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Este trabajo experimental se enmarca en la utilizacién de la bacteria E. coli como vector para la
expresion heteréloga de proteinas, y arranca de un total desconocimiento sobre las causas que durante
mucho tiempo han hecho imposible la expresion de la glicoproteina E del BoHV-1 en esta bacteria. En este
trabajo hemos comprobado que la secuencia TRAPP, de tan sélo 5 aminoacidos, es la responsable de la no
expresion de esta proteina en E. coli. A grandes rasgos, los logros de este trabajo han sido:

i) identificar la secuencia peptidica TRAPP como la secuencia que resulta tdxica durante la expresién
de la glicoproteina E en E. coli,

i) expresar la mayor parte del dominio extracelular de la gE en E. coli,

iii) demostrar que la toxicidad que reside en la expresién de TRAPP prevalece en distintos contextos,
iv) sugerir algunos mecanismos por los que la expresion de dicha secuencia resulta toxica para E. coli,
v) determinar que TRAPP, entre otras secuencias, no esta codificada en ningun gen de E. coli,

vi) valorar el papel que TRAPP puede jugar en el binomio estructura/funcion de la gE en el BoHV-1, y

vii) disefar un test ELISA de bloqueo para el diagndstico diferencial de infeccion por BoHV-1.

IV.A.Precedentes

El interés en la expresién recombinante de la gE del BoHV-1 nace de la necesidad de desarrollar un kit
de diagnéstico diferencial para la deteccion de animales infectados por este herpesvirus. El BoHV-1 es el
agente etioldgico mas importante del cuadro de enfermedades respiratorias bovinas o BRD (Kahrs, 2001a).
Es el responsable de los sindromes IBR e IPV, de la infeccidn sistémica en terneros, inductor de conjuntivitis,
enteritis, abortos y encefalitis (Kahrs, 2001c; Fenner et al., 1992). La infeccion por BoHV-1 conlleva, ademas,
un estado de inmunosupresion que predispone al animal a infecciones bacterianas secundarias. Este estado
de infeccidn, y el estrés que supone en ocasiones el transporte, generan un cuadro de pasteurelosis
neumonica (‘shipping fever’) que puede causar la muerte del animal (Yates, 1982; Kahrs, 2001b).

El BoHV-1, igual que otros alphaherpesvirus, desarrolla un ciclo vital muy complejo que incluye la
infeccion de por vida del sistema nervioso periférico del animal infectado. Si bien la vacunacién contribuye de
manera muy significativa a reducir la infeccién y los signos clinicos derivados de la misma, las vacunas no
evitan la infeccién post-vacunacion del animal (Kaashoek et al., 1996). Los animales, aun vacunados, pueden
convertirse asi en un foco de infeccion latente o reservorio del BoHV-1. Actualmente, el control del BoHV-1
de muchos paises se basa en la identificacion seroldgica y el sacrificio de los animales infectados (Stegeman
et al., 1994). Para llevar a cabo estos programas de erradicacion, se combina la administracion de vacunas
marcadoras con la utilizacion de un test serolégico diferencial. Estas vacunas, defectivas en uno o mas
genes, generan una respuesta inmunitaria diferente a la que se produce tras la infeccion por el BoHV-1 wt. El
test —generalmente un test ELISA de bloqueo- detecta la presencia de los anticuerpos dirigidos contra la/s
glicoproteina/s ausente/s en la vacuna administrada (Kaashoek et al., 1995; Letellier et al., 2001).

Entre los afios 1991 y 1994, nuestro grupo de investigacion llevé a cabo la construcciéon del virus

defectivo BoHV-1 gE™ para su posterior aplicacion como vacuna marcadora (Rebordosa, 1996). Se propuso,
asimismo, el futuro desarrollo de un test ELISA gE de bloqueo para diferenciar serolégicamente los animales
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vacunados con el BoHV-1 gE™ de los animales infectados con una cepa wt. El disefio del test contemplaba,
inicialmente, la sensibilizacién del pocillo de ELISA con una forma recombinante de la gE del BoHV-1. Las
pruebas de inmunodeteccion demostraron, no obstante, que ninguna de las formas expresadas de la
glicoproteina en E. coli era reconocida por el antisuero de animales infectados con el BoHV-1 wt (Rebordosa,
1996). Ello indicaba que la conformacion de la gE expresada no emulaba la conformacién de la gE nativa del
virus, y desaconsejaba la utilizacion de un organismo procariota como vector para la expresién recombinante
de la gE. Finalmente, el test se ha desarrollado sensibilizando el pocillo de ELISA con virus BoHV-1 wt.

La expresién de la gE resulté ser, ademas, téxica para E. coli. Si bien la expresion se limitdé al dominio
extracelular de la proteina sin las secuencias péptido sefial y dominio transmembrana —potencialmente
téxicas debido a su marcado caracter hidrofébico— todo intento de expresion periplasmatico o citoplasmatico
comportaba la inhibicion del crecimiento del cultivo y la casi nula acumulacién de la proteina recombinante.
Soélo la expresion citoplasmatica de los fragmentos A4 y A1 de dicho dominio (Fig. 12) fusionados al extremo
Ct de la MBP reflejaba un crecimiento no inhibido y una acumulacion sustancial de la proteina recombinante.
Por el contrario, la induccidon de expresion del fragmento A5 era la que conllevaba la inhibicion del
crecimiento y la no acumulacion de la proteina. Se pensé entonces que la conformacion del fragmento A5,
rico en estructuras tipo lazo con abundancia de aminoacidos P, R, T y G que determinan un caracter
hidrofilico, podia ser objeto de proteolisis en el citoplasma de E. coli. Esto explicaria la no acumulacion de la
proteina recombinante, pero no aclaraba qué relacién habia entre esta falta de acumulacién y la inhibicién del
crecimiento. Asimismo, cabia preguntarse por qué y cémo la induccion de dicho fragmento desencadenaba la
toxicidad observada, y si solucionandola iba a ser posible la expresion del dominio extracelular integro de la
gE en E. coli. Este marco experimental y de conjeturas son las que dieron pie al trabajo que aqui se ha
presentado.

IV.B.Determinacion de la secuencia TRAPP

Antes de discutir algunos de los estudios realizados, quisieramos matizar por qué al comienzo del
trabajo no nos hemos referido nunca a la ‘expresion téxica’ o ‘no téxica’ de una determinada secuencia y si,
en cambio, a la ‘inducciéon de expresién que conlleva toxicidad’ o ‘que no conlleva toxicidad’. Hemos
considerado oportuno hacer esta distincién desde un principio porque a nuestro entender los términos
‘expresion téxica' o ‘no téxica’ asumen el hecho que esa expresion ha llegado a darse. Si bien la expresion es
siempre evidente en los cultivos que acumulan la proteina recombinante, en los cultivos que no la acumulan
no lo es en absoluto. Mas adelante, si hemos utilizado los términos de ‘expresion téxica’ o ‘no téxica’ porque
para entonces se aportaban pruebas que demostraban que en todos los cultivos —y en particular los toxicos—
se habia llegado a expresar, aunque fuera minimamente, la proteina de interés.

La enzima exonucleasa BAL-31 ha sido utilizada por algunos autores para delimitar los determinantes
antigénicos de distintas proteinas (Lenardo et al., 1984; Keegan & Collett, 1986; Mason et al., 1989). Los
resultados aqui expuestos, validan la utilizacion de esta enzima como un método preciso también a la hora
de identificar secuencias téxicas de aminoacidos en una proteina. En el caso del fragmento A5 de la gE, la
utilizacion de BAL-31 ha permitido obtener dos bancos BAL-31 de plasmidos de expresion en los que quedan
representados formas delecionadas de A5 por sus extremos Nt (ANt) o Ct (ACt). En cada banco se han
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identificado formas delecionadas toxicas y no toxicas, y la secuenciacion de los productos de delecion de uno
y otro ha permitido situar los limites Nt y Ct de la region toxica del fragmento A5 entre los aminoacidos T,qg-
R213 ¥ P21s-R222, respectivamente. Asi, partiendo de una secuencia inicial de 66 aminoacidos, se ha
conseguido en un principio acotar la region toxica del fragmento A5 a la secuencia 211 TTRAPPRRGHAR,,,
de tan sélo 12 aminoacidos. Cabe senalar que, para identificar secuencias toxicas mediante la exonucleasa
BAL-31, es preferible que dicha toxicidad quede enmarcada en la secuencia lineal de aminoacidos. Aquellos
casos en los que la toxicidad venga dada por una conformaciéon compartida entre distintas secuencias seran,
por el contrario, mas dificiles de identificar.

El éxito del proceso de seleccién durante la construccion del banco de expresion BAL-31 Nt, se ha
basado en el acierto a la hora de escoger las dianas de restriccion que han permitido, por un lado, recuperar
el producto de delecién y, por otro, insertar este producto en fase con la secuencia codificante para la
subunidad de a-complementaciéon LacZa. A pesar de que se ha procurado que fueran traducidos -y
fusionados a LacZo— el menor numero posible de aminoacidos, todos los productos de delecion
seleccionados han interferido parcialmente en la actividad hidrolitica de la enzima. Ninguno de los clones
seleccionados mostraba la coloracion azul caracteristica producto de la hidrélisis del X-Gal, sino mas bien
una tonalidad celeste, suficiente no obstante para poder distinguir un tipo u otro de clon. Aunque mas
adelante volveremos a incidir en el tema, queremos subrayar el hecho de que todos los productos téxicos y
no téxicos seleccionados han sido traducidos fuera del marco de lectura de la gE, evitando de esta manera
seleccionar en contra su posible toxicidad.

