a 4500 rpm, durant
20 min a 20°C per sedimentar els trossos no disgregats de teixit.

3. Es pipetegen amb cura els sobrenedants (= 7 ml) en els tubs de centrifuga que
contenen la solucié6 de CsTFA (a prop de 2 mm del final del tub). Els tubs
s’equilibren amb solucié desnaturalitzant i se centrifuguen a 27000 rpm, durant
24 h a 15°C en el rotor SW41.

4. Es posa un bany a 68°C. Fent servir una pipeta de plastic amb poc buit, es
decanta I’homogenat i es deixa cap avall durant 2-5 min.

5. Fent servir una fulla de tall es treu la part inferior del tub (1 cm). Es mulla el
precipitat (blanquinds, quasi transparent) 2 vegades amb aigua DEPC i es
transfereix a tubs Eppendorf. Ens hem d’assegurar que I’'RNA esta dissolt, si no,
s’escalfa a 68°C. Es treu 1 ml per mesurar ’absorbancia a 260 nm. Es guarda a —
80°C.

2.2.2.c Notes

El pellet dRNA de fetge pot estar contaminat amb glicogen (que té una Ajsp/A2go d'
1.3), que es pot reduir fent dejunar els animals el dia abans de sacrificar-los.
Alternativament, es pot treure de la forma segiient: després del pas 4, s’afegeixen 3
volums de 4 M de LiCl 0 4 M de NaOAc (pH 7.0) (concentraci6 final de sal, 3 mM),
es barreja bé, i es precipita I'RNA tota la nit a 0 °C sense etanol. Es centrifuga a 8000
g durant 15 minuts a 4°C. Aquest pas traura el glicogen i alguns RNA de baix pes
molecular, i per aix0 s’ha d’intentar evitar si és possible.

2.2.3 METODE 3

Aquest métode rep el nom de Trizol i s’ha fet servir per obtenir RNA de cellules en
cultiu, en concret de la linia RAW 264.7. Es ideal gracies a la ripida obtencié de les
mostres, encara que la qualitat de I'RNA no sigui molt alta, pero és la suficient per
poder dur a terme assaigs de transferéncia Northern.
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2.2.3.a Protocol

1. S’aspira el medi de les cél-lules (placa de 10 cm forga confluent). S’afegeix 1 ml
de la solucié Trizol (Life Technologies). Es rascen les cél-lules i es passen a un
tub eppendorf. Es poden congelar a —80°C o seguir amb }’obtencid.

2. S'afegeixen 200 pl de cloroform. Es barreja. Es deixa 5 minuts a RT. Se
centrifuga a 4°C 15 minuts a 15000 g.

3. Es treu la fase aquosa (superior) i es transfereix a un nou tub. S'afegeixen 500 pl
d’isopropanol. Se centrifuga durant 15 minuts a 4°C a 10500 g. S'aspira el
sobrenedant.

4. Es renta el pellet amb etanol 75%. Es torna a centrifugar. S'aspira el sobrenedant.
Es resuspén amb aigua milli-Q (40 pl). Es fa servir 1 pl per valorar la
concentracio i 1a Aze0/A2s0, que acostuma a tenir valors al voltant d’1.4.

2.3 PURIFICACIO D'RNA POLI(A)"

La major part dels RNA missatgers (nRNA) de les cél-lules de mamifer presenten
una cua de poli(A) en el seu extrem 3', que no és present en els RNA ribosomics ni

" de transferéncia. Aixo fa que I'mRNA pugui separar-se de la resta dRNA cel-lulars
per cromatografia d'afinitat amb oligo(dT)-cel-lulosa. Aquesta técnica fou introduida
per Aviv i Leder (1972).

2.3.1 REACTIUS

- Tampé de carrega de la mostra: Tris-HCI pH 7.5, 10 mM; LiCl, 0.5 M; EDTA pH
8, 1 mM; SDS 0.5%

- Tampé de rentat: Tris-HCI pH 7.5, 10 mM; LiCl, 0.1 M; EDTA pH 8, ImM

- Tampd d'elucié: TE (vegeu apéndix)

2.3.2 PROCEDIMENT

2.3.2.a Preparacio de la columna

Es resuspenen 500 mg d'oligo(dT) cel-lulosa en 10 ml de tamp6 de carrega. En
general s'aconsella usar 100 mg d'oligo(dT) per mg d'RNA total. En el protocol que
es descriu aqui s'ha utilitzat per a 1-5 mg d'RNA total. S'omple una columna estéril
(BioRad) amb la soluci¢ i s'obre el flux per tal que s'elueixi el tampo de carrega i la
resina quedi empaquetada. No és convenient que la resina s'assequi en cap moment.

2.3.2.b Preparacié de I'RNA

S'afegeix Tris-HC1 1M, EDTA 0.5 M i LiCl 5 M al tub eppendorf, on es troba 'RNA
resuspés en aigua, de manera que la concentracio final d'aquests compostos sigui de
10 mM, 1 mM i 0.5 M respectivament (aixi, 'RNA es troba en tamp6 de carrega,
exceptuant I'SDS). S'escalfa la mostra d'RNA durant 3 minuts a 65°C i es refreda en

gel durant 3 minuts.

2.3.2.c Cromatografia d'afinitat

S'aplica la mostra a la columna i tot seguit 2 ml de tamp6 de carrega. Es recull I'eluit i
s'aplica de nou a la columna 2 cops, la primera vegada sense escalfar-lo i la segona,
escalfant-lo. Es renta la columna amb 5 ml de tampé de rentatge. S'elueix 'RNA
poli(A)" amb 1.5 ml de tamp6 d'elucié preescalfat a 65°C. El tampé d'eluci6 s'afegeix
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en fraccions de 300 pl. L'eluit es recull tot en el mateix eppendorf. Es reparteix
I'RNA recollit en 3 eppendorfs (500 pl a cadascun, s'utilitzen 2 pl per a fer una
lectura de DOsg0). La cubeta de quars es renta molt bé abans de dipositar la mostra, ja
que aquesta es recupera després. Es precipita 'RNA amb etanol, es resuspen en un
volum petit d'aigua (5-10 pul). Es quantifica espectrofotométricament i es guarda a -
80°C. Se'n comprova la integritat en un gel d'agarosa desnaturalitzant.

2.3.2.d Regeneracié de la columna
Es renta la columna amb 10 ml de TE, tot seguit amb 5 ml de NaOH 0.1 M i

finalment amb aigua fins que el pH sigui inferior a 8 (tres rentatges acostumen a ser
suficients). Es tapa la columna i s'afegeix etanol. Es recull 'oligo(dT) amb etanol en
un tub. Se sedimenta la resina de la solucid per centrifugacié a baixa velocitat.
S'elimina l'etanol. S'asseca la resina en un liofilitzador. Es conserva a -20°C fins a la
utilitzaci6 segiient.

2.4 SEPARACIO PER LA MIDA D'RNA POLI(A)" EN GRADIENTS DE
SACAROSA

El gradient de sacarosa és I’iltim pas del procés de la purificacié de 'RNA, s’ha de
tenir molta cura de no degradar-lo al final amb una contaminacié dRNAases.

2.4.1 MATERIAL

- Formador de gradients, tubs i bomba
- Tubs de centrifuga

2.4.2 PROCEDIMENT

1. Rentem el formador de gradients i els tubs amb aigua-DEPC 0.1% (no
autoclavada) de forma que estigui circulant durant tota la nit. Fem servir un tub
nou de centrifuga cada vegada.

2. Traiem aquesta aigua-DEPC. Rentem amb etanol tot el sistema. Tornem a rentar
amb aigua-DEPC 0.01% que hagi estat autoclavada. Parem la bomba.

3. Preparem les solucions de sacarosa: 10 ml de sacarosa, 6% (w/v), en tampd TE i
10 ml al 20% (w/v). Fem servir tubs de plastic estérils. Si és necessari flamegem
una espatula per pesar la sacarosa.

4. Estem segurs que el formador de gradients esta horitzontal (o la cambra que
conté la solucié de sacarosa al 6% una mica més alta) i buit. Omplim la cambra
de I’esquerra amb 5 ml de la solucid de sacarosa al 6% tenint la valvula tancada.
Obrim la valvula i deixem que entri una mica de solucié en I’altre cambra. Mirem
que no quedin bombolles en el tub connector. Tanquem la valvula. Recollim la
solucié que ha entrat en la cambra de la dreta i la tomem a la cambra original.
Omplim la cambra de la dreta amb la solucid de sacarosa al 20%.

5. Preparem el tub de centrifuga. Engegem la bomba, amb la valvula del formador
de gradients tancada. Omplim els primers 5 cm amb la solucié del 20% i parem
la bomba.

6. Iniciem [’agitador magnétic a baixa velocitat (5-6), i obrim la valvula i
connectem el formador de gradients al mateix moment per evitar la formaci6 de
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bombolles. Formem amb compte el gradient, a una velocitat no molt alta de la
bomba (=~ 100 unitats). L’agulla esta directament sobre el tub de la centrifuga.

7. Al final, movem el formador de gradients lleugerament per fer arribar tota la
solucid de sacarosa dins del tub. Posem el tub dins del bucket del rotor TH641.
Guardem-ho a 4°C durant unes hores. La sacarosa ha d’estar freda per evitar la
renaturalitzacié de 'RNA durant la centrifugacio.

8. Sén necessaris al voltant de 150 pg d'mRNA o més. Ha d’estar dissolt en
aproximadament 100 pl de tampd TE. Desnaturalitzem I'RNA durant 5 minuts a
70-75°C. Refredem-ho en gel. Apliquem I’RNA en la part superior del tub en la
cambra freda. Tanquem el bucket. Centrifugem-ho durant 17 hores a 28000 rpm.

9. Parem la centrifuga i preparem els tubs eppendorfs necessaris per recollir les
fraccions. Traiem el tub de la centrifuga i amb cura fem un forat en la part
inferior del tub al costat. Les primeres gotes sortiran molt rapidament. Recollim
fraccions de 500 pl.