En los ensayos de expresion de las formas delecionadas del fragmento A5, se han caracterizado
siempre dos tipos de productos. Por un lado, aquéllos cuya expresion conlleva la inhibicion del crecimiento y
no se acumulan en el citoplasma de E. coli, y por otro los que no conllevan un crecimiento inhibido y si se
acumulan en la bacteria. Esta diferencia ha sido maxima en los ensayos de expresion de las formas ANt (Fig.
19A,B). En los ensayos de expresion de las formas ACt y ANt+ACt, la diferencia de Assy entre cultivos de
crecimiento inhibido o no inhibido ha sido menor (Fig. 16A,B y 24A,B). Este resultado sugiere que la
expresion del fragmento A4 de la gE, comun para las formas ACt y ANt+ACt, interfiere parcialmente con el
crecimiento normal de E. coli. La interferencia del fragmento A1 contenido en las formas ANt y ANt+ACt ha
sido, por el contrario, minima. La clave para la expresion de la gE del BoHV-1 en E. coli esta, sin embargo, en
la secuencia de aminoacidos del fragmento A5 que expresan todos los cultivos de crecimiento inhibido.
Todas las formas ACt, ANt y ANt+ACt cuya expresion resulta toxica contienen integra la secuencia de
aminoacidos TRAPP. La substituciéon total de esta secuencia —p.e. TRAPP por TSHEF en el producto de
expresion de pMA1178A1— o bien parcial —p.e. TRAPP por SRAPP en el producto de expresion de
pMA4198A1, o TRAPH en el producto de expresion de pMA410—, son condicidn suficiente para restablecer
el crecimiento normal del cultivo y la acumulacién del producto de expresion. La secuencia TRAPP es, por
consiguiente, la secuencia minima responsable de la toxicidad que conlleva la expresion de la gE del BoHV-1
en E. coli. Cabe notar que, aunque existe una relacion directa entre la expresién de TRAPP y la toxicidad, no
tenemos pruebas que indiquen qué mecanismo es el que hace téxica la secuencia TRAPP. En consecuencia,
s6lo podemos atribuir la toxicidad de la gE al hecho que se expresa la secuencia TRAPP.

La identificacion y substitucion de la secuencia TRAPP ha llevado a expresar por primera vez en E. coli,

aunque de forma insoluble, el dominio extracelular (V4-Qses) casi integro de la gE (Fig. 12). Como ya
sucediera para las formas recombinantes de la gE expresadas previamente (Rebordosa, 1996), los ensayos
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de inmunodeteccién indican que esta secuencia no es reconocida por el antisuero de animales infectados con
el BoHV-1. Estos resultados sugieren que ni la conformacion ni la inmunogenicidad nativas de la gE pueden
ser reproducidas mediante la expresion de la proteina en E. coli. Asimismo, estos resultados invitan descartar
definitivamente la posibilidad de substituir el BoHV-1 utilizado para sensibilizar la placa del test ELISA gE de
bloqueo, por una forma recombinante procariota de la gE.

La MBP y la B-galactosidasa de E. coli son unas de las proteinas mejor caracterizadas y mas
frecuentemente utilizadas en biologia molecular. Ambas proteinas han sido utilizadas como proteinas de
fusion para facilitar la expresién, el plegamiento y la purificacion de otras proteinas de interés biolégico
(Makrides, 1996; Baneyx, 1999). Los estudios de estructura/funciéon, o de cémo diferentes partes de una
misma cadena polipeptidica dan forma y funcion a la proteina, revelaron la existencia de dominios permisivos
a la insercion de péptidos en la superficie de ambas proteinas (Betton et al., 1993; Feliu & Villaverde, 1998).
Estos dominios han permitido ensayar el efecto que tiene la secuencia TRAPP cuando se expresa en un
contexto diferente al de la secuencia de aminoacidos de la gE. Los resultados obtenidos —mas aparentes
cuando TRAPP se expresa integrada en la MBP, que cuando lo hace en la ‘proteina LacZ’ (derivada de la -
galactosidasa)— no han podido ser mas concluyentes: la expresion de TRAPP conlleva la inhibicion del
crecimiento de E. coli y la no acumulacion de la proteina recombinante.

IV.C.Mecanismos de toxicidad de la secuencia TRAPP

Existen diferentes mecanismos por los que la expresion de una determinada proteina puede afectar el
metabolismo e incluso resultar toxica para E. coli. El diferente uso de codén entre especies eucariotas y
procariotas es, en muchos casos, el origen de una expresion heterdloga deficiente en E. coli (Kane, 1995;
Zahn, 1996). La eliminacién de codones infrecuentes, o su substitucién por unos de mayor uso en E. coli, ha
supuesto una mejora sustancial en la expresion de algunas proteinas (Makoff et al., 1989; Rangwala et al.,
1992; Al-Hillawi et al., 1994). Sin embargo, en el caso de la secuencia TRAPP, la toxicidad asociada a su
expresiéon no tiene nada que ver con un uso de codon ajeno al de E. coli. Todos los ensayos de expresion
téxica de la secuencia TRAPP integrada mediante adaptadores en la MBP, se han desarrollado siempre a
partir del uso de codoén o6ptimo de E. coli. Por otro lado, y a pesar de que los codones poco frecuentes se
hallan casi en igual frecuencia en los fragmentos A4, A5 y A1 (Fig. 61), si cabe la posibilidad que el diferente
uso de codén entre E. coli y la gE del BoHV-1 sea la causa de la inhibicion parcial del crecimiento asociado a
la expresién del fragmento A4.

La activacion de la maquinaria de degradacion en respuesta a la expresion de determinadas proteinas
también puede comportar cierta toxicidad al cultivo de expresién. Algunos autores han descrito que el
procesamiento proteolitico (Viaplana et al., 1997b) y la sobreexpresion de proteinas en E. coli (Dong et al.,
1995; Rinas, 1996) pueden acarrear la inhibiciéon del crecimiento del cultivo. E. coli codifica para un elevado
numero de proteasas que se localizan en el citoplasma (Lon, CIpAP, ClpXP, ClpYQ), periplasma (OmpT), o
bien adsorbidas a la membrana (FtsH), y que actian como respuesta al estrés que conlleva la presencia de
proteinas aberrantes o, sencillamente, la acumulacién excesiva de algunas proteinas (Gottesman, 1996). La
gran cantidad de bandas inmunodetectadas en el extracto crudo de los cultivos no inhibidos (no téxicos) (Fig.
25, 31, 34C), puede corresponder a intermediarios estables de proteolisis que no interaccionan con otras
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proteinas de E. coli, y por tanto no comprometen el crecimiento normal de la bacteria. En los cultivos téxicos,
en cambio, cabe pensar que una mayor inestabilidad de los intermediarios de proteolisis los ha llevado a
interaccionar con proteinas esenciales de la bacteria interfiriendo asi en su crecimiento. Sin embargo, el
hecho que la expresion de la secuencia TRAPP sea igual de téxica en un cultivo de células XL1-Blue —no
deficiente en proteasas— que en uno de células BL21(DE3) —deficiente para las proteasas Lon y OmpT—
sugiere la posibilidad de que la toxicidad no sea consecuencia de un proceso proteolitico. En tal caso, el
efecto toxico que conlleva expresar TRAPP seria anterior a la proteolisis de la proteina expresada. Por otro
lado, el hecho de que en ninguno de los cultivos de expresion de TRAPP se haya detectado un aumento en
la transcripcién del factor c’° de respuesta al estrés celular (Fig. 45B, 46B), constituye un argumento mas a
favor de la no activacion de la maquinaria de degradacién en estos cultivos.
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Figura 61. Distribucion de codones extrafios para E. coli en el dominio extracelular de la gE. La figura
muestra la secuencia de DNA codificante para los fragmentos A4 (rojo), A5 (verde) y A1 (azul) en el
marco de lectura de la gE. Sobre la secuencia se enmarcan los codones que E. coli utiliza con una
frecuencia <1% (Kane, 1995). Para cada codén extrafio se indica el aminoéacido codificado y la posicion
que ocupa en la gE. En negrita se sefalan las dianas de restriccion Sall y Pstl que delimitan,
respectivamente, los fragmentos A4, A5y A1.

Descartados el uso de codoén y la activacion de procesos proteoliticos como mecanismos de toxicidad
asociados a la expresion de TRAPP, cabe considerar un tercer mecanismo: la competencia por un recurso. El
hecho de que la expresion de la secuencia TRAPP resulte toxica para E. coli puede significar que dicha
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secuencia actua como un inhibidor competitivo que capta o elimina un recurso esencial para el crecimiento de
E. coli. En este caso, y a diferencia de los mecanismos anteriores, la toxicidad se deberia directamente a la
accion de la secuencia TRAPP expresada. La posibilidad de que la secuencia TRAPP compita con otras
proteinas de E. coli que contienen esta misma secuencia es nula ya que ningdn ORF de la bacteria codifica
para la secuencia TRAPP. Otra posibilidad es que la secuencia TRAPP compita con proteinas de E. coli que
contienen secuencias que guardan cierta homologia con TRAPP como p.e. IKAPP en la subunidad V de la
DNA helicasa (NP_417297.1) o SRVPP en una proteina quinasa (NP_416028.1).

Un aspecto que llama la atencién es el diferente grado de toxicidad de la secuencia TRAPP cuando se
expresa en marcos estructurales diferentes. Si bien tanto la hélice-a. IV de la MBP como el lazo BM- B15 de la
‘proteina LacZ’ (equivalente a la B-galactosidasa) son dominios externos permisivos (Betton ef al., 1993; Feliu
& Villaverde, 1998), los resultados de expresar en uno y otro TRAPP, TTRAPP o TTTRAPP son bien
distintos. Asi, mientras que la expresion de cualquiera de estas secuencias substituyendo la hélice-a. IV de la
MBP ha resultado ser siempre toxica para E. coli (Fig. 34A,B, 36A,B y 37A,B), la expresion de la secuencia
TTTRAPP en el lazo p'-B' de la ‘proteina LacZ’ Gnicamente ha comportado la no acumulacién de la
proteina (Fig. 43A,B). Otro grupo de resultados refleja diferencias en la expresion de distintas secuencias
TRAPP integradas en un mismo punto de la MBP. La expresion p.e. de la secuencia TRAPP en el lazo Dqyo-
l132 de la MBP resulta téxica para la bacteria, pero no asi la de la secuencia TTRAPP (Fig. 30A,B). Se
observa por tanto, que la toxicidad asociada a la expresion de TRAPP depende en gran medida del lugar de
insercion de la secuencia. Por otro lado, no obstante, la toxicidad que conlleva expresar TRAPP, TTRAPP o
TTTRAPP en diferentes dominios de una misma proteina, asi como en distintas proteinas de E. coli, es, muy
probablemente, el producto de un mismo mecanismo. Es por ello que cabe preguntarse si el mecanismo
téxico asociado a la secuencia TRAPP depende realmente del marco estructural o conformacional del que
forma parte TRAPP en la proteina, o si en realidad implica el paso previo de expresion de la proteina, esto
€es, su sintesis y su plegamiento.

Tal y como se ha comentado anteriomente, la toxicidad asociada a la expresién de TRAPP no es
consecuencia de un uso de codon distinto al de E. coli. Por otro lado, el crecimiento celular y la acumulacion
de la MBP que expresa la secuencia TTRAPP insertada en el lazo D45-l43, son una prueba directa de que
dicha secuencia no bloquea los ribosomas de la bacteria. Asi pues, en vistas de que TRAPP no interfiere en
la sintesis de la proteina (entendida hasta su traduccién), queda considerar si la expresion de la secuencia
TRAPP interfiere con la maquinaria de plegamiento de las proteinas: las chaperonas moleculares.

Las chaperonas son un conjunto de proteinas que previenen o corrigen el plegamiento defectuoso y la
agregacion de las proteinas (Hayes & Dice, 1996; Hartl, 1996; Bukau & Horwich, 1998; Hartl & Hayer-Hartl,
2002; Carrié-Llach, 2002). Muchas de ellas son esenciales (Fayet et al., 1989; Gerdes et al., 2003) y se
expresan de forma constitutiva. Las chaperonas interaccionan con los dominios hidrofébicos y las regiones
desestructuradas de los polipéptidos sustrato, creando un entorno idéneo para que éstos adquieran su
estructura definitiva, formen oligdmeros o bien sean degradados. En E. coli, las chaperonas citosélicas
actian mediante dos mecanismos distintos. La chaperona Trigger Factor (TF) y el sistema Hsp70 (DnakK,
DnaJd y GrpE) unen la cadena polipeptidica saliente del ribosoma y le proporcionan un estado competente
para el plegamiento. Por otro lado, las chaperoninas o sistema Hsp60 (GroEL y GroES) capturan e
internalizan algunos intermediarios de plegamiento proporcionandoles un entorno idéneo para adoptar su
estructura nativa. Se estima que el 65-80% de las proteinas de E. coli, mayoritariamente pequenas,
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adquieren la conformacién nativa de forma rapida después de que la chaperona TF y las del sistema Hsp70
se desprenden gradualmente de la cadena polipeptidica (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Los polipéptidos mas
largos, en cambio, permanecen mas tiempo unidos a estas chaperonas, las cuales los estabilizan y asisten
en su plegamiento co- y post-traduccional (10-20%), o bien los transfieren al sistema GroEL-GroES (10-15%).

El mecanismo general por el que GroEL-GroES asiste el plegamiento de las proteinas es mediante su
encapsulacién. Esta, no obstante, esta limitada a proteinas de un maximo de 55 kDa (Ewalt et al., 1997).
Algunos autores han descrito que GroEL-GroES también puede facilitar el plegamiento de proteinas mucho
mayores, como la p-galactosidasa (Chaudhuri et al., 2001), y es de suponer que para ello utiliza un
mecanismo diferente. Si asumimos que la secuencia TRAPP neutraliza el sistema GroEL-GroES cuando es
encapsulada, ese doble rasero basado en el tamafo de las proteinas a la hora de asistir su plegamiento
puede explicar por qué es téxica la expresion de TRAPP en la hélice-a IV de la MBP (<55 kDa), y por qué no
lo es cuando se expresa en la ‘proteina LacZ’ (aprox. 116 kDa). Ello, no obstante, no explica entonces por
qué son toxicos los productos de delecion del fragmento A5 expresados como proteina de fusion a la MBP
(ANt, ACt o ANt+ACt), si ninguno de ellos resultaria encapsulado debido a su tamano (>55 kDa). Tampoco
queda claro por qué desde el estado desplegado de la MBP, el efecto de TTRAPP iba a ser diferente si es
expresada en el lazo Dqxg-l132 0 en la hélice-a. IV. Por otro lado —y en el mismo supuesto que la secuencia
TRAPP no es toxica si no es encapsulada— no se explica entonces por qué no se acumula la ‘proteina LacZ’
que incorpora la secuencia TTTRAPP, o por qué si lo hace so6lo en condiciones de estrés térmico. Cabe
sefalar, no obstante, que precisamente a partir de esta ultima observacién parece mas evidente una posible
competencia de la secuencia TRAPP con las chaperonas moleculares. El hecho que la ‘proteina LacZ’ que
contiene la secuencia TTTRAPP sélo se acumule en condiciones de estrés celular puede significar que dicha
secuencia compite con determinadas chaperonas en condiciones normales, y que ello hace necesaria una
mayor sintesis de chaperonas para acumular la proteina.

Finalmente, planteamos la posibilidad que la secuencia TRAPP interfiera con la maquinaria bacteriana
de sintesis de DNA y de proteinas de manera similar a como lo hacen algunos péptidos catiénicos
antimicrobianos (Boman et al., 1993; Wu et al., 1999; Xiong et al., 1999; Castle et al., 1999; Friedrich et al.,
2000). Los péptidos catidnicos antimicrobianos constituyen un conjunto muy numeroso de moléculas
efectoras de la respuesta inmune innata de todo tipo de organismos (Zasloff, 2002; Koczulla & Bals, 2003;
Thomma et al., 2002). Si bien la estructura de los péptidos catiénicos antimicrobianos es muy diversa —
hélice-a. lineal sin residuos C, hoja-p con dos, tres o cuatro puentes disulfuro, estructura de lazo con un
puente disulfuro, y lineal no a-hélice con predominancia de uno o mas aminoacidos— todos ellos adoptan
una conformacion marcadamente amfipatica, en la que los grupos de aminoacidos hidrofébicos vy
aminoacidos catidnicos se organizan espacialmente ocupando sectores distintos de la molécula. Este
caracter amfipatico permite a la mayoria de péptidos cationicos antimicrobianos formar poros o bien
desintegrar la membrana citoplasmatica de las bacterias, provocando asi la lisis celular (Shai, 2002). Existe,
no obstante, un pequefo grupo de péptidos antimicrobianos cuyo mecanismo de accion no implica la
destruccion de la membrana citoplasmatica (Casteels & Tempst, 1994), pero si el reconocimiento
estereoespecifico de moléculas en el citoplasma bacteriano. Estos péptidos constituyen el grupo de péptidos
‘short proline-arginine rich’, actian sobre todo en bacterias Gram-negativas, y como su nombre indica son
generalmente cortos y ricos en los aminoacidos P y R (Otvos Jr., 2002). A este conjunto de péptidos
pertenecen, entre otras, las apidecinas, drosocinas, formaecinas y pyrrhocoricinas. Se ha descrito que éstas
ultimas reconocen de manera especifica el lipopolisacarido de membrana bacteriano y la chaperona DnakK, y
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de manera inespecifica la chaperonina GroEL (Otvos Jr. et al., 2000). En las pyrrhocoricinas, el dominio rico
en P y R localizado en la mitad Ct (Tabla XXVIIA) permite la entrada del péptido en la bacteria, mientras que
la mitad Nt induce una disminucién de la actividad ATPasa de la DnaK. La mitad Nt de las pyrrhocoricinas
une, ademas, la secuencia que enlaza las hélices-o. D y E de la DnaK justo sobre el dominio de interaccion
con los péptidos desestructurados, bloqueando asi la funcién de la chaperona (Kragol et al., 2001; Kragol et
al., 2002).

TABLA XXVII. Secuencia de aminoacidos de algunos péptidos ‘short proline-arginine rich’.
Secuencia traducida durante la seleccion de algunos productos ANt del fragmento A5.

Péptido / Clon Secuencia
A Drosocina G--KPRPYSPRPTSHPRPIRV
Formaecina 1 G--RPNPVNNKPTPHPR-L
Pyrrhocoricina V-DKGS-YLPRPT-PPRPIYNRN
Apidecina 1a GNNRP-VYIPQP-RPPHP-RI
B Péptido PR-39 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP
Bactenecina Bac5 RFRPPIRRPPIRPPFYPPFRPPIRPPIFPPIRPPFRPPLRFP
Bactenecina Bac7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPTPRPLPFPRPGPRPTPRP
C Fragmento A5 gE PTPGPPPHRTTTRAPPRR
pUA515 MTMITNSRPPPARRPTARRHARPRGGTARASACCRTTPTYTPRATPFCYRCVCRHASLAL-LacZa
pUA715 MTMITNSRRHARPRGGTARASACCRTTPTYTPRAIPFCYRCVCRHASLAL-LacZa
pUA54 MTMITNSRAPPRRHGARFRVLPYHSHVYTPGDSFLLSVRLQACKLGTGRRETTS
pUA724 MTMITNSRVLPYHSHVYTPGDSFLLSVRLOACKLGTGRRFTTS

(A) Alineamiento de secuencia de péptidos ‘short proline-arginine rich’ aislados de insectos. (B) Péptidos ‘short proline-arginine
rich’ aislados de mamiferos, pertenecientes a las cathelicidinas. Péptido PR-39 aislado del intestino de cerdo. Bac5 y Bac7
aislados de neutrdfilos bovinos. (C) Fraccion del fragmento A5 de la gE del BoHV-1 rica en P y R. Secuencia de aminoacidos
traducidas durante la seleccién de productos ANt del fragmento A5. [A, secuencias tomadas de Otvos Jr., 2002; B, Bac5 y Bac7
tomadas de Frank et al.,, 1990; A y B, se sefiala en negrita la repeticion de aminoacidos; C, se subraya la secuencia TRAPP y
otras secuencias ricas en P y R]

La riqueza de residuos P y R no es por si misma motivo suficiente de toxicidad, ni en los péptidos ‘short
proline-arginine rich’ (Cudic & Otvos Jr., 2002) ni tampoco en el fragmento A5 de la gE. Durante la seleccion
de los productos de delecion ANt (lll.A.2.A.1.a.), se escogieron como validos los productos A515 y A715 cuya
traduccion —en un marco de lectura distinto al de la gE— conlleva la presencia de numerosos residuos P y R
que en ningln momento resultaron ser toxicos para E. coli (Tabla XXVIIC). En cambio, el resultado de
expresar TRAPP ya sea en A515, A715 o en cualquier otra secuencia, recuerda mucho la interrupcion de los
procesos metabdlicos esenciales inducida por los péptidos formaecina y apidecina en las células en
crecimiento (Mackintosh et al., 1998; Casteels et al., 1989). Igualmente, el descenso de actividad f-
galactosidasa registrado cuando la enzima incorpora la secuencia TRAPP (lll.B.2.B.1.d.), recuerda el efecto
que tienen los péptidos pyrrhocoricina y drosocina sobre dicha actividad en un cultivo de E. coli TG1 (Kragol
et al., 2001). Asi pues, cabe la posibilidad que la expresion de TRAPP resulte téxica para E. coli porque, al
igual que los péptidos ‘short proline-arginine rich’, interacciona y neutraliza de un modo especifico un
componente esencial de la maquinaria de plegamiento de las proteinas, como p.e. la DnaK. Sin animo de
asignar a la gE del BoHV-1 o a la secuencia TRAPP una actividad bactericida, consideramos que la toxicidad
que conlleva su expresion en E. coli se puede explicar en parte tomando como modelo el mecanismo de
actuacion de estos péptidos antimicrobianos. Conviene apuntar, ademas, que los resultados de viabilidad
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obtenidos de los cultivos inhibidos sugieren que la expresion de TRAPP tiene un efecto propiamente
bacteriostatico, en contraposicion al efecto bactericida de los péptidos ‘short proline-arginine rich’.