10. Precipitem les mostres afegint 1/10 de NaOAc 3 M i 2 volums d’etanol fred.
Guardem les mostres a —80°C durant 1 hora. Centrifugem-ho per 30 minuts a
4°C. Afegim 500 pl d’etanol 70%. Tornem a centrifugar.

11. Fem migrar en gel 1 pl de les fraccions juntament amb una part aliquota de
I'mRNA original. Valorem la concentraci6 a I’ espectrofotometre.
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Figura 8. Exemple d’un gradient de sacarosa d'mRNA (ronyd) i el seu
processament posterior,

En l'anterior figura presento el resultat d’un gradient d'mRNA de rony6 de rata on es
mostra a) la concentracié de les diferents fraccions &), I’aspecte en gel de les
fraccions senars ¢) el transport induit de leucina en abséncia de sodi (50 uM) durant
1 hora en injectar les fraccions en I’06cit de Xenopus. D’aquesta forma va procedir
Bertran et al, (1992) per identificar el ¢cDNA d'rBAT. Com es pot observar, les
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fraccions que indueixen més transport es troben entre 2.4 kb i 1.35 kb, aquesta seria
la mida del missatger responsable de la induccié de transport que veiem amb
I'mRNA total.

25SEPARACIO PER LA MIDA D'RNA POLI(A)"  MITJANCANT
ELECTROFORESI PREPARATIVA

Aquesta separacié va ser duta a terme al laboratori del professor Matthias A.
Hediger, durant una estandia predoctoral. Vam decidir fer aquest procés ja que el
fraccionament de I'RNA és un procés molt important, perqué redueix el nombre de
clons que s’han d’analitzar. Consisteix en un gel d’agarosa d’elucié continua fent
servir I’aparell GenePrep dissenyat per Hediger. Aquest sistema no es pot aconseguir
comercialment. El sistema més semblant €s la maquina d’electroforesi preparativa de
la casa BioRad (Miniprep Cell Model 491), perd té menys resolucié perque la
columna té una mida més petita. Un esquema complet de com funciona el sistema,
aixi com dels pasos que s’han de seguir estd detallat en la revista Methods in
Enzimology (1998), en un article escrit pel professor Hediger (Romero et al., 1998).
Presento Ginicament en aquest apartat una fotografia del gradient d'mRNA de pulmé
que vaig dur a terme al seu laboratori.

Figura 9. Fotografia d’un gradient d'mRNA de pulmé de rata obtingut al fraccionar aquest
mRNA per electroforesi preparativa mitjan¢ant aparell GenePrep.

2.6 ELECTROFORESI D'RNA EN GELS D’AGAROSA/FORMALDEHID

El gel d'agarosa/formaldehid és un sistema d'electroforesi desnaturalitzant simple on
hi ha una bona separacié de cadenes senzilles dRNA (Lehrach et al., 1977). Les
condicions d'electroforesi utilitzades en el present treball (Davis ef al., 1986)
incorporen menys formaldehid que el protocol original i donen també bons resultats.
Aquest tipus d'electroforesi permet separar els RNA en funcié de la seva mida, atés
que estan desnaturalitzats, i la mobilitat electroforética esta en funcié del pes
molecular. Aquest tipus de gel es fa servir tant per visualitzar 'RNA com per ser
sotmés posteriorment a una transferéncia cap a una membrana, de nilén en el nostre
cas, i fer un assaig tipus transferéncia Northern. Per poder visualitzar I'RNA es
preparen les mostres afegint-hi bromur d'etidi (Rosen i Villa-Komaroff et al., 1990).
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2.6.1 REACTIUS

- Tampo d'electroforesi x10: MOPS pH 7.0, 400 mM; acetat sodic, 100 mM; EDTA,
10 mM. Es fotosensible i es guarda a temperatura ambient.

- Tamp6 de mostra desnaturalitzant (es prepara en tampoé d'electroforesi x1):
formamida desionitzada, 48.0%; formaldehid, 6.4% (2.1 M); blau de bromofenol
saturat, 0.53%; glicerol, 5.3%. Aquest tampd es guarda a -20°C.

- Gel d'agarosa/formaldehid (es prepara en tamp6 d'electroforesi x1): agarosa, 1.2%;
formaldehid, 0.66 M (s'afegeix just abans d'abocar el gel per polimeritzar, i es fa sota
campana extractora).

2.6.2 PROCEDIMENT

2.6.2.a Preparacio de les mostres

Normalment en un gel gran dRNA (150 ml de solucio6 polimeritzadora) es carreguen
25-30 pg d'RNA total si la pinta és de 16 pous, i de 15-20 pg si la pinta és de 20
pous. En un gel petit (50 ml de solucié polimeritzadora) es carregen de 0.5-1 pg
d'RNA total. El percentatge d'agarosa utilitzat s'escull en funci6 de la mida dels RNA
que volem resoldre, aixi en el nostre cas, 1.2 % agarosa (p/v), separa fragments
compresos entre 0.4 i 6 kb (Sambrook et al., 1989). Es posa la quantitat desitjada
d'RNA en un tub eppendorf estéril. Es concentra la mostra fent una precipitacié amb
etanol absolut (es porta el volum de la mostra fins a un volum final de 300 ul amb
aigua-DEPC, i s’hi afegeixen 30 ul d'acetat sodic, 2 M pH 4-5, es barreja, i shi
afegeixen (300+30) x 3 = 990 ul d'etanol absolut, i es barreja) a -80°C durant un
minim d'l hora (o en nitrogen liquid durant 1 minut). Es centrifugava a 12000 g
durant 30 min a 4°C en una centrifuga de sobretaula. S'elimina el sobrenedant, es
renta el precipitat amb etanol al 70% (-20°C), s'asseca bé el precipitat a 65°C com a
maxim durant 3 minuts (o bé utilitzant el sistema speed-vac 5 minuts). Una forma
alternativa de concentrar les mostres sense fer precipitacié amb etanol és el sistema
speed-vac, pero si el volum inicial és molt gran, és preferible fer una precipitacio
amb etanol.

Un cop concentrada la mostra (sense liquid), s'afegeixen a cada tub 19 ul de tampé de
carrega desnaturalitzant i 1 pl de bromur d'etidi (400 pg/ml). Es fa una breu
centrifugacio (20 segons a 12000 g a temperatura ambient), i s'escalfen en el tubs a
65°C durant 10 minuts. Es mantenen els tubs en gel fins al moment de carregar.

També es preparen els marcadors de pesos moleculars (0.5 pg de marcadors de pes
molecular dRNA (RNA ladder 0.24-9.5 kb; GIBCO BRL num. cat. 15620-016).
Aquests no es concentren, sind que s'hi afegeixen directament els 19 pl de tamp6 de
carrega i 1 pl de solucié de bromur d'etidi. Es deixa sempre, com a minim, un pou
destinat als pesos moleculars.

2.6.2.b Preparacio del gel i el sistema d'electroforesi

Normalment el volum del gel és de 150 ml finals. Es pesen 1.8 d'agarosa, es dipositen
en un erlenmeyer, s'afegeix 15 ml de tampo d'electroforesi x10 i 126.94 ml d'aigua
tractada amb DEPC. Es fon l'agarosa al microones fins que la solucid tingui un
aspecte homogeni. Es deixa refredar fins a 60°C. Llavors s'afegeixen sota la campana
extractora 8.07 ml de formaldehid al 37% a la solucié d'agarosa. Ho barregem i
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aboquem al sistema de polimeritzacié on ja s'havia collocat la pinta. Es deixa
solidificar el gel, es treu la pinta i s'hi aboca tamp6 d'electroforesi x1.

Es carreguen les mostres als pous i si la migracid era de 16 hores fixem el voltatge a
20 V. Si la migracié ha de ser rapida es fixava el voltat a 60 V, i es deixa
I'electroforesi unes 4-5 hores. L'electroforesi va del pol negatiu al pol positiu i es fa
sota la campana extractora.

2.7 ASSAIG DE TRANSFERENCIA NORTHERN

Aquest tipus d'assaig permet detectar la preséncia d'una especie dRNA present en
una barreja d'RNA utilitzant una sonda especifica, a la vegada que permet esbrinar-ne
la mida i quantificar-ne I'abundancia. Un cop s'han separat els RNA segons la mida
mitjangant una electroforesi desnaturalitzant, es transfereixen a una membrana de
nilén, on es fixen covalentment. Aquesta membrana se sotmet a la incubacid de la
sonda (marcada radioactivament) que detectarad 'RNA en qiiesti6. El principi d'aquest
tipus d'analisi és analeg al de la transferéncia Western, perd aplicat a la deteccid
dRNA. El métode descrit es basa en el publicat per Alwine et al. (1977). Consta de
les fases de transferéncia, prehibridacio, hibridaci, rentatges i autoradiografia.

2.7.1 TRANSFERENCIA

2.7.1.a Reactius
- Tampo de transferéncia: SSC x10 (500 ml)

2.7.1.b Material

- Paper Whatmann 3MM Chr.

- Membrana de nilé (Hybond N, Amersham)
- Paper de filtre

2.7.1.c Procediment

1. Després de la migracio es visualitza la integritat dels RNA col-locant el gel a sobre
d'una font de llum ultraviolada. Es fa una fotografia per tal de tenir reférencia de la
migraciéo dels marcadors de pesos moleculars. L'exposiciéo del gel a la llum
ultraviolada ha de ser minima per evitar alteracions dels RNA.