IV.D. Aplicacion a la expresion heteréloga en E. coli

La expresion heterdloga de proteinas tiene en la bacteria E. coli un sistema ideal debido a su elevada
tasa de crecimiento y capacidad de produccién, el reducido coste del medio de cultivo, su genética
profusamente estudiada, y la disponibilidad de una gran variedad de vectores de expresién y de cepas
hospedadoras. Sin embargo, y a pesar de todo lo que se sabe de E. coli, nunca esta garantizado que
cualquier proteina pueda ser expresada de manera eficiente en su forma activa, en su forma integra, y ni
siquiera en cantidad suficiente. Ello se debe a las particularidades estructurales del gen que se expresa, a la
estabilidad y eficiencia de traduccion del mRNA, a la facilidad de plegamiento de la proteina, a la degradacién
de la proteina por parte de las proteasas celulares, a las diferencias de uso de codén, o incluso a la toxicidad
que induce en E. coli la proteina expresada. S. C. Makrides y F. Baneyx recogen en sus respectivas
publicaciones gran parte del progreso realizado en la expresion heteréloga de proteinas en E. coli (Makrides,
1996; Hannig & Makrides, 1998; Baneyx, 1999). Nosotros hemos querido abordar el problema de la toxicidad
asociada a la expresion de proteinas en E. coli, y lo hemos hecho a partir de la experiencia que ha supuesto
expresar el fragmento A5 de la gE del BoHV-1. En una primera ocasiéon creamos la aplicacion ASAP
(‘Analysis of Sequence and Aminoacid Probabilities’) que analiza la distribucion de péptidos de hasta 4
aminoacidos en genomas completos (Serra-Hartmann et al., 2000). Actualmente, estamos desarrollando la
aplicacion que se describe brevemente a continuacion.

A partir del genoma de E. coli, hemos determinado la frecuencia relativa de uso de cada uno de los
aminoacidos en el conjunto de sus proteinas, y hemos calculado el indice xz que compara la frecuencia real y
la tedrica esperada de cada una de las 160000 posibles secuencias de 4 aminoacidos. Los resultados
obtenidos reflejan que la distribucion de aminoacidos en las proteinas de E. coli no es al azar, esto es, los
aminoacidos muestran preferencias a la hora de combinarse. Por otro lado, algunos péptidos se hallan con
una frecuencia muy superior a la tedrica esperada, mientras que otros destacan por lo contrario. Entre estos
segundos los hay incluso que no estan codificados en ningun gen de E. coli. El hecho que un péptido
muestre una frecuencia real (Frecg,s) muy superior a la tedrica esperada (Frece,), cabe interpretarlo como
que dicha combinacidon de aminoacidos resulta muy provechosa o ‘favorable’ para la bacteria. Por el
contrario, si una determinada secuencia se halla con una frecuencia muy inferior a la esperada, se puede
interpretar como que dicha secuencia ha sido seleccionada ‘en contra’ por ser contraproducente para E. coli.
A modo de ejemplo, la secuencia TRAPP no se halla codificada en ningun gen de E. coli mientras que RAPP
figura entre el 0.31% de las secuencias ‘desfavorables’ mas divergentes. Cuando se inserta TRAPP en la
hélice-a. IV de la MBP en la proteina de fusién MBP-lacZa, RAPP constituye la secuencia de 4 aminoacidos
mas desfavorable de las 454 que componen la proteina. Habida cuenta de la toxicidad que conlleva expresar
TRAPP en E. coli, interpretamos que en el caso de RAPP la divergencia hallada es reflejo de su condicién
téxica.

En base a los resultados obtenidos en la determinacion de la secuencia TRAPP, hemos estimado
oportuno crear un programa que represente graficamente la divergencia asociada a cada uno de los péptidos
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que componen una proteina cuando es expresada en E. coli (Fig. 62). De esta manera se pueden identificar
secuencias ‘favorables’ y ‘desfavorables’ para E. coli dentro de una misma proteina. El programa representa
graficamente el cociente (Frecobs-Frecesp)3/Frecesp2, o indice JX, de los péptidos de 4 aminoacidos de una
proteina. Un valor de JX positivo (+) significa que la secuencia es ‘favorable’, mientras que uno negativo (-) la
define como ‘desfavorable’. Los valores de JX comprendidos entre +2 y -2 reflejan poca divergencia y
corresponden, por lo general, a la mayoria de péptidos en una proteina. Cuanto mayor es el valor positivo de
JX mejor considerada esta la secuencia en particular. Por el contrario, cuanto mayor es el valor negativo de
JX (JXmax Negativo= -18.8414) peor valorada esta dicha secuencia.
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Figura 62. Representacion grafica de las secuencias de

A . . , ; 60
aminoacidos ‘favorables’ y ‘desfavorables’ para E. coli en una YNKD
proteina. (A) Perfil de indices JX de todos los péptidos de 4
aminoacidos que componen la proteina de fusion MBP-lacZ
codificada en el plasmido de expresiéon pMAL™-c2. (B y C)
Perfil de indices JX entre los péptidos YNGK y FKYE de la
proteina MBP-lacZ tal cual codificada en pMAL™-c2 (B), y
cuando la secuencia TTRAPP substituye la hélice-a. IV de
dicha proteina (C). Las secuencias que no presentan indices
de divergencia resefiables aparecen rotuladas en negro. Las
secuencias que si presentan indices de divergencia
destacables aparecen rotuladas en azul si la divergencia es
positiva (secuencia ‘favorable’), o en rojo si la divergencia es RAPP
negativa (secuencia ‘desfavorable’). Notese el efecto sobre el
perfil de indices JX que tiene la incorporacién de la secuencia 100 110 120 130 140 180 160 170
TTRAPP en la hélice-a IV.

indice JX

Secuencia de péptidos de 4 aminoacidos

Queremos remarcar que el objeto de este programa no es determinar si la expresion de una secuencia o
proteina particulares resulta o no téxica para E. coli. En este sentido pensamos que la mejor manera de
valorar la toxicidad de una proteina es la prueba experimental. La verdadera finalidad de este programa es, a
tenor de unos resultados experimentales que denoten unos niveles nulos o casi nulos de expresion, reflejar
qué secuencias de una proteina son ‘favorables’ o ‘desfavorables’ para E. coli atendiendo simplemente a la
cantidad de veces que se hallan codificadas en su genoma. Si bien entendemos que las secuencias
favorables son siempre aquéllas que sobreviven a una mayor presion selectiva, y que ésta actia mas
eficazmente sobre proteinas que se expresan en abundancia, la imposibilidad de valorar el nivel de expresion
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de las proteinas que conforman E. coli nos ha llevado a definir el caracter ‘favorable/desfavorable’ en base al
numero de veces que una secuencia aparece codificada en su genoma. Asumimos, por consiguiente, que
podemos estar considerando como no favorable una secuencia que, aun expresandose de forma continuada
y en abundancia y bajo una fuerte presion selectiva, aparece codificada tan solo una vez en el genoma de E.
coli. De igual modo, asumimos que podemos estar considerando como favorable aquella secuencia que, sin
hacer gala de sobrevivir a una fuerte presion selectiva por lo exiguo de su expresion, aparece codificada un
mayor numero de veces en el genoma de la bacteria. Un caso practico de aplicacion de este programa es el
que se deriva de cualquier intento infructuoso de expresion heteréloga en E. coli, como p.e. la expresiéon de
dominio extracelular de la glicoproteina E1 del virus de la rubeola. En este dominio hallamos los péptidos
FTYL, AGPY y RAGP que presentan indices JX de -8.6220, -9.1378 y -11.1207, respectivamente (Fig. 63A).
En este caso, se puede sugerir expresar la proteina que incorpora los cambios conservativos L—| en FTYL,
G—A en AGPY o R—»K en RAGP, de manera que las secuencias resultantes muestran indices JX mas
favorables (0.0001, -1.6647 y -3.3190) y quizas mas acordes con una expresion productiva. Otras opciones
son eliminar parcial o totalmente las secuencias desfavorables, o bien expresar los fragmentos de la proteina
que no las contienen.
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Figura 63. Perfil de indices JX del dominio extracelular de la glicoproteina E1 del virus de la rubeola y del factor de necrosis tumoral
(TNF) felino cuando son expresados en E. coli. En la bibliografia no hallamos ninguna referencia sobre la produccion de la glicoproteina
E1 integra del virus de rubeola en E. coli, lo cual sugiere que dicha expresion pudiera ser tdxica para la bacteria. En cambio, si hay
pruebas documentadas de la toxicidad que induce la expresion del TNF felino en E. coli (Otto et al., 1995). Las figuras A y B muestran en
azul las secuencias con indices de divergencia positivos, mientras que las secuencias con indices de divergencia negativos se rotulan en
rojo. En A, las secuencias desfavorables FTYL y TWAE no estan codificadas en el genoma de E. coli. En B, se contabiliza un menor
nimero de secuencias desfavorables que en A, pero en cambio hallamos determinadas regiones donde tienden a acumularse
secuencias con indices de divergencia negativos (circulos rojos).