2. El dispositiu de transferéncia consisteix en una safata de vidre que conté 500 ml
d'SSC x10 i sobre la qual transversalment hi ha un vidre, sobre el qual es col'loca el
dispositiu. Sobre el vidre es posa un pont de paper Whatmann 3MM de 15-26 cm
d'amplada, mullat amb SSC x10, els extrems del qual estan submergits en el liquid de
la safata. Sobre aquest pont es colloca el gel (s'ha retallat préviament la zona
corresponent als pous), de forma que el fons dels pous estiguin en contacte amb la
membrana de nilé. Es mulla el gel amb SSC x10. La membrana, que ha de tenir la
mateixa mida que el gel, es marca en un dels cantons de la superficie en contacte amb
en gel amb retolador del tipus perma-marker Staedler, per tenir constancia de la cara
que contindra els RNA després de la transferéncia. Es mulla la membrana i sempre
s’ha de teni cura que no quedin bombolles entre les diferents capes que es van
formant. A sobre de la membrana es col-loquen tres papers Whatmann, un sobre
l'altre, de la mateixa mida que el gel i es mullen també amb SSC x10. Per tal
d'afavorir el pas de liquid només a través del gel, es delimiten els contorns del gel



Materials i métodes-73

amb quatre tires de parafilm (a la vegada que impedeix l'evaporacié del tampé de
transferéncia). Finalment es posen a sobre una pila d'uns 10 cm de gruix de papers de
filtre secs, de la mateixa mida que el gel, un vidre, i a sobre d'aquest un pes de 500 g.
3. Aquest dispositiu funcionava per capil-laritat i es deixa unes 24 hores.

4. Es desmunta la transferéncia. Es procedeix a la fixacié de 'RNA a la membrana
mitjangant radiaci6 ultraviolada. La irradiacio amb llum ultraviolada, preferentment
de 254 nm, fixa 'RNA covalentment al filtre de nilé6 (Sambrook et al., 1989).
S'exposa la cara de la membrana que conté els RNA a la font de radiacié (BioRad
GS Genelinker™, UV Chamber) utilitzant el programa C3 (150 mJ).

5. Un cop fixat IRNA a la membrana es fotografia la membrana després de la
transferéncia i el gel després de la transferéncia. La membrana es renta lleugerament
amb SSC x2 per tal de treure 1'agarosa que pugui romandre sobre la membrana. El gel
es llenga. La membrana es guarda a 4°C, dins d'una bossa segellada, fins al moment
de la prehibridacié.

2.7.2 PREHIBRIDACIO I HIBRIDACIO

Les temperatures d'hibridacid i els rentatges s’han fixat en funcié de la temperatura de
- fusié (Ty,) de I'hibrid DNA-RNA, i en funcio de la severitat que s'ha volgut aplicar.

Les hibridacions s'han fet en condicions relativament laxes, de 20 a 25°C per sota de
la Ty, per tal d'afavorir 1a hibridacio entre la sonda (DNA) i I'RNA. En els rentatges
s'ha exercit una astringéncia més forta. L'estimacio de la Ty, esta feta d'acord amb la
formula citada per Wahl et al. (1987) per a hibrids DNA:RNA, tenint en compte que
un 1% de bases desaparellades (missmatch) genera una baixada en 1°C de la Tj,.
Tm=79.8+18.5logM +58.4 (GC) + 11.8 (GC) - 820/L - 0.5 (% formamida)
on M = concentracié molar de cations monovalents (Na")

GC = fraccié molar de bases G i C com a expressio de la composicio de bases
de la sonda. Si no es coneix s'assumeix 0.5.

L = longitud en nucleotids de la cadena més curta del diplex. Hem assumit un
valor de 100 en funcié de la longitud mitjana de les sondes marcades per random
priming.

2.7.2.a Reactius

- Solucié de prehibridacié: SSPE x5; formamida desionitzada, 50%; solucié de
Denhardt x5; SDS, 0.1%; DNA d'esperma de salmo, 200 pg/ml (préviament sonicat i
desnaturalitzat per escalfament a 95-100°C durant 5-10 minuts. Es refreda en gel i
s'afegeix a la solucid de prehibridacid). Es prepara un volum de 100 pl/em?® de
membrana. )

- Solucié d'hibridacié: SSPE x5; formamida desionitzada, 50%; solucié de Denhardt
x5; SDS, 0.1%; sulfat de dextra, 10%; DNA d'esperma de salmg, 200 p.g/ml (sonicat i
desnaturalitzat); sonda marcada pel métode de random priming amb °p 1-1.5 * 10°
cpm/ml (la sonda marcada es desnaturalitza per escalfament de 95-100°C durant 5-10
min, es refreda rapidament en gel, després s'afegeix a la barreja d'hibridacio). Es
prepara un volum de 100 ul/cm? de membrana.

- Tampé de rentatge 1: SSC x2

- Tampo de rentatge 2: SSC x0.4, SDS, 0.1%
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2.7.2.b Procediment

La manipulacié de 3’P es fa darrere de pantalles de metacrilat protectores, amb les
mesures de precaucio necessaries.

1. Prehibridacio. S'incuba la membrana en una bossa de plastic segellada que conté la
solucid de prehibridacid. La incubacides fa a 45°C durant 3-6 hores amb agitacid.

2. Hibridacid. Eliminem el liquid d'hibridacid i a la mateixa bossa afegim la solucid
d'hibridacié que conté la sonda marcada. Incubem de 12 a 16 hores a 42°C.

3. Rentatges. S'elimina la barreja radioactiva com a residu radioactiu de >°P. La
membrana es colloca en una safata que conté el tampd de rentatge 1. Aquest rentatge
dura 15 minuts a temperatura ambient i amb agitacid. Es renta la membrana amb el
tampod de rentat 2, 20 min a 55°C, amb agitacid. Finalment, es renta la membrana
amb el tampd 2, 30 min a 55°C. S'elimina l'excés de liquid de la membrana i no es
deixa assecar, sin6 que es guarda dins d'una bossa de plastic per a l'exposicié
autoradiografica. S'utilitzen les mateixes pantalles intensificadores i cassets
d'exposicid que per als assajos de transferéncia Western i films Agfa CURRIX RP2, i
Kodak X-OMAT AR. L'exposicié es fa a -80°C.

2.7.3 DESHIBRIDACIO DE LES MEMBRANES DE NILO

Per tal de poder tornar a hibridar la membrana amb una altra sonda, si escau, s’ha de
procedir a la deshibridaci6 de la sonda de cDNA hibridada préviament amb I'RNA
transferit a la membrana. Aquest procés es du a terme rentant la membrana en
condicions d'alta astrigéncia. S'ha de tenir en compte que aquest procés no es pot
repetir indefinidament, ja que en cadascun d'aquests rentatges hi ha una certa
quantitat de mostra (RNA) que també es deslliga de la membrana de nilé. En el
present treball les membranes s'han deshibridat un maxim de dues vegades.

2.7.3.a Reactius
- Tampd de deshibridacié: SSC x 0.1; SDS 0.1%

2.7.3.b Procediment

1. Es col-loca la membrana dins d'una safata, i s'aboca sobre la membrana el tampé
de dehibridacié ja bullent. S'incuba la membrana amb aquest tampé 30 min a 90°C
amb agitacid.

2. S'elimina I'excés de liquid i es posa la membrana dins d'una bossa de plastic
segellada a 4°C fins a la segiient prehibridacid i hibridacid corresponents.

2.7 PURIFICACIO DE DNA PLASMIDIC

L'objectiu d'ambdos processos és obtenir petites quantitats (10-20 pg a les
minipreparacions) o, grans quantitats (500-1000 pg a les maxipreparacions) de DNA
plasmidic transformat purificat. Per aconseguir aquest proposit s'han d'eliminar la
resta de components cel-lulars: proteines, RNA, DNA cromosomic, etc. En el present
treball les minipreparacions s'han fet utilitzant 1'equip comercial de Promega (Wizard
Minipreps™ DNA Purification System, Promega; nim. cat. A7500) o Qiagen. Les
maxipreparacions s'han fet utilitzant l'equip comercial de Qiagen (Qiagen Plasmid
kit; num. cat. 12163).
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2.8.1 MAXIPREPARACIONS

Es duen a terme d'acord amb les instruccions de I'equip comercial Qiagen Plasmid
Maxi Kit. El principi d'aillament es basa en una lisi alcalina modificada dels bacteris,
i la unid del DNA a una resina de bescanvi ionic (Qiagen) sota les condicions de
baixa salinitat i pH adients. RNA, proteines i impureses s'elueixen per un rentatge de
salinitat mitjana. El DNA plasmidic s'elueix en una concentraci6 elevada de sals, i es
concentra utilitzant una precipitacié amb isopropanol.

2.8.1.a Reactius

- P1 (tampd de resuspensid): S0 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM d'EDTA; 100ug/ml
de RNAsa A (es manté a 4°C)

- P2 (tampo de lisi): 200 mM de NaOH: 1% SDS (temperatura ambient)

- P3 (tampo de neutralitzacid): 3.0 M acetat potassic, pH 5.5 (temperatura ambient o
4°C)

- QBT (tamp6 d'equilibracié): 750 mM, NaCl; 50 mM, MOPS, pH 7.0; 15% d'etanol;
0.15% de Trit6-X-100 (temperatura ambient)

- QC (tamp6 de rentatge) : 1.0 M de NaCl; 50 mM de MOPS, pH 7.0; 15% d'etanol
(temperatura ambient).

- QF (tampo d'elucié): 1.25 M de NaCl; 50 mM de Tris-HCI, pH 8.5; 15% d'etanol
(temperatura ambient).

- TE 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM d'EDTA (temperatura ambient).

- Isopropanol

- Etanol al 70%

2.8.2.b Material
Es parteix de 500 ml de cultiu liquid LB-ampicil-lina, crescut durant 12-16 hores a

37°C amb agitacid.

2.8.2.c Procediment

1. Es centrifuga el cultiu cel-lular a 4°C durant 15 minuts a 6000 g (al voltant de 6000
rpm del rotor GSA Sorvall). S'eliminen totes les restes de sobrenedant per inversio
dels tubs.

2. El precipitat es resuspen en 10 ml de tampo P1.

3. S'afegeix 10 ml de tampé P2, es barreja per inversié i s'incuba a temperatura
ambient durant 5 minuts (no més de 5 minuts).

4. S'afegeix 10 ml de tampo P3 i ho agitem per inversio.

5. S'efectua una centrifugacié a 4°C durant 30 minuts a 30000 g. Es recupera el
sobrenedant. Si aquest no té una aparenga clara, es procedeix a una altra centrifugacié
durant 15 minuts a 30000 g.

6. S'equilibra una columna Qiagen amb 10 m! de tampé QBT.

7. S'aplica el sobrenedant obtingut al pas 5, i es deixa que circuli per gravetat. Es
renta la columna dos cops amb 30 ml de tamp6 QC.

8. L'elucié del DNA es fa amb 15 ml de tamp6 QF.

9. El volum recollit en tubs de 30 ml es precipita amb isopropanol (0.7 volums) a
temperatura ambient. Es centrifuga 15000 g durant 30 minuts a 4°C.

10. Es renta el precipitat amb etanol al 70% a -20°C (15 ml). Es centrifuga un altre
cop, s'elimina el sobrenedant i es deixa assecar a temperatura ambient durant 5
minuts.

11. Es resuspén el precipitat (DNA plasmidic) en TE (500-1000 pl).
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En general, el DNA de minipreparacions o maxipreparacions tornava a ser examinat
per andlisi de restriccid, i si s'ha d'utilitzar per transfectar cél-lules eucariotes se
sotmet a una precipitaci6 amb etanol per esterilitzar-lo. Breument, aquesta
precipitacié consisteix a afegir acetat sodic (2 M, pH 4-5), 1/10 del volum de la
preparacio; i de 2.5 a 3 vegades el volum de mostra més acetat d'etanol absolut a -
20°C; es deixa precipitar a -80°C un minim de 2 hores; es centrifuga durant 30 minuts
a 12000 g a 4°C, es renta amb etanol al 70%, sense resuspendre, es centrifuga 10
minuts a 4°C a 12000 g, s'elimina el sobrenedant, s'asseca a temperatura ambient o
65°C (un maxim d'l minut 30 segons), i finalment es resuspén en TE estéril. Després
es torna a quantificar.

2.8.3 MINIPREPARACIONS

Normalment, el volum de cultiu del qual es parteix és de 5 ml de cultiu bacteria.
Basicament en aquesta tesi s’han utilitzat dos equips de purificacié: Wizard de la
casa Promega i Miniprep Purification Kit, de la casa Qiagen. En aquesta tesi s'ha
descrit el primer métode.

- 2.8.3.a Reactius
- Solucid de resuspensié: Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM; EDTA, 10 mM; RNAasa A, 100
ng/ml
- Solucié de lisi: NaOH ,0.2,M; SDS 1%
- Solucié de neutralitzacio: acetat potassic, pH 4.8, 2.55 M
- Magic A/Iiniprepsm DNA Purification Resin
- Solucié de rentatge de la columna: NaCl, 200 mM; Tris-HCI, pH 7.5, 20 mM;
EDTA, 5mM (Aquesta solucié es barreja 1:1 amb etanol absolut)

2.8.3.b Material
- Es parteix d'un precultiu (12-16 hores a 37°C) amb ampicil-lina de 2-3 ml.

2.8.3.c Procediment

1. Es reparteix els 3 ml de cultiu en tubs eppendorf. Es centrifuguen en una centrifuga
de sobretaula a 12000 g durant 5 min a temperatura ambient.

2. Es descarta el sobrenedant i es resuspén el precipitat en 200 pl de solucié de
resuspensio.

3. S'afegeix 200 pl de solucio de lisi, es barreja per inversid, fins que la solucié es
torni clara. S'afegeix 200 pl de solucié de neutralitzacio.

4. Es centrifuga a 12000 g durant 5 min en una centrifuga de sobretaula a temperatura
ambient. '

5. Es transfereix el sobrenedant a un eppendorf nou, s'afegeix 1 ml de la resina de
I'equip i es barreja per inversié. Encara que no s'observi en les instruccions sembla
haver-hi una millor recuperacié de DNA deixant la resina d'l hora a 1 hora i 30 min
en contacte amb el DNA.

6. Es connecta una colummna amb una xeringa de 2 ml a la qual s'ha tret préviament
I'émbol, es decanta el contingut de 'eppendorf amb la resina a dins de la xeringa, i es
fa una lleugera pressié amb I'émbol.

7. Es desconnecta la xeringa sencera de la columna, es treu I'émbol, es torna a
connectar la xeringa i s'hi aboquen 2 ml de solucié de rentatge, es torna a fer una
lleugera pressio, i es desconnecta la xeringa sencera. Es fa una breu centrifugacio de
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2 minuts a 12000 g en una centrifuga de sobretaula a temperatura ambient, per treure
l'excés de solucid de rentatge.

8. Es trasllada la columna a un tub eppendorf nou, s'apliquen 50 pl de TE preescalfat
a 65°C, es deixa 1-2 min i es fa una centrifugacié d'l min a 12000 g, d'on s'elueix el
DNA plasmidic associat a la resina. S'utilitzen uns 5 pl per a la quantificacio
espectrofotomeétrica del DNA (DO¢0) fent un perfil de I'absorbancia de 220-320 nm
(tal com es fa per a'RNA) i la resta es guarda a -20°C.

2.9 OBTENCIO DE BACTERIS COMPETENTS I TRANSFORMACIO

Per tal de poder comptar amb quantitats suficients de DNA per a les seves diferents
utilitzacions (marcatge de sondes, analisi de restriccid, transfeccions en cél-lules
eucariotes) s'ha d'amplificar la quantitat que hi ha. Si es parteix de DNA plasmidic
recombinant purificat, que conté l'insert d'interés, com que es tracta d'un DNA amb
capacitat autoreplicativa en cél-lules bacterianes, es procedeix a transformar bacteris
(introduir el DNA plasmidic recombinant). Els bacteris utilitzats normalment sén
soques d'Escherichi coli, en el nostre cas és la soca d'E. coli anomenada DH5a
(Hanahan et al, 1983; Bethesda Research Laboratories, 1986), anomenats
competents perqué els hem sotmés a un procés de sensibilitzaci6 a la transformacio.
Un cop han estat transformats els bacteris, es fan créixer en plaques d'agar amb
l'antibiotic al qual siguin resistents només els bacteris que hagin incorporat el DNA
plasmidic exogen (el qual codifica per a la resisténcia cap a aquest antibiotic), en el
nostre cas es tracta de 'ampicil-lina (una penicil-lina semisintética que, per tant, actua
blocant la sintesi de peptidoglicans de la paret bacteriana). A partir del moment que
tenim el DNA recombinant introduit en bacteris s'amplifica per creixement d'aquestes
cél-lules en medi selectiu amb ampicil-lina. S'extreu el DNA plasmidic d'aquests
bacteris mitjancant equips comercials per fer Maxi-Preps (Qiagen) i Mini-Preps
(Promega o Qiagen), es quantifica el DNA, s'efectua analisi de restriccié per
comprovar la integritat i qualitat del DNA amplificat.

2.9.1 METODE DEL CLORUR DE CALCI

La soca d'E. coli utilitzada en aquest treball ha estat DH5a (desenvolupada per
Hanahan et al, 1983). El métode utilitzat ha estat el de Cohen et al., (1972)
introduint-hi unes lleugeres modificacions. El principi és tractar els bacteris en fase
de creixement exponencial amb CaCl,, que permeabilitza la paret cel-lular bacteriana
al DNA exogen.

2.9.1.a Reactius
- Medi de cultiu de bacteris (LB).
- Solucid de CaCl,, 50 mM, estéril preparat amb aigua Milli-Q per filtracié amb 0.22

pm

2.9.1.b Procediment

1. S'inoculaven 3 ml d'LB sense ampicil-lina amb les cél-lules (DHSa en el nostre
cas) que s'han de transformar, Es deixen créixer tota la nit a 37°C amb agitacio.

2. L'endema es dilueix el precultiu 1/100 (v/v) en LB (250 pl de precultiu en 25 ml
finals), i s'incuba a 37°C amb agitacié fins que la DO a 600 nm estigui compresa
entre 0.3 1 0.4 (normalment de 2 a 3 hores d'incubacid). La dilucid de les cél-lules es
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fa en dos tubs Corning estérils de 50 ml, que contenen cadascun 25 ml de dilucié
1/100. El valor de densitat oOptica escollit correspon aproximadament a 5 * 10’
cél'lules/ml (convé no sobrepassar el limit de 10° cél'lules/ml per tenir una
transformacio eficient).
3. Per tal d'aturar el creixement es mantenen un minim de 15-25 minuts en gel. A
partir d'aquest moment, mentre no s'indiqui el contrari, els bacteris shan de mantenir
a una temperatura compresa entre 0 i 4°C.
4. Es centrifuguen les célllules a 4000 rpm a la centrifuga RC-3B (Sorvall
Instruments) 5 min a 4°C (s'eliminava, o es redueix a la meitat). S'elimina el
sobrenedant per decantacié en un ambient estéril (al costat de la flama), i es
resuspenen les cél-lules en 25 ml de solucié freda de CaClz, 50 mM (12.5 ml/25 ml
originals, o el que és el mateix, per tub Corning de 50 ml). La resuspensié es fa per
agitacid manual i si cal molt breument amb el vortex amb una poténcia baixa, ja que
no convé augmentar la temperatura.
5. Es deixa la suspensi6 en gel durant 30 minuts.
6. Es torna a centrifugar a 4000 rpm, durant 5 min a 4°C (s'elimina el fre, opcional).
7. S'elimina el sobrenedant i es resuspenen les cél-lules amb 2 ml de CaCl,, 50 mM
(2 ml/25 ml de cultiu original), i es mantenen a 4°C. En aquest punt les cél-lules ja
- eren competents i la seva eficiéncia de transformaci6 s'incrementava de 4 a 6 vegades
durant les primeres 12-24 hores posteriors a la seva obtencid si es mantenien a 4°C ,
després d'aquest interval de temps l'eficiéncia baixa al nivel original (Sambrook et
al., 1989), i ja no és recomanable utilitzar-les. Encara que es recomani guardar estocs
congelats de cél-lules competents en el present treball totes les preparacions s’han
obtingut el mateix dia o el dia abans.