De los resultados obtenidos en la expresion de secuencias minoritarias o desfavorables en E. coli,
deducimos que existe una relacion entre este tipo de secuencias y el nivel de expresién y solubilidad de la
proteina expresada. Las secuencias GPNL y LFQV tienen indices JX desfavorables de -10.8869 y -9.9519,
respectivamente, muy préximos a los -11.1005 de la secuencia RAPP. Sin embargo, y a diferencia de lo que
ocurre con la expresion de TRAPP, la expresion de GPNL o LFQV integradas en la MBP conlleva altisimos
niveles de acumulacioén de la proteina (Fig. 49B, 50B). Esta acumulacion es, no obstante, 100% insoluble en
forma de cuerpos de inclusidn. Estos resultados sugieren que la expresion insoluble de proteinas en E. coli,
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aparte de ser el producto de un proceso de plegamiento deficiente incapaz de llevar a la proteina a su estado
nativo soluble, también es un reflejo de la expresion de secuencias ‘desfavorables’, posiblemente téxicas,
para la bacteria. Es probable, incluso, que sean estas secuencias ‘desfavorables’ las que hagan ineficaz la
magquinaria celular de plegamiento de las proteinas. En este sentido, y acorde con la opinién de algunos
autores (Carrié-Llach, 2002; Carrié & Villaverde, 2003), interpretamos que la expresion insoluble de proteinas
y la formacion de cuerpos de inclusiéon en el citoplasma de E. coli, obedece a un sistema celular activo de
respuesta al estrés que busca la detoxificacion.

IV.E. Funcién de la secuencia TRAPP en la glicoproteina E

Actualmente se sabe que la gE del BoHV-1 participa en la transmision ‘célula-a-célula’ del virus. Esta es
la via principal de transmision del virus, sobre todo durante la etapa de reactivacién que es cuando el virus es
mas vulnerable al sistema inmunitario. EI dominio citoplasmético de la gE es esencial para la transmision
‘célula-a-célula’ ya que en él residen las principales secuencias sefial que permiten situar la progenie viral en
la superficie basolateral de la célula infectada. EI dominio extracelular, a su vez, permite la formacion del
complejo gE/I donde se hallan los dominios necesarios para interaccionar con las proteinas extracelulares y
con las proteinas de membrana de las células adyacentes. La caracterizacion in vitro de la cepa RAPPR’ del
BoHV-1 revela que la substitucion de la secuencia RAPPR de la gE no conlleva la pérdida de la capacidad de
transmision ‘célula-a-célula’ asociada a la gE. Ello indica que la secuencia RAPPR substituida no participa en
la funcién de la gE. La cepa RAPPR" del BoHV-1 muestra, en cambio, una tasa de liberacién de los viriones
al medio extracelular diferente a la de la cepa FM (wt) del virus, asi como un pequefo incremento en su
capacidad de transmision. Estos cambios se pueden deber, en todo caso, a un cambio en el patron de
interaccion del virus con los complejos de unidn celular o con otras proteinas de la matriz extracelular.

Hay indicios que sugieren una posible participacién de la secuencia TRAPP de la gE en su interaccion
con la gl asi como con proteinas de la matriz extracelular. Se ha descrito que los 246 aminoacidos del
extremo Nt de la gE del BoHV-1, y en particular la secuencia A435-Q246 que contiene TRAPP, son necesarios
para la formacion del complejo gE/lI (Tyborowska et al., 2000). Cabe la posibilidad que la substitucion de la
secuencia RAPPR de la gE en el BoHV-1 RAPPR™ afecte parcialmente la formacion del complejo gE/I, y que
ello repercuta en la interaccion del virus con las moléculas de adhesién celular (CAMs) de los complejos de
unién. En condiciones normales, estas CAMs facilitan la salida del virion asi como su circulacion por el
espacio intercelular (Dingwell & Johnson, 1998; Alconada et al., 1998), de modo que un cambio en la
interaccién con ellas podria inducir la reduccion en la tasa de liberacién de viriones observada para el BoHV-
1 RAPPR'. Otros estudios sugieren que el dominio de la gE del que forma parte la secuencia TRAPPR puede
interaccionar con moléculas del citoesqueleto. Asi, se ha hallado un elevado indice de similitud (28.5%) entre
la secuencia Lie4-R21g de la gE y el dominio C de la sinapsina la (Rebordosa, 1996). Este dominio, el mas
conservado entre las sinapsinas, es considerado el nexo de unidn entre las vesiculas sinapticas y el
citoesqueleto. Parece por tanto probable, que el dominio de la gE que contiene la secuencia TRAPP participe
de algun modo en la interaccién del BoHV-1 con proteinas de los complejos de uniéon o del espacio
intercelular.
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Otro dato que sugiere que la secuencia TRAPP en la gE pudiera interaccionar con componentes de la
matriz extracelular, es su prevalencia en las proteinas de la matriz extracelular o de secrecion que refleja la
Tabla XI. La secuencia de aminoacidos TTRAPP, precisamente la que se halla en la gk del BoHV-1, aparece
codificada, entre otras proteinas, en el colageno cuticular COL-41 del nematodo C. elegans, en la quitinasa
de C. Elegans y de las especies de camardn L. vannamei 'y M. japonicus, en sendas proteinas de ratén y de
rata que presentan un dominio de unién extracelular, en la proteina salivar de adhesion SGS-3 de la mosca
D. simulans, o en una lectina del nematodo T. canis. En el caso de la proteina salivar de adhesion SGS-3
(SGS3_DROSI, P13729), la secuencia TTRAPP se halla repetida tres veces de forma espaciada (sgTTTTT
TRAPPTKPTCKSTSTTTTTTRAPPTKPTCKSTSTTTTTTRAPPTTT,09), mientras que en el colageno cuticular
de C. elegans (YQ36_CAEEL, NP 510522), la secuencia TRAPP se halla repetida cuatro veces de forma
consecutiva (30sGTRAPPATRAPPATRAPPATTRAPP;,4). Ante estas secuencias, resulta tentador atribuir a la
secuencia TRAPP cierta relevancia para preservar la estructura/funcion de las respectivas proteinas, e

incluso asignarle la condicion de ‘motiff funcional implicado en el reconocimiento de componentes de la
matriz extracelular.

Un ultimo dato que sugiere que la secuencia TRAPP, o el dominio del que forma parte, pudiera
participar de algun modo en el reconocimiento de la gE con otras proteinas, nace de los estudios sobre
complementacion de funciones de las gE del BoHV-1 (no neurovirulento) y del BoHV-5 (neurovirulento)
(Chowdhury et al., 2000). Se ha demostrado que mientras las gE y gl de las dos especies de virus
complementan sus funciones in vitro, el dominio extracelular de la gE del BoHV-1 no complementa la funcién
del dominio extracelular de la gE del BoHV-5 in vivo. Los indices de identidad y de similitud entre ambas gE
son del 72% y 77%, respectivamente. Las diferencias se localizan basicamente en el dominio extracelular y
ocupan el extremo Nt de la gE madura, gran parte del fragmento A5 —en el que reside la secuencia TRAPP—,
y una pequefia secuencia de 12 aminoécidos entre el fragmento A1 y el dominio transmembrana (Fig. 11).
Ante estos resultados, cabe la posibilidad que el dominio que contiene la secuencia TRAPP pueda ser
determinante a la hora de interaccionar con determinadas proteinas y definir asi el tropismo celular del BoHV-
1.
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Las conclusiones que se derivan de este trabajo experimental son las siguientes:

La secuencia de aminoacidos Thr,1,—Proz6 (TRAPP) de la glicoproteina E (gE) del herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1) inhibe el crecimiento celular al ser expresada en E. coli.

La toxicidad que conlleva la expresiéon de la secuencia TRAPP se debe, directa o indirectamente, a la
propia naturaleza de la secuencia y no responde a un uso de codén ajeno a E. coli. La supresion parcial
de la secuencia TRAPP es condicién suficiente para restablecer el crecimiento normal del cultivo y la
acumulacion, aunque de forma insoluble, de la secuencia Valso—Glnsgs del dominio extracelular de la gE
del BoHV-1 en el citoplasma de E. coli.

La expresion de la secuencia de aminoacidos TRAPP integrada en la MBP también resulta toxica para el
cultivo de E. coli. La expresion de TRAPP como insercion en el lazo Aspix—lless; 0 substituyendo la
hélice-o. IV de la MBP tiene, no obstante, efectos diferentes. La toxicidad depende del punto de
integracion de la secuencia en la MBP vy, en Ultima instancia, de la conformacién que adquiere la proteina
resultante.

La expresion de la secuencia de aminoacidos TRAPP integrada en el lazo que une las hojas-j
antiparalelas [314 y B15 de la ‘proteina LacZ’ conlleva la no acumulacion de esta proteina en E. coli. La no
acumulacion de la ‘proteina LacZ’ no correlaciona con una inhibicién del crecimiento de los cultivos. Las
condiciones de estrés térmico favorecen la expresion y la acumulacion de la ‘proteina LacZ’ que contiene
la secuencia TRAPP.

La expresion de la secuencia TRAPP conlleva la inhibicion del crecimiento del cultivo pero no
compromete la viabilidad de las células. La expresion de TRAPP tiene pues un efecto bacteriostatico
sobre el crecimiento de E. coli.

La no acumulacién de proteinas que contienen la secuencia TRAPP en E. coli no se debe, en principio, a
la actividad de las principales proteasas de la bacteria: Lon y OmpT. La secuencia TRAPP tampoco
induce una respuesta ‘heat-shock’ mediada por un aumento del nivel de transcripcién del factor c'°.

La secuencia de aminoacidos TRAPP no se halla codificada en ninguno de los 4279 ORF que componen
el genoma de E. coli. La secuencia RAPP pertenece a un reducido grupo de secuencias de 4
aminoacidos que se hallan representadas en E. coli con una frecuencia menor a la que se espera de una
hipotética distribuciéon al azar de los aminoacidos. La expresion de algunas de estas secuencias
integradas en la MBP no inhibe el crecimiento del cultivo pero si conlleva la acumulacion insoluble de la
proteina recombinante resultante.