2.9.2 TRANSFORMACIO DE LES CEL-LULES COMPETENTS

2.9.2.a Material

- Plaques amb LB-agar, amb ampicillina (100 pg/ml de concentracid final, vegeu
apeéndix)

- Bacteris competents

2.9.2.b Procediment

1. Per cada 200 pl (tubs de 15 ml) o 100 pl (tubs eppendorf) de cél-lules competents
s'afegeix al voltant de 50 ng (0-100 ng) de plasmidi recombinant. La barreja es fa en
tubs de polipropilé estérils de 15 ml o bé en eppendorfs estérils agitant manualment i
suaument. Es deixen bacteris i DNA durant 30-60 min en gel.

2. S'incuba durant 2-3 minuts (nosaltres féiem 2 minuts i 30 segons) a 42°C (xoc
térmic). Es tornen a deixar en gel 2 minuts. S'afegeix 800 pl d'LB sense ampicil-lina
al tub de 15 ml i s'incuba durant 1 hora a 37°C amb agitacid. En cas que el xoc térmic
s'hagi dut a terme en tubs eppendorf s'afegeix 400 pl d'LB i la incubacio es fa sense
agitacio, i amb el tub completament tancat. Aquesta incubacié d'l hora té com a
finalitat I'expressio de la resisténcia a I'ampicil-lina continguda en el plasmidi.

3. Se sembra una part aliquota (al voltant de 200 pl) dels bacteris transformats en una
placa d'LB-agar que contingui ampicil-lina. Es deixa una estona a temperatura
ambient fins que tot el liquid s'hagi absorbit, després es deixen en posici6 invertida a
37°C de 12 a 16 hores. Paral-lelament es fa un control negatiu de transformacid, en el
qual se sembren cél-lules competents sense transformar. La resta de volum de cultiu
no plaquejat es guarda a 4°C un maxim de 3 o 4 dies. Si es volen plaquejar més de
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200 pl es procedeix a una breu centrifugacié de les cél-lules transformades i es
resuspenen en un volum inferior a l'original, per exemple 500 o 400 ul.

4. Es piquen diverses colonies, es fan precultius amb 3-4 ml d'LB amb ampicil-lina,
per tal de fer minipreparacions i analitzar aquelles que hagin incorporat el plasmidi.
Es fa I'analisi de restriccidé oportuna. De les colonies que ens interessen es fan cultius
de glicerol (glicerol al 15%), que es congelen rapidament amb nitrogen liquid i es
mantenen a -80°C.

2.9.3 ELECTROPORACIO

Una altra forma de fer que els bacteris siguin competents és mitjangant un xoc
eléctric. Hem utilitzat I’electroporador de Life Technologies (Cell Porator) acoblat a
un amplificador en el cas de fer-ho amb bacteris (Voltage Booster).

El DNA que es vol transformar mitjangant electroporacié ha d’estar lliure de sals.
Aixo implica que reaccions com ara lligacions, mutagénesi, etc., s’han de precipitar
abans amb etanol i s’han de rentar bé amb etanol al 70%.

Per preparar els bacteris competents s’ha seguit el protocol segons les especificacions
de la casa comercial. Una particularitat és que les bactéries han de créixer fins a una
densitat optica a 600 nm de 0.9. Aix0 fa que sigui molt important tenir els bacteris
ben resuspesos abans de fer la transformacid.Els bacteris competents es poden
emmagatzemar a —80°C fins a 3 mesos, perod van perdent la capacitat de competéncia.

Les condicions d’electroporacidé que hem vist més idonies son Voltage Booster 4 k<,
Capacitance 330 pF, Low Q, Fast charge. Aixi, s’agafen 1 o 2 ul del DNA que
vulguem com a maxim, es barregen amb 25 ml de bacteris competents i es posa
sobre una cubeta d’electroporacio (entre els dos eléctrodes) que haura estat en gel per
refredar-la. Es carrega I’electroporador fins a 375 V (charge), i es fa la descarrega
(Army, Trigger). Hem de veure en el voltage aplicat en el voltage booster que
apliquem al voltant de 2.3 kV.

Es recullen els bacteris i es posen a créixer amb 1 ml de medi de creixement (SOC,
LB, 2 x YT) durant 1 h a 37°C amb molta agitaci9, i es plaqueja sobre plaques d'LB-
agar amb ampicil.lina.

2.10 DIGESTIO DE DNA AMB ENZIMS DE RESTRICCIO

Les digestions de DNA amb enzims de restriccié s'han fet d'acord amb les
instruccions de les cases comercials que subministren els enzims. En general sha
utilitzat el tamp6 de digesti6 indicat per la casa comercial (normalment concentrat
10x). D'altra banda, a I'hora de fer digestions s'ha tingut en compte que el volum
d'enzim afegit no sobrepassés el 10% del volum final, perqué una concentracid final
de glicerol superior al 5% (l'enzim se serveix en una preparacié al 50% de glicerol)
podria inhibir l'activitat enzimatica. La quantitat d'enzim utilitzada ha estat d'1-10
U/ug de DNA. Les digestions s'han dut a terme a 37°C, durant 2-4 hores, depenent de
I'eficiéncia de la reaccid.

Quan es tracta de reaccions de digestions dobles o triples, si el tampd de reaccio es
comu als tres enzims, la incubacio del DNA amb els tres enzims és simultania. En cas
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que algun dels enzims fos incompatible amb les condicions de reaccid dels altres, es
fan les digestions en dues fases: el DNA digerit a la primera digestié s'extreu del
tampo i enzim utilitzat mitjangant una extracci6 fenol-cloroform.

2.11 EXTRACCIO AMB DISSOLVENTS ORGANICS I PRECIPITACIO DEL
DNA

2.11.1 REACTIUS

- Fenol-cloroform (1:1) (vegeu "Apéndix")
- Acetat sodic, 2 M pH 4-5

- Etanol absolut a -20°C

- Etanol al 70% a -20°C

-TE

2.11.2 PROCEDIMENT

- 1. Al volum de partida de 1a mostra s'afegeix aigua destil-lada fins a assolir un volum
final de 300 pl.
2. S'afegeix un volum igual de fenol-cloroform (300 pl). Es barreja amb vortex
durant 20-30 segons, se centrifuga 2 minuts a 12000 g a la microfuga de sobretaula a
temperatura ambient.
3. Es recupera el sobrenedant, s'afegeix acetat sodic, 2 M pH 4-5, fins a assolir una
concentracio final de 0.3 M, es posa al vortex i s'afegeixen 2.5 volums (300 pl de
sobrenedant + 45 pl d'acetat = 345 pl; 345 * 2.5 = 862 pnl d'etanol) d'etanol absolut a
-20°C, es barreja. Es deixa a -80°C, un minim de 2 hores. Se centrifuga durant 30
minuts a 4°C a 12000 g.
4. Es renta el precipitat amb etanol al 70% a -20°C. Es deixa assecar el DNA de 30 a
45 segons a 65°C, o a temperatura ambient. Es resuspenen en TE, agitant externament
el tub amb un dit i centrifugant 20 segons a 12000 g. Aquest procés de resuspensié es
repeteix 3 0 4 cops fins que el DNA esta ben resuspes.

2.12 ELECTROFORESI DE DNA EN GELS D’AGAROSA

Per monitoritzar la qualitat de les digestions i visualitzar els fragments generats es du
a terme l'electroforesi en gels d'agarosa no desnaturalitzant, de forma que el
fragments separats siguin diplex de DNA, i ‘aixi la migracié és inversament
proporcional al logaritme del pes molecular. El percentatge d'agarosa utilitzat és d'un
1%, i aix0 ens permet tenir una bona resolucié dels fragments de mida compresa
entre 0.4 i 10 kb. En paral-lel a les mostres sempre s’han carregat marcadors de pesos
moleculars (GIBCO BRL 1 kb DNA ladder, nim. cat. 15615-016; 1ug/ul). Per a
analisis de restriccid rutinaries es carrega una petita part aliquota de la mostra
digerida, si la digestio ha funcionat es passa al pas de purificaci6 de la banda que ens
interessa.
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2.12.1 REACTIUS

- TAE (tamp6 Tris/acetat) x50: Tris-base, 2 M; acid aceétic, 1 M; EDTA, 50mM (es
guarda a temperatura ambient)

- Tampé de carrega x5: EDTA, 40 mM; SDS, 0.1%; Ficoll 400, 30%; blau de
bromofenol, 0.2% (es guarda a -20°C aliquotat, i I'aliquota que s'estigui utilitzant a
4°C.

- Gel d'agarosa: Es prepara en tampd TAE x1: agarosa a 1'1%; 0.08 pg/ml de bromur
d'etidi. Alternativament, es pot afegir bromur d'etidi a les mostres (1 pl per mostra), o
bé tenyir el gel després de la migraci6 en una solucié de TAE x1 o aigua destil-lada
que contingui 0.5 pg/ml de bromur d'etidi. Normalment es preparen minigels de 50
ml de volum total.

- Pesos moleculars

2.12.2 PROCEDIMENT

1. Les mostres es preparen de forma que hi hagi d'l a 2 pg de DNA per mostra
carregada i que el volum final de mostra carregada (que s'assoleix amb el DNA,
- tampo de carrega de la mostra i aigua destil-lada estéril) sigui de 10 o 12.5 pl. Si es
carrega massa DNA per carril, les bandes sén massa amples i pot comprometre's la
resolucioé de bandes. El mateix passa amb els marcadors de pesos moleculars, que es
processen igual que les mostres. Normalment, de pesos moleculars, se'n carreguen d'l
a2 pul (1-2pg).
2. El gel es prepara amb 0.5 g d'agarosa i s'afegeixen 50 ml de TAE x1, es deixa
bullir al microones fins que l'agarosa s'hagi fos. Es deixa temperar a 60°C i llavors
s'afegeix el bromur d'etidi. Es barreja i es diposita a la safata de polimeritzacid, que ja
té la pinta col-locada.
3. Un cop polimeritzat el gel es treu la pinta i es colloca el gel a la cubeta
d'electroforesi (la migracié va del pol negatiu al positiu), es cobreix amb tampé
delectroforesi TAE x1 i es carreguen les mostres. La migracié es fa normalment a
60-70 volts, controlant la migracié del front.

2.13 PURIFICACIO DE DNA A PARTIR DE GELS D’AGAROSA

S'han fet servir dos metodes. El meétode de l'electrolucié s'ha fet servir per aillar
fragments que havien de ser sotmesos a tractaments posteriors (lligaments,
ompliment, etc.), ja que el segon métode podria alterar els extrems d'aquest
fragments i interferir els tractaments posteriors. El segon métode que es va fer servir
va ser l'equip comercial de la casa Promega: Magic™ PCR Preps DNA Purification
System for Rapid Purification DNA fragments o l'equip de la casa Qiagen. No
explico cap dels dos equips, ja que el fonament és molt similar al que he explicat en
la purificacié del DNA.

2.13.1 METODE DE L'ELECTROLUCIO

2.13.1.a Material
- Bosses de dialisi (membrana de cel-lulosa) d'amplada 10 mm i de porus de 12000

D (Sigma, cat.no D-9277)
- Pinga
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- Fulla de bisturi

2.13.1.b Procediment

1. Es prepara un gel d'agarosa a 1'% unint dos pous amb cinta adhesiva, de forma
que es fa migrar tot el volum de la digestié en un pou gran (50-100 pl). Es neteja la
cubeta d'electroforesi i la safata de polimeritzacio per tal d'evitar contaminacions amb
altres DNA, tampoc es carreguen marcadors de pesos moleculars en el mateix gel,
només es carrega una mostra pel mateix motiu abans esmentat. Es deixa migrar fins
que la banda que volem purificar estigui ben separada de la resta (aix0 es visualitza al
transluminador, s’han d'evitar sempre que sigui possible les exposicions del DNA a la
llum ultraviolada, ja que pot provocar mutacions).

2. La banda es talla del gel amb una fulla de bisturi, es posa el rectangle d'agarosa
que conté la banda en una bossa de dialisi que es tanca per un dels extrems i
s'afegeixen seguidament 200 pl de TAE x1 i es tanca l'altre extrem de la bossa.
Seguidament es sotmet a una electroforesi en la mateixa cubeta a 100 V durant 60
min. S'atura l'electroforesi i es comprova en el transluminador que el DNA estigui
enganxat a la paret orientada cap al pol positiu de la cubeta. Es treu el tros d'agarosa,
es torna a tancar la bossa, i se sotme durant 1-2 min a 100 V amb polaritat contraria
per tal de desenganxar el DNA de les parets de la bossa. Es comprova que realment
s’ha desenganxat (en el transluminador), es buida amb l'ajut d'una pipeta automatica
el contingut de la bossa i es renta amb 200 pl addicionals de TAE x1 la paret de la
bossa.

3. El volum final recuperat (400 pl) se sotmet a una extraccié de fenol-cloroform i a
una posterior precipitacié amb etanol.

2.14 MARCATGE RADIOACTIU DE LA SONDA DE DNA PEL METODE
RANDOM PRIMING

Aquest métode va ser posat a punt per Feinberg et al., (1983) i Vogelstein et al.,
(1984). Es desnaturalitza la sonda que es vol marcar i es posa en preséncia d'una
barreja de tots els hexanucleotids diferents possibles, junt amb una barreja de
desoxiribonucletosids-trifosfat, dels quals un com a minim esta marcat en posicié a
amb fosfor-32 i de I'enzim Klenow. Els hexanucleotids (primers) s'hibriden alla on
troben una seqiiéncia complementaria al DNA desnaturalitzat i I'enzim Klenow a
partir d'aquells sintetitza la cadena compleméntaria, i incorpora nucleotids marcats a
l'extrem 3'-OH de la cadena nova. Aixi s'obtenen sondes marcades uniformement i
d'alta activitat especifica.

En el present treball s'ha utilitzat el kit comercial de Boehringer Mannheim Random
Primed Labelling Kit (niim. de cat. 1004760). El desoxiribonucleosid-trifosfat marcat
ha estat [a-32P]-dCTP (Amersham, nim. cat. AA0005; Redivue 3000 Ci/mmol). Per
tal de separar la sonda marcada de la resta d'hexanucledtids i de nucleodtids no
incorporats, es fa una cromatografia d'exclusié en columna de Sephadex G50
(NICK™ column, Pharmacia); i es quantifica el percentatge de radioactivitat
incorporada.



Materials i métodes-83

2.14.1 REACTIUS

- Reaction Mixture x10 (RM x10). Aquesta soluci6 estid subministrada per l'equip i
conté els hexanucledtids dissolts en TE

- dATP, dTTP i dGTP, 0.5 mM (solucions subministrades per 1'equip). Es prepara
una barreja equimolar dels tres anomenada dNTPs-(C)

- Tampé STE: Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM; NaCl, 100 mM; EDTA 1 mM

- Sonda de cDNA (25-40 ng)

- Enzim Klenow (2 U/pul)

- 50 uCi de [0->*P)-dCTP Redivue (Amersham)

2.14.2 PROCEDIMENT

1. En el tub eppendorf on es dua a terme la reaccid s'afegeix 35 ng de sonda de DNA
purificada, es porta a un volum final de 9 ul amb aigua estéril i es denaturalitza
escalfant-ho a 100°C durant 5 minuts. Després es manté en gel fins al moment de
comengar la reaccié per evitar la renaturalitzaci6 del DNA (es fa una breu
centrifugacio, 30 segons, a 4°C a 12000 g en una centrifuga de sobretaula).

- 2. S'afegeix 2 ul de RM x10.
3. S'afegeix 3 pl de ANTPs-(C).
4. Es fa una breu centrifugacié com la del punt 1.
5. S'afegeix 50 puCi de [o->2P]-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml).
6. Finalment s'afegeixen 2 unitats (1pl), de I'enzim Klenow.
7. El volum final de la reacci6 és de 20 pl, la reaccidé es du a terme durant 1 hora a
37°C.
8. Mentre la reaccié té lloc, es prepara la cromatografia d'exclusié. Es buida el
contingut de la columna Sephadex G50 (s'obre primer per dalt i després per sota; per
tancar es tanca primer per sota i després per dalt), i s'equilibra després amb 5 ml
d'STE. Es tanca fins a la seva utilitzacio.
9. Es tallen 6 trossos de paper Whatmannn 3MM d'1,5 * 1 cm” i es retolen amb
nimeros del O fins al 7. Es preparen també 7 macrovials amb 5 ml de liquid
d'escintil-lacio, retolats també del O fins al 7.
10. Un cop ha finalitzat la reacci6 s'afegeixen 180 pl d'STE als 20 ul de la barreja de
reaccid i es treuen 2 pl que es dipositen sobre el paper Whatmannn retolat amb el 0
(per determinar els comptes totals). Els 198 ul restants es dipositen sobre la columna
i s'afegeixen 200 pl més d'STE que s'utilitzen per rentar l'eppendorf. La primera
fraccié consisteix en aquests primers 400 pl. Les segiients fraccions es recullen a
partir de volums d'elucié de 200 ul d'STE fins a un total de 6 fraccions. De cadascuna
d'elles s'extreuen 2 pl i es dipositen al paper corresponent.
11. Les fraccions que contenen la sonda marcada sén la num. 2 i la nam. 3. El perfil
de I'elucié es fa per comptatge en escintil-laci6 liquida de la radiacié 3 emesa en un
comptador de radiacié B, aixi també es pot fer una estimacié de la incorporacid
aconseguida (normalment, en el nostre cas, del 35 al 40%) i permet quantificar els
milions de cpm/ml (aquesta dada és necessaria per a la hibridacid). El perfil de
I'elucidé també podia monitoritzar-se amb un comptador Geiger.
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2.15 TRACTAMENT DEL DNA AMB KLENOW

El tractament del DNA amb el fragment de la polimerasa Klenow té la finalitat de fer
que un extrem protuberant, que es forma en digerir el DNA amb un enzim de
restriccio, es converteixi en un extrem rom. Aquest tractament pot permetre lligar
fragments de DNA que no eren cohesius.

Si ’extrem que deixa I’enzim de restriccié és 3” protuberant, s’afegeixen els 4 ANTP
a una concentracio entre 0.25 i 1 mM, 1 pl de I’enzim Klenow directament a la
reaccid de restriccio, ja que el tampd de tots els enzims de restriccié permet 1’acci6
d’aquesta polimerasa. El temps de reaccié sol ser de 30 minuts. En canvi, si I’extrem
és 5’ protuberant, unicament s’afegeix un nucleotid de I’extrem 3°, complementari a
I’altim nucleotid de ’extrem 5°, a 1a mateixa concentracié esmentada anteriorment.
Aixi, el fragment Klenow eliminara els nucleotids de I’extrem 3’ amb la seva
activitat de 3’-5’-exonucleasa, fins a arribar a aquest nucleotid on actuard amb la
seva activitat de polimerasa. Aquest tractament també rel el nom de polishing.

2.16 TRACTAMENT DEL DNA AMB FOSFATASA ALCALINA

Aquest tractament té com a objectiu treure els grups 5’ fosfat del DNA. Com que la
lligasa necessita extrems 5°-fosfat aquest DNA no es pot relligar. Fent aix6 reduim el
nombre de colonies en estratégies de clonacié d’un insert dins d’un vector causats
per la relligacié d’aquest ultim.

La fosfatasa alcalina porta el seu propi tampé (aixo depén de la casa comercial, NEB
funciona amb els tampons dels enzims de restriccid). Aixo6 fa que sigui necessari un
pas previ de precipitaci6 del DNA per eliminar les sals del tampé anterior.
Tipicament, en un volum final de 50 pl, s’afegeixen 5 pl del tamp6 de la fosfatasa
(x10) i 3 pl de I’enzim i es deixa incubant durant 2-3 hores a 37°C.