El dominio de la gE del cual forma parte la secuencia RAPPR parece jugar un papel en el binomio
estructura/funcion de esta glicoproteina en el BoHV-1. La substitucion de la secuencia RAPPR conlleva
una tasa de liberacién de los viriones al medio extracelular mas lenta que la de viriones BoHV-1 FM (wt).
Por otro lado, la capacidad de transmision ‘célula-a-célula’ de los viriones RAPPR™ es similar, si no
superior, a la de viriones FM.
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9.

10.

El dominio extracelular de la gE expresado en E. coli no es reconocido especificamente por el antisuero
de terneras infectadas con el BoHV-1. El dominio expresado de la gE no emula pues la conformacion
nativa de dicha glicoproteina en el BoHV-1. Los epitopos inmunodominantes de la gE son, por
consiguiente, conformacionales y no pueden ser reproducidos mediante la expresion de fragmentos de la
secuencia polipeptidica en un sistema procariota.

Se ha obtenido un panel de anticuerpos monoclonales contra la gE del BoHV-1 con objeto de utilizarlos
en un test de diagnéstico veterinario de infeccién por BoHV-1. Si bien el test de diagnéstico disefiado
precisa de un ulterior desarrollo, por el momento se ha mostrado sensible y especifico para la deteccion
de anticuerpos contra la gE del BoHV-1.
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VI. Material y Métodos

VI.A. Equipo de laboratorio

En este apartado se lista el conjunto de equipos de laboratorio utilizados de manera regular durante el desarrollo de
este trabajo experimental:

= Agitadores de balanceo SBS (modelo AB-2), magnético METROHM (modelo E 349 A), rotativo BRAUN (modelo Certomat R) y
rotativo SELECTA (modelo Rotabit).

= Agitador vértex HEIDOLPH BIOBLOCK SCIENTIFIC (modelo Top-Mix 94323).

= Autoclave MATACHANA (modelo 140 L2).

Balanza SARTORIUS (modelos PT 1200 portable y de precision R 200 D research).

Bafios termostaticos GRANT (modelo W6), HUBER (modelo Polystat) y LKB (modelo 2219 Multitemp II).

Bloque termostatico BIOBLOCK (modelo 92617).

Cabina de flujo laminar TELSTAR (modelos AV-100 y BIO-II-A).

Camara fotografica POLAROID (modelo MP-4 Land Camera).

Centrifugas de sobremesa EPPENDORF (modelo 5415 C), minifuga HERAEUS (modelo Christ Minifuge T) y SORVALL (modelo
RC5 C).

Congeladores LIEBHERR (modelo No-Frost, sistema electronico 6, -20°C), FORMA BIO-FREEZER (modelo 81100, -80°C) y
JOUAN (modelo VX 430, Series-2, -80°C).

Contador geiger portatil MINI-INSTRUMENTS LTD (modelos Series 900 y 5.10).

Equipo de electroforesis BIORAD (modelos Mini-Protean I, Mini-Subcell y Wide Mini-Subcell).

Equipo de electrotransferencia BIORAD (modelo Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell).

Espectrofotémetro UV-visible CARY (modelo 1E).

Estufas HERAEUS (modelo KT-500) y de cultivo MEMMERT (modelo B50).

Frigorificos BAUKNECHT y PHILIPS.

Fuentes de alimentacién ISCO (modelo 453) y LKB-BROMMA (modelo 2297 Macrodrive 5).

Incubadores bacterioldgico por aire con agitacion BRAUN (modelo Certomat H) y NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO., INC.
(modelo G-24)

Jeringas HAMILTON-Microliter (serie 700, #702) y PHARMACIA-BIOTECH (modelo Macrophor).

Lupa binocular WILD HEERBRUGG, acoplada a sistema de microfotografia WILD MPS 51 S.

Microscopio invertido Leitz (modelo Labovert).

Nivelador de geles de secuenciacion LKB-BROMMA (modelo 2010-100 Macromould).

pH-metro MICROPH (modelo 2001 Crison).

Pipeta automatica KARTELL (modelo Pluripet-Fixopet, 2-20 ul, 20-200 pl, 200-1000 pl).

Pipeta electrénica BIOHIT (modelo Proline electronic, 50-1000 pl).

Rotor SORVALL (modelo SS-34).

Sistema de purificacién de agua MILLIPORE (modelo Milli-RO 15).

Sistema de ultrapurificacion de agua MILLIPORE (modelo Milli-Q plus).

Sonicador

Transiluminadores UV FOTODYNE INC. (modelo 3-3002) y UV SPECTROLINE (modelo TC-365", 365nm).

Unidad de secuenciacion PHARMACIA LKB (modelo Macrophor).

VI1.B. Material biolégico

VI.B.1. Cepas bacterianas

Las cepas de E. coli utilizadas durante el desarrollo de este trabajo son las que se describen a continuacion:

VI.B.1.A.1. XL1-Blue

La cepa XL1-Blue de E. coli (Bullock et al., 1987) (Stratagene) es basicamente una cepa de clonacién. Es portadora
del episoma F’ que contiene una delecion parcial del gen lacZ codificante para la B-galactosidasa (lacZAM15). Cuando
estas células devienen recombinantes pueden recuperar la actividad p-galactosidasa mediante a-complementacién (ver
5.3.1.2.7.), y si ademas crecen en presencia de un sustrato cromogénico de dicha enzima, se las puede seleccionar y
aislar. Esta cepa se ha utilizado como hospedadora habitual de todos los vectores plasmidicos utilizados en el desarrollo
de este trabajo experimental. También se ha utilizado, sin embargo, como cepa de expresién de proteinas recombinantes
codificadas en plasmidos construidos de la serie pMAL™-c2.

Genotipo {Fenotipo}: recA1 endA1 gyrA46 {Nal'} thi hsdR17 {r< mg'} supE44 relA1 lac; F’ [proAB" lacl®
lacZAM15 Tn10 {Tet'}]
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VI.B.1.A.2. BL21 (DE3)

La cepa BL21(DE3) de E. coli (Studier & Moffatt, 1986; Studier et al., 1990) (Novagen) es basicamente una cepa de
expresion. Esta cepa se ha utilizado para la expresion de proteinas recombinantes cuyas secuencias codificantes se
hallan bajo el control del promotor del bacteriéfago T7. La cepa BL21(DE3) es lisogénica para el bacteriéfago ADE3 que
es portador del promotor /lacUV5 y de la fusion entre un fragmento inicial del gen lacZ y el gen de la RNA polimerasa del
bacteriéfago T7 (T7 RNA polimerasa). La derepresién del promotor /lacUV5 permite la transcripcion del gen de la T7 RNA
polimerasa y su posterior traduccion. La T7 RNA polimerasa transcribe entonces la secuencia codificante de la proteina
recombinante a partir del promotor del bacteriéfago T7 en el plasmido de expresion.

La cepa BL21(DE3) carece del episoma F' y no permite la seleccién de colonias recombinantes mediante o-
complementacién del gen lacZ. Se trata, no obstante, de una cepa hospedadora muy adecuada para la expresion de
proteinas sensibles a fendmenos de protedlisis pues es deficiente en la proteasa Lon (o La) (es una cepa de la clase B) y
en la proteasa periplasmatica ompT. Consecuentemente, esta cepa también se ha utilizado para valorar la actividad
proteolitica asociada a la expresién de proteinas recombinantes.

Genotipo {Fenotipo}: ompT [decm] [lon] hsdSg {rg” mg’} gal ADE3 (cl857‘5 ind1 Sam7nin5 lacUV5-T7 gene); F

VI.B.1.A.3. BL26

La cepa BL26 de E. coli (Studier & Moffatt, 1986) es un derivado de la cepa BL21 con fenotipo Lac’. Esta cepa es
basicamente una cepa de expresion, no lisogénica para el bacteri6fago ADE3 y no portadora del episoma F’. Se ha
utilizado para la expresidon de proteinas recombinantes cuya secuencia codificante se halla bajo el control del promotor
APRrP_ termoinducible (reprimido a su vez por cI857tS) en plasmidos construidos de la serie pJX.

Genotipo {Fenotipo}: ompT [dcm] [lon] hsdSg {rg" mg'} gal lac; F°

VI.B.1.A.4. MC4100 HS1

La cepa MC41001HS1 de E. coli (Yano et al., 1987) deriva de la cepa MC4100. Esta cepa es lisogénica para un
derivado del bacteriéfago ApF13 portador del gen lacZ bajo el control del promotor rpoDys. Esta cepa se ha utilizado como
cepa de expresion para el seguimiento de la actividad heat-shock que conlleva la expresion de proteinas recombinantes.
El gen lacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa actia como gen ‘reporter’ o marcador y permite cuantificar la
actividad heat-shock que se transcribe a partir del promotor rpoDys.

Genotipo {Fenotipo}: araD139 A(argF-lac)U169 rpsL150 {Str"} relA1 flbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR ApF13-
(PrpoDs-lacZ); F°

VI.B.2. Lineas celulares eucariotas

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo experimental son las que se describen a continuacion:

VI.B.2.A.1. Madin Darby Bovine Kidney (MDBK)

La linea celular MDBK (ATCC CCL-22) fue establecida en 1957 a partir de rifion de buey adulto. Se caracteriza por
ser de crecimiento rapido y por su facilidad de cultivo. Esta linea celular se ha utilizado para el aislamiento y cultivo de los
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virus BoHV-1 FM, BoHV-1 gE" y BoHV-1 RAPPR™ —éste ultimo producto de este trabajo experimental- y ha sido cedida
por los Laboratorios Hipra S.A.

VI.B.2.A.2. Georgia Bovine Kidney (GBK)
La linea celular GBK también fue establecida a partir de rifién de buey adulto. Es una linea celular de facil cultivo que

se ha utilizado unicamente para los experimentos de transfeccion conjunta de DNA virico y DNA plasmatico mediante
electroporacion. Esta linea celular ha sido cedida por los Laboratorios Hipra S.A.

VI.B.2.A.3. NSI-D8

La linea celular de mieloma NSI-D8 ha sido utilizada Unicamente para la obtenciéon de anticuerpos monoclonales
(VI.G.)

VI.B.3. Virus

Durante el desarrollo de este trabajo experimental se ha utilizado la cepa FM del herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1
FM) y la cepa virica recombinante BoHV-1 gE~ (Rebordosa, 1996). Asimismo, se ha obtenido la nueva cepa viral
recombinante BoHV-1 RAPPR'". La cepa BoHV-1 FM ha sido cedida por Laboratorios Hipra S.A. y corresponde a un
aislado de campo a partir de un brote de IBR detectado en Ciudad Real (Espafia) en 1988. La identificacion del virus
como BoHV-1 fue realizada por los mismos laboratorios mediante inmunofluorescencia.

VI.B.4. Vectores

Los vectores utilizados en este trabajo experimental se pueden agrupar en vectores de clonacion y vectores de
expresion.

VI.B.4.A. Vectores de clonacion

VI.B.4.A.1. pUC18/19 y pUCBM20/21

Los vectores de la serie pUC (Yanisch-Perron et al., 1985) poseen un replicon derivado del plasmido pMB1. Este
replicon presenta la mutacion puntual de un nucleétido muy cercano al origen de transcripcion de la RNA polimerasa |, y
no existe en consecuencia un control sobre el nimero de copias del plasmido en la célula. Se dice que los plasmidos de
la serie pUC son de elevado nimero de copias, pudiéndose contabilizar 500-700 por célula. Estos plasmidos contienen el
gen bla codificante para la B-lactamasa y que confiere resistencia a antibiéticos B-lactamicos (Fig. 64). Las células de E.
coli hospedadoras para vectores portadores del gen bla pueden por tanto crecer en presencia de este tipo de antibiticos
(p.e. ampicilina). Los vectores pUC contienen la regién reguladora (promotor y operador) del operén lac (Pic) y la
secuencia de DNA codificante para los primeros 146 aminoacidos de la B-galactosidasa (lacZa). La expresion de este
fragmento puede complementar la actividad B-galactosidasa en cepas con genotipo lacZAM15 (XL1-Blue) o lacZ58 y que
expresan una B-galactosidasa deficiente en esos primeros 146 aminoacidos (se habla entonces de a-complementacion).
Todos los vectores de la serie pUC son compatibles con los cebadores de secuenciacion pUC/M13 universal (‘forward’) y
reverso (‘reverse’).
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Los plasmidos pUC18/19 son plasmidos pequefios, de 2686 pb, portadores de una secuencia de inserciéon multiple
(MCS) o ‘polylinker’ de 54 pb situada entre el promotor P, y el gen lacZo. La diferencia entre los plasmidos pUC18 y
pUC19 radica en la orientacion de la MCS.

/ a CZ alpha

bla
pUC18/19
2686 pb

pUC18

M TM I TN S S SV P GDPILESTCURHAS LA L A.
5’ .ATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCC. 37 lacZa
... TACTGGTACTAATGCTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAACCGTGACCGG. . .
EcoRI Acc65Il BamHl Sall Sphl .
Sacl Smal Xbal Pstl Hindlll

pUC19

M T M I T P S L H A CUR S T L E D P R V P S S N S L A.
5’ .ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCC. 3 . lacZa.
...TACTGGTACTAATGCGGTTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGTGACCGG. . .
Hindlll Pstl Xbal Smal Sacl .
Sphl Sall BamHI Acc65I EcoRl

Figura 64. Diagrama de los plasmidos pUC18 y pUC19, y descripcion de su MCS. Bajo la secuencia de DNA se sefala las
dianas de restriccion que componen cada MCS. Sobre la secuencia de DNA se sefala la secuencia de aminoacidos que codifica
cada MCS. ORF: bla (B-lactamasa), lacZalpha (subunidad B-galactosidasa de oa-complementacion), /acl (represor); ori (origen
replicacién); MCS (‘polylinker’); Ppia, Piac (promotores).

Los plamidos pUCBM20/21 (Boehringer Mannheim) son idénticos a los plasmidos pUC18/19 pero con 2722 pb y 2725
pb, respectivamente, debido a que presentan una MCS con mayor niumero de dianas de restriccion (Fig. 65). De nuevo, la
diferencia entre el pUCBM20 y pUCBM21 radica en la orientacion de la MCS.

pUCBM20

M T M I TN SRGSTRULI KA AAAVUZPG?PSTULETLTCIRIUHEATILISUHTGS S L A L A.
5/ .ATGACCATGATTACGAATTCCCGGGGATCCACGCGTCTTAAGGCGGCCGCGGTACCGGGCCCGTCGACTCTAGAGCTCTGCAGGCATGCGATATCCCATGGAAGCTTGGCACTGGCC. 37 . lacZo
... TACTGGTACTAATGCTTAAGGGCCCCTAGGTGCGCAGAATTCCGCCGGCGCCATGGCCCGGGCAGCTGAGATCTCGAGACGTCCGTACGCTATAGGGTACCTTCGAACCGTGACCGG. . . «

EcoRI BamH| Bfrl Acc65| Sall Sacl Sphl Ncol .
Smal Miul Notl Apal Xbal Pstl EcoRV Hindlll

pUCBM21

M TM I TP S F HGI S HAGCRATLTESTG®PUV PR PUHTILSYAWTIUPGNS L A.
5’ .ATGACCATGATTACGCCAAGCTTCCATGGGATATCGCATGCCTGCAGAGCTCTAGAGTCGACGGGCCCGGTACCGCGGCCGCACTTAAGTTACGCGTGGATCCCCGGGAATTCACTGGCC. 37 . lacZa
.. .TACTGGTACTAATGCGGTTCGAAGGTACCCTATAGCGTACGGACGTCTCGAGATCTCAGCTGCCCGGGCCATGGCGCCGGCGTGAATTCAATGCGCACCTAGGGGCCCTTAAGTGACCGG. . .« .

Hindlll EcoRV Pstl Xbal Apal Notl Miul Smal
Ncol Sphl Sacl Sall Acc65| Bfrl BamHI EcoRI

Figura 65. Descripcion de la MCS de los plasmidos pUCBM20 y pUCBM21. Bajo la secuencia de DNA se sefiala las dianas de
restriccion que componen cada MCS. Sobre la secuencia de DNA se sefiala la secuencia de aminoacidos que codifica cada MCS.

VI.B.4.A.2. pUC118/119

Los vectores pUC118/119 son plasmidos fagémidos, es decir, incorporan las secuencias necesarias para el inicio y
terminacion de la sintesis de DNA del bacteriéfago filamentoso M13, asi como para el empaquetamiento de este DNA en

162



VI. Material y Métodos

las particulas viricas. Estos plasmidos permiten pues la obtencion directa de DNA plasmidico monohebra mediante la
infeccion de un bacteriéfago M13 auxiliar. Salvo por la presencia de esta secuencia propia del bacteri6fago M13, los
plasmidos pUC118 y pUC119 son idénticos a los plasmidos pUC18 y pUC19, respectivamente (Fig. 66).

bla

pUC118/119

3162 pb

Figura 66. Diagrama de los plasmidos pUC118 y pUC119. ORF: bla (B-lactamasa), lacZalpha
(subunidad B-galactosidasa de a-complementacion), lacl (represor); ori (origen replicacion); region
IG M13 (origen replicacion bacteriéfago M13); MCS (‘polylinker’); Ppa, Piac (promotores).

VI.B.4.A.3. LITMUS 28

LITMUS 28 es un plasmido fagémido de 2823 pb que tiene un origen de replicacion del bacteriéfago M13 (Fig. 67). Es
también un plasmido de elevado numero de copias pues tiene el origen de replicacion de los plasmidos de la serie pUC.
LITMUS 28 contiene el gen bla que codifica para la B-lactamasa y el gen lacZo que permite seleccionar clones
transformantes por a-complementacion. Presenta una secuencia promotora del bacteriéfago T7 a ambos extremos de la
MCS que permite la transcripcion a RNA del fragmento de DNA insertado. LITMUS 28 es compatible con los cebadores
de secuenciacion pUC/M13 universal (‘forward’) y reverso (‘reverse’).

lacZ alpha

bla

LITMUS 28
2823 pb

region IGM13

M T M I TP S YV IRULTSG QI FETCTIA ARTUVIRILETETFTLQDTI
5’ .ATGACCATGATTACGCCAAGCTACGTAATACGACTCACTAGTGGGCAGATCTTCGAATGCATCGCGCGCACCGTACGTCTCGAGGAATTCCTGCAGGATATC
.. .TACTGGTACTAATGCGGTTCGATGCATTATGCTGAGTGATCACCCGTCTAGAAGCTTACGTAGCGCGCGTGGCATGCAGAGCTCCTTAAGGACGTCCTATAG

Snabl Spel Bglll Nsil BssHIl  BsiwI Xhol Pstl .
EcoRl EcoRV

W I #H E A S HG DV TG SR YL GEULWY?PUL VKA ATULSES Y Y G L.
TGGATCCACGAAGCTTCCCATGGTGACGTCACCGGTTCTAGATACCTAGGTGAGCTCTGGTACCCTCTAGTCAAGGCCTTAAGTGAGTCGTATTACGGACTG. 37 . lacZa
ACCTAGGTGCTTCGAAGGGTACCACTGCAGTGGCCAAGATCTATGGATCCACTCGAGACCATGGGAGATCAGTTCCGGAATTCACTCAGCATAATGCCTGAC. . . .«

BamHl| Hindlll  Ncol Aatll Xbal Avrll Sacl  Acc65| Stul .