2.17 LLIGAMENTS

La reaccid catalitzada per I’enzim T4-DNA lligasa consisteix en la formaci6é d’un
enlla¢ fosfodiéster entre l'extrem 5’-fosfat i el 3’-hidroxil en DNA de doble cadena.
Aquesta reaccio finalment es transforma en bacteris competents, on es posen
diferents controls. De forma optima, hi ha diferents controls: el control del vector
sense insert (control negatiu de lligament), el control positiu (una quantitat coneguda
i baixa de DNA) i el control negatiu (sense DNA) de transformacid, un control
positiu de lligament on es posa, per exemple, un plasmidi tallat amb un enzim
cohesiu i es comprova el funcionament de 1’enzim. Una reacci6 de lligament té exit,
en principi, quan tenim moltes més colonies en el lligament que en el control negatiu
de lligament i no tenim cap colonia en el control negatiu de transformacio.

Segons la meva experiéncia hi ha alguns factors que afavoreixen 1’éxit d’aquesta
reaccid: a) la qualitat i quantitat del DNA que es posa en la reaccié (quan parlem de
qualitat penso en el fet que el DNA no hagi estat molt en contacte amb llum
ultraviolada i la preséncia o abséncia de restes de sals, agarosa, etc. que puguin
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quedar en el DNA; en considerar la quantitat hem d’intentar ser inteligents en el
procés d’obtenci6 dels dos fragments que es lligaran per tenir la quantitat maxima
possible); b) forma dels extrems (sempre és molt més facil treballar amb extrems
cohesius > extrem cohesiu-extrem rom > extrems roms; en aquest ultim cas, 1’adicié
de PEG pot incrementar I’eficiéncia ja que redueix 1’aigua efectiva); c) relacié molar
entre el fragment i I’insert (sempre hi ha una relaciéo optima entre els dos fragments
que s’han lligat, relacié que depén de cada cas); d) grau de fosforilacio residual del
vector (és recomenable incrementar el temps de tractament amb fosfatasa alcalina;
després s’ha d’extreure el DNA, ja que la fosfatasa pot inhibir la reaccio); e) métode
de transformacié (com més eficient és aquesta reaccid, tenim més possibilitats que
les poques molécules que s hagin lligat donin colonies resistents a I’antibiotic).

Crec que els punts més importants son els punts g, b, d i e. Normalment la reacci6 es
fa en un volum final de 10 pl, on s’afegeix 1 ul del tampg, 1 pl de I’enzim, 1 pl del
vector, 3-5 pl de I’insert i aigua fins a 10 pl. S’incuba O/N o durant 4-5 hores a 16-
17°C.

2.18 MUTAGENESI DIRIGIDA

2.18.1 METODE DE KUNKEL

El procediment utilitzat es basa en Kunkel ez al.,, (1987) i en l'equip de BIO-RAD
(Muta-gene™ Phagemid in vitro mutagenesis).

El métode es basa en la transformacié del plasmidi que conté el DNA a mutagenitzar
en la soca bacteriana CJ236. Aquesta soca porta les mutacions dut” i ung que
ocasionen que el DNA de doble cadena dins d'aquests bacteris contingui uracils.
S'obté DNA de cadena senzilla amb uracils, del nostre plasmidi. Aquest DNA de
cadena senzilla s'anella amb l'oligonucleotid de mutagénesi i es fa la sintesi in vitro
de l'altra cadena. El nou plasmidi format aixi té una cadena amb uracils (la no
mutagénica) i una altra sense uracils (la que conté la mutacié que volem introduir).
La cadena mutagénica té, aixi, un ventatge selectiu sobre l'altra cadena a I'hora de
replicar-se en un hoste bacteria salvatge pels gens dut i ung. Aixi, el rendiment
d'obtencié de mutants puja en teoria fins a un 80%, encara que nosaltres mai hem
obtingut experimentalment més d'un 30% de rendiment de mutants.

Per obtenir el DNA de cadena senzilla s'empra el fag helper M13KO7. Aquest fag és
parcialmet defectiu en el procés de la seva propia replicacid, i permet que s'obtingui
més DNA de cadena senzilla provinent del nostre plasmidi que del mateix fag. Aixo
s'aconsegueix inserint el gen de resisténcia a kanamicina en el DNA del fag, de
manera que la preséncia de kanamicina selecciona les cél-lules infectades amb el fag
helper.

2.18.1.a Procediment

- Obtencié de DNA de cadena senzilla del plasmidi pSPORT-1 que conté la
seqiiéncia d'rtBAT huma.

Un cop transformat pSPORT-1 amb rBAT huma i obtingudes colonies, es pica una
colonia i s'inocula (a primera hora del mati) en 50 ml de 2x YT (com el medi LB pero
amb el doble d'extracte de llevat i amb 1.6 vegades de bactotriptona) amb
cloramfenicol (fins a 30 pg/ml) i ampicil-lina (fins a 50 pg/ml) (el primer selecciona
les cél'lules CJ236 i la segona selecciona aquelles que porten el plasmidi pSPORT-
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1). Es deixa a 37°C amb agitaci6 unes 10 h. Després es pren 1 ml del cultiu ja saturat
i s'afegeix a 100 ml de 2x YT (+ cloramfenicol i ampicil'lina + 4 pl d'uridina a 10
mg/ml). S'incuba a 37°C amb agitacid durant 1 h.

S'afegeix la quantitat de fag necessaria per obtenir una multiplicitat d'infeccio
d'aproximadamentde 20 fags per cél-lula. Per fer aixo s'ha de conéixer préviament el
nombre de céllules del cultiu i el titol del fag. S'incuba durant 1 h més a 37°C amb
agitacid. Després de 1'hora s'afegeixen 140 ul de kanamicina (concentracié de 1'estoc:
50 mg/ml), i es deixa créixerel cultiu tota la nit amb agitacié a 37°C.

Es centrifuga a 6000 rpm durant 10 min, per precipitar els bacteris. Els fags amb el
DNA de cadena senzilla sén al sobrenedant. Aquesta centrifugacié es repeteix les
vegades necessaries fins que no queda res en suspensio (cap bacteri al sobrenedant).
Els fags es precipiten afegint 25 ml de solucié SXPEG (solucié filtrada, 15%
polietilenglicol (PEG) 8000, 14.6% NaCl) i deixant-ho 15 min a temperatura
ambient. Els fags per centrifugacio es precipiten a 6000 rpm durant 15 min, i es
resuspenen en 1 ml de TE. La solucié obtinguda es passa a un eppendorf,

- Els fags es reprecipiten de la manera segiient: una centrifugacié a velocitat maxima
durant 5 min a 4°C. Al sobrenedant se li afegeix 250 ml de 5xPEG. Es deixa a
temperatura ambient 15 min i es fa una nova centrifugacié com l'anterior per
precipitar els fags. El pellet es resuspen en 300 ul de TE que contenia 100 pg
dRNAasa A. Es deixa que actui l'enzim a temperatura ambient durant 10 min.
Aquest pas és important, ja que permet eliminar restes dRNA, que podrien després
interferir la reacci6 d'anellament.

Els passos seglients estan destinats a aillar el DNA de cadena senzila i treure les
proteines del fag. Primer, es fa una extraccié amb fenol, seguida d'una amb
cloroform, una altra amb fenol, i de nou una amb cloroform. Liltima extraccié amb
cloroform es repeteix tants cops com sigui necesari fins que no es vegi cap interfase
(proteines).

Seguidament el DNA de cadena senzilla ja aillat es precipita amb acetat sodic 0.3 M
final i 2.5 volums d'etanol absolut. Es deixa almenys durant 3 h a -80°C, es centrifuga
a maxima velocitat, es renta el precipitat 2 cops amb etanol al 70% i es resuspén en
TE. Una part aliquota s'empra per observar el DNA en un gel d'agarosa i una altra per
quantificar-lo mesurant 1a DO a 260 nm.

- Anellament de I'oligonucleotid amb el DNA de cadena senzilla
L'anellament es va fer de tal forma que la relacié molar de l'oligonucleotid i el DNA
de cadena senzilla fos de 20:1, i es va realitzar de la manera segiient:

2 ul de DNA de cadena senzilla

2.4 pl de tampd 5x de seqiienasa (el tampd de la polimerasa que s'utilitzava
posteriorment)

5 ul d'oligonucleotid (5 ng)

2.6 pl d'aigua
La barreja es posava a 70 ©C durant 5 min per permetre la desnaturalitzacié del DNA
i, per tant, que es desfacin possibles estructures secundaries, i per a permetre
I'anellament es deixa baixar la temperatura lentament (aproximadament 1°C/min) fins
a40°C.
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- Obtenci6 de la segona cadena in vitro
Als 12 pl de l'anellament s'afegia el segiient:
2 pl d'una barreja de desoxiribonucleotids, 5 mM
2 pl dATP 10 mM
2 pl d'aigua
1 pl de lligasa T4 (3 unitats)
1 pl de seqiienasa (1.6 unitats)
Es deixa en gel durant 5 min, després 5 min a temperatura ambient i es procedeix a la
polimeritzacié a 37°C durant 90 min. Finalment s'afegeixen 80 ul de TE.

20 pl de la barreja es transformen en una soca bacteriana (DH5a) normal per dut i
ung. Les colonies obtingudes es van analitzar per PCR per esbrinar si eren mutades, i
d'aquelles que ho eren es va seqiienciar el casset entre dues dianes de restriccié
uniques per verificar que la seqiienasa no havia introduit errors addicionals en la
seqiiencia. Aquest casset es lliga després al plasmidi original d'on s’hav tret aquest
mateix casset.

- 2.18.2 KIT DE STRATAGENE

Hem observat que aquest métode és molt més eficient que el métode de Kunkel i
també més rapid, ja que no requereix el pas previ d’obtencié de cadena simple. Es
basa a fer servir un enzim de restriccid, Dpnl, que talla el DNA quan esta metilat:
aixi, les cadenes sintetitzades in vitro seran resistents a I’acci6é d’aquest enzim.