Agel Bfl

Figura 67. Diagrama del plasmido LITMUS 28, y descripcion de su MCS. Bajo la secuencia de DNA se sefiala las dianas de
restriccion que componen la MCS. Sobre la secuencia de DNA se sefala la secuencia de aminoacidos que codifica la MCS. ORF: bla
(B-lactamasa), lacZalpha (subunidad B-galactosidasa de a-complementacién); ori (origen replicacion); region 1G M13 (origen
replicacion bacteriofago M13); MCS (‘polylinker’); Py, Piac (promotores).
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VI.B.4.B. Vectores de expresion

VI.B.4.B.1. pMAL™-p2/c2

Los plasmidos pMAL™-p2 y pMAL™-c2 (New England Biolabs) son vectores de expresion de E. coli de 6721 pb y
6646 pb, respectivamente (Fig. 68). Son vectores de bajo niumero de copias (15-20 copias/célula), con el origen de
replicacion del plasmido pBR322 y el gen rop implicado en el control del nimero de copias. Ambos vectores contienen el
gen bla codificante para la B-lactamasa y estan disefiados para la expresion de proteinas fusionadas al extremo Ct de la
MBP de E. coli (di Guan et al., 1988; Maina et al., 1988). La proteina de fusién expresada puede ser purificada en un solo
paso gracias a la afinidad que la MBP tiene por la resina de amilosa entrecruzada (Kellermann & Ferenci, 1982)

El plasmido pMAL™-p2 mantiene el péptido sefial del gen malE para el transporte de la proteina de fusion al espacio
periplasmatico. Por el contrario, la expresion de la proteina de fusion a partir del plasmido pMAL™-c2 es citoplasmatica.
La insercion de la secuencia de DNA a expresar se da en la MCS situada entre los genes malE y lacZo. de manera que se
pueden seleccionar los clones transformantes portadores del inserto por a-complementacion. Ambos vectores utilizan el
promotor de expresion fuerte fac (Piac) y las sefiales de inicio de traduccidon del gen malE para expresar las secuencias
insertadas (Amann & Brosius, 1985; Duplay et al., 1984). El Pixe es un promotor hibrido que toma la caja -10’ del
promotor lacUV5 y la caja *-35’ del promotor trp, resultando asi 5-10 veces mas eficiente que el promotor lacUV5 (Amann
et al., 1983). El P«xc contiene ademas la region del operador /ac por lo que la expresion a partir de este promotor puede
ser inhibida por el represor codificado en el gen lacl’. Este gen es una variante del gen Jac/ que asegura la
sobreexpresion del represor en las células transformantes. Entre los genes malE y lacZo también se halla la secuencia
que codifica para los aminoacidos IEGR que constituyen la diana de la proteasa especifica Factor Xa que permite separar
la MBP de la proteina de fusion. Este plasmido presenta ademas una sefial de parada de traduccién (STOP) al final del
gen lacZa. Por ello, y salvo que el fragmento de DNA insertado incorpore una sefial STOP propia, la proteina de fusiéon
expresada contiene siempre parte de la secuencia Nt de la $-galactosidasa.

M13

N S S S N N N N N N N N N N L G I E
malE .5’ .AATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAACAACCTCGGGATCGAG
....TTAAGCTCGAGCTTGTTGTTGTTGTTATTGTTATTGTTGTTGGAGCCCTAGCTC
Sacl

G R I S E F G S S RV DL Q A S L A L A.
GGAAGGATTTCAGAATTCGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCAAGCTTGGCACTGGCC. 37 . lacZa
CCTTCCTAAAGTCTTAAGCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTTCGAACCGTGACCGG. . . .

Xmnl EcoRl Xbal Pstl Hindlll
BamHlI Sall

Figura 68. Diagrama de los plasmidos pMAL™-p2 y pMAL™-c2, y descripcion de su MCS. Bajo la
secuencia de DNA se sefiala las dianas de restriccion que componen la MCS. Sobre la secuencia de
DNA se sefiala la secuencia de aminoacidos que codifica la MCS. ORF: bla (B-lactamasa), lacZalpha
(subunidad B-galactosidasa de a-complementacion), malE (MBP), lacl? (represor); ori (origen replicacion);
region |G M13 (origen replicacion bacteriéofago M13); MCS (‘polylinker’); Ppra, Ptac (Promotores).
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VI.B.4.B.2. pET-21a(+)

Los vectores de la serie pET (Novagene, AMS Biotechnology) fueron desarrollados inicialmente en el grupo de
investigacion de F. W. Studier (Studier & Moffatt, 1986; Rosenberg et al., 1987; Studier et al., 1990). El sistema pET
constituye una estrategia muy poderosa de clonacién y expresién de proteinas recombinantes en E. coli. En este sistema
la expresion del polipéptido de interés se realiza bajo el control del promotor del bacteriéfago T7 y tras proveer a la célula
hospedadora de una fuente de RNA polimerasa de T7.

El plasmido pET-21a(+) (5443 pb) es un vector de expresion citoplasmatica, de reducido numero de copias y portador
del gen bla codificante para la B-lactamasa (Fig. 69). También es portador del origen de replicacion del bacteriéfago 1
para la produccién de DNA monohebra. Este vector es un ejemplo de vector de traduccion pues las secuencias de DNA
que se desean expresar no precisan ni de la secuencia de unién de ribosoma ni del codén de inicio de traduccién propios.
La secuencia promotora de expresion es un promotor hibrido T7/ac que consta del promotor T7 y el operador /ac. El
plasmido pET-21a(+) contiene ademas una copia del gen /ac/ que codifica para el represor Lac. La expresion en pET-
21a(+) se ha llevado a cabo en la cepa BL21(DE3) de E. coli que contiene una copia del gen de la RNA polimerasa de T7
bajo el control del promotor /acUV5. En esta cepa el represor Lac de pET-21a(+) inhibe, por un lado la transcripcién de la
RNA polimerasa de T7 desde el promotor lacUV5 vy, por otro, la transcripcion a partir del promotor T7/ac de la secuencia
de DNA insertada. La adicidn del inductor de expresion IPTG “desreprime” ambos promotores lacUV5 y T7lac, e induce la
expresion de la RNA polimerasa de T7 a partir de /acUV5. Esta transcribe entonces la secuencia de DNA insertada a
partir del promotor T7/ac. Este doble control sobre la expresion de proteinas permite mantener estables en E. coli incluso
las secuencias mas toxicas.

pET-21a(+) presenta asimismo las secuencias T7eTag® y HiseTag® para la inmunodeteccién y purificacion,
respectivamente, del polipéptido expresado. La secuencia T7eTag® se traduce fusionada al extremo Nt del polipéptido de
interés y se puede detectar mediante un anticuerpo anti-T7e¢Tag®. La secuencia HiseTag® se traduce en forma de 6
aminoacidos histidina fusionados al extremo Ct del polipéptido de interés. Esta secuencia de histidinas permite la
purificacion del polipéptido expresado mediante cromatografia de afinidad a metal inmovilizado (IMAC, ‘Immobilized Metal
Affinity Chromatography’). El vector pET-21a(+) incorpora también una sefial STOP de finalizaciéon de traduccién corriente
abajo de la secuencia HiseTag®.

f1 MCS

4 * T7-Tag
His-Tag </

lacl
oET-21a(+) ||
5443 pb

Promotor T7 Operador lac RBS .
5’ .GAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA
. .CTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATAT
Bglll Xbal

T7eTag® HiseTag® STOP
M A S M T G G Q Q M G R G S ETFZETLTZ RI RO QA ATCTGT RTIRATP P P P P.
CATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGEATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA . 3 .
GTATACCGATCGTACTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCGCCTAGGCTTAAGCTCGAGGCAGCTGTTCGAACGCCGGCGTGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACT .
Ndel BamHI Sacl Sall Notl Xhol
Nhel EcoRI Hindlll

Figura 69. Diagrama del plasmido pET-21a(+), y descripcién de su MCS. Bajo la secuencia de DNA se sefiala las dianas de
restriccion que componen la MCS. Sobre la secuencia de DNA se sefiala la secuencia de aminoacidos que codifica la MCS. ORF:
bla (B-lactamasa), lacl (represor); ori (origen replicacién); 1 éorlgen replicaciéon bacteriéfago f1); MCS (polyllnker% Pboia, P17iac
(promotores); RBS (secuencia de unién de ribosoma); T7eTag (secuencia de inmunodeteccién especifica); HiseTag™ (secuencia
de inmunodeteccion y purificacién especificas).
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VI.B.4.B.3. pET-22b(+)

El plasmido pET-22b(+) es un vector de expresion periplasmatica de 5493 pb. Este vector comparte idénticas
caracteristicas con el plasmido pET-21a(+), pero ademas incorpora la secuencia que codifica para el péptido sefial del
gen de la enzima pectato liasa (pelB) de Erwinia carotovora en substitucién de la secuencia T7¢Tag® (Fig. 70). El péptido
sefal pelB se traduce fusionado al extremo Nt del polipéptido de interés y lo dirige al espacio periplasmatico. En este
trabajo, no obstante, el plasmido pET-22b(+) se ha utilizado s6lo de manera puntual por las posibilidades que ofrece su
MCS para construir un segundo plasmido de interés.

Promotor T7 Operador lac .
5’ ..GAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT
....CTCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTAAGGGGAGATCTTTATTAAAACAAA
Bglli Xbal

pelB .
RBS M K Y L L P T A A A G L L L L A A Q P A M A
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCC
TTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACTTTATGGACGACGGCTGGCGACGACGACCAGACGACGAGGAGCGACGGGTCGGCCGCTACCGG
Ndel BspMI Mscl
HiseTag® STOP
M DI G I N S D PN S S SV DI KL AAATLTEHHUHHHH
ATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA. 3" .
TACCTATAGCCTTAATTAAGCCTAGGCTTAAGCTCGAGGCAGCTGTTCGAACGCCGGCGTGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACT. . . .«
BamH| Sacl Sall Notl Xhol
Ncol EcoRI Hindlll

Figura 70. Descripcion de la MCS del plasmido pET-22b(+). Bajo la secuencia de DNA se sefiala las dianas de restriccion que
componen la MCS. Sobre la secuencia de DNA se sefiala la secuencia de aminoacidos que codifica la MCS. RBS (secuencia de
union de ribosoma); pelB (secuencia péptido sefial); HiseTag® (secuencia de inmunodeteccion y purificacion especificas).

VI.B.4.B.4. pcDNA3

El plasmido pcDNAS (Invitrogen) es un vector de expresion de 5446 pb (Fig. 71). Este vector utiliza el promotor fuerte
de citomegalovirus (CMV) para la expresion constitutiva y abundante de proteinas en lineas celulares de mamifero. Es
portador de los genes que confieren resistencia a los antibiéticos ampicilina y neomicina. Como en el caso de pET-22b(+),
el vector pcDNAS3 solo se ha utilizado de forma puntual para la construccion de un plasmido de interés aprovechando las

posibilidades que ofrece su MCS.

Promotor T7
5’ .TCGARATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTG
. . .AGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGGGTTCGAACCATGGCTCGAGCCTAGGTGATCATTGCCGGCGGTCACACGAC
Hindlll BamHI