Un exemple tipic d’aquesta reaccid seria el seguent:
10ng DNA 50 ng DNA

Tampé Sul Sul
DNA (5 ng/ml) 2ul 10 ul
Oligo sense (125 ng) 2.7ul 2.7 ul
Oligo antisense (125 ng) 1.6 ul 1.6 ul
Mix dNTPs 1ul 1l
Aigua 37.7 ul 29.7 nl

Una vegada preparat cada tub, afegim oli de PCR i fem un procés de Hot Start,
incubant cada tub 4 minuts a 95°C, després es deixa a 90°C, i es col-loca 1 pl de la
polimerasa Pfu (que presenta correccio de lectura, proofreading).

Es fan 16 cicles de 95°C durant 30 segons, de 65°C durant 30 segons i de 68°C durant
13 minuts i 30 segons. La temperatura d’anellament (65°C en aquest cas) es pot
modificar segons la mutacié en questid, aixi com el temps d’extensid, segons la
longitud del plasmidi.

S’afegeix seguidament | pl de I’enzim Dpnl i es posa la reaccié a 37°C tota Ia nit,
per afavorir la destruccié de les cadenes parentals. Finalment aquesta reaccid es
transforma en una soca bacteriana. El procés a seguir per a 1’analisi i construccid
final dels mutants és el mateix que s’ha descrit en 1’apartat anterior.
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2.19 PCR

Es basa en I’amplificacid selectiva in vitro de regions especifiques de DNA (Saiki et
al., 1988). Consisteix en cicles successius de desnaturalitzacié de la doble cadena,
hibridacié amb oligonucledtids encebadors de cadena sencilla i complementaris en
seqiiéncia als extrems del fragment que volem amplificar, i extensié de les cadenes
d’oligonucleotids mitjangant ’accio de la Taq polimerasa. En cada cicle de
desnaturalitzacid, hibridacid i extensié es dobla, idealment, el nombre de copies del
fragment en qiiestio. Aquesta amplificacié exponencial fa que siguin necessaries
poquess copies inicials de la zona que es vol amplificar, aixo en facilita enormement
l'estudi.

Potser, una de les grans limitacions d’aquesta técnica, rau en el fet que els fragments
que normalment es poden amplificar no excedeixen de les 4 kb, no obstant aixo,
actualment hi ha modificacions del protocol basic que permeten amplificacions de
fragments de fins a 30 kb mitjancant I’0s d’altres polimerases termoestables.

Cada fragment de DNA que volem amplificar té una de les caracteristiques que

- determinen les condicions especifiques d’ampliaci6. Cal doncs, optimitzar les
condicions per a cada fragment en particular. Les condicions més generals son les
que expliquem tot seguit:

2.19.1 PROCEDIMENT

- Dins un tub, es barregen els diferents components de manera que quedin unes
concentracions finals de 200 ptM de dNTPs; 600 nM de cada oligonucleotid; 50 mM
de KCI; 10 mM de Tris, pH 8.3; 1.5 mM de MgCl,; 0.01% de gelatina (Sigma G-
2500). S'afegeixen 5 ng/pl de DNA i 0.02 unitats de Taq polimerasa/ul. Es cobreix
amb una gota d’oli mineral per evitar evaporacions.

En reaccions de PCR de més d’un tub, es prepara una barreja general que després es
repartira entre els diferents tubs. La manera més practica de procedir que he trobat
consisteix a posar 1’oli el en tub abans de tot, després els components que siguin
exclusius de cada tub menys el DNA, finalment el DNA, i després la part aliquota de
barreja general posada al tap, de manera que podrem veure si ens hem quedat curts
de barreja (signe d’equivocacid) en repartir-ho en tots els tubs, pero sense barrejar-ho
amb els components exclusius. Finalment, es tapa el tub amb cura, s'agita bé, i se
centrifuga breument.

L’amplificacié exponencial fa que s’hagi de tenir molta cura per tal d’evitar
possibles contaminacions. Idealment, els productes de I’amplificacié haurien
d’analitzar-se en un lloc fisicament llunya al lloc on es munten les PCR, i les pipetes
emprades en muntar la PCR haurien de ser diferents a les utilitzades en altres
experiments, especialment a les utilitzades en la manipulacié de plasmidis i
productes finals de PCR. També, abans de comengar a utilitzar un nou
oligonucleotid, hauria d’aliquotar-se la dilucié mare, i fer diverses parts aliquotes a la
concentracié de treball. La resta de components de la PCR també hauria d’estar en
petites parts aliquotes de manera que si es detectés contaminacid, es podria llangar i
comengar de nou amb productes no contaminats. El volum final de cada PCR
dependra de la seva finaliat. Si només volem veure si hi ha o no amplificacié, n’hi
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ha prou amb 10 pl, ja que, en gels de pous fins i estrets, hi caben i es veuen bé 5 nl
de PCR. Si es per digerir, 15-20 pl son prou, 4 nl per comprovar que hi ha hagut
amplificacié i la resta per a la digestio.

- Es posen els tubs dins els forats d’un bloc térmic. Les condicions de temperatura de
la maquina de PCR on aniran els tubs han de ser les segiients, generalment:

Inicialment 3 min a 95°C.

Posteriorment es fan 35 cicles de:

Desnaturalitzacid: 30 s a 95°C

Hibridacio: 30 s a 46-62°C

Extensid: 30 s-4 min a 74°C

Finalment es deixa 5 min a 74°C

Refredar-ho a temperatura ambient.

2.19.2 REACTIUS

- DNA polimerasa termoestable: la polimerasa més utilitzada és la que procedeix del
bacteri Thermophilus aquaticus. Aquesta pot resistir bé temperatures de més de
90°C, amb una vida mitja de 2 hores a 92°C i de 40 min a 95°C. Polimerases
recombinants basades en aquesta Taq poden tenir diferentes vides mitjanes superiors
i més fidelitat. L'activitat de polimerasa es maxima a 74°C, encara que mantingui
també aquesta activitat dins un ampli ventall de temperatures.

- Oligonucleotids: constitueixen un factor clau en I’éxit de la PCR. Hi ha una série de
criteris per intentar dissenyar oligonucleotids amb un maxim de garantia d’éxit,
encara que no sempre funcionen, i alhora, oligonucledtids que amb prou feines
compleixen aquests criteris poden funcionar molt bé. Els criteris son els segiients: a)
Nombre d'A + T i C + G semblant; b) extrem 5’ o0 zona central amb energia lliure de
Gibbs molt negativa (ens assegurem aixi una unié molt forta) i extrem 3’ amb
energia lliure de Gibbs menys negativa (assegurem aixi una uni6 especifica, ja que
la desestabilitzacié provocada per un nucleotid no aparellat podra provocar la no-
unio de l'oligonucleotid); ¢) existéncia d'una G o una C en l'extrem més 3’ ja que en
ser la unié G-C molt estable, es facilitara que la Taq polimerasa inicii 1a seva funcid;
d) evitar oligonucledtids que poden formar estructures internes estables a la
temperatura a la qual shagin d'utilitzar (55°C generalment), o que presenten
seqiiéncies complementaries que permeten la formacié de dimers, especialment si
aquests son d’una estructura tal que deixin extrems 5’ protuberants, ja que els
extrems 3’ poden ser utilitzats com a encebadors i allargar-se les cadenes. Hi ha
diferents programes informatics que faciliten la recerca d’oligonucledtids que
compleixin aquests criteris. En de la present tesi, s’ha utilitzat el programa OLIGO 4
per dissenyar la majoria dels utilitzats.

- Tampo de PCR: El pH optim per a la Tag polimerasa és de 7.0-7.5 a 74°C.
Normalment s’utilitza un tamp¢ Tris-HCI de pH 8.5-9.0 a 25°C, ja que el pH del Tris
disminueix 0.03 unitats per cada °C d’increment de temperatura.

- Detergentes. La Taq polimerasa és una proteina molt hidrofobica que té tendéncia a
precipitar en solucions aquoses. L’addicié de detergents no ionics com ara el Trito
X-100 o el Tween-20 a concentracions finals del 0.01% ajuda perqué es mantingui
tota I’activitat en la reaccié d’amplificacio.
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A partir del protocol basic utilitzat, els components que poden variar dins una
determinada amplificacio son els segiients:
- Concentraciéo de MgCl, . Com més gran sigui la concentraci6 de MgCl, més
facil sera la unié de l'oligonucleotid al DNA motlle. Per un costat, aixo pot
augmentar |’eficiéncia de la PCR, pero, per I' altre costat, pot facilitar les
hibridacions no totalment especifiques, la qual cosa provocaria I’amplificacié de
fragments no desitjats. Les concentracions de MgCl, han variat des d'l mM fins
a3 mM.
- Temperatura d’hibridacié de l'oligonucleotid. La temperatura d’hibridacié
depén de la seqiiéncia de l'oligonucleotid i es calcula (en °C) mitjangant la
formula : T, = [4 (G + C) + 2 (A + T)]-4. En el cas que l'oligonucleotid no
sigui totalment complementari al DNA, la temperatura d’hibridacié es redueix
per facilitar una uni6 no totalment especifica.
- Temps d’extensio a 74 °C. Depen de la longitud del fragment per amplificar i
es calcula segons la relacié aproximada d'1.5 Kb esteses per minut.
- Depenent de I’amplificacio, el volum final de PCR varia.

2.19.3 METODE SOE (GENE SPLICING BY OVERLAP EXTENSION)

Aquest metode, desenvolupat per Horton ez al., (1987) consisteix a fer dues PCR fent
servir oligonucleotids que tenen la zona 5° diferent del tros de DNA que s’esta
amplificant de la primera PCR, pero complementaria a la de I’extrem 5’ de la segona
PCR. Vaig fer servir aquest meétode per construir quimeres entre els cDNA de 4F2hc
i rBAT (vegeu "Resultats i discussio", apartat 5).
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v Lligar en plasmidi 2 previament tallat amb Ai B

Figura 10: Esquema grafic del métode SOE.
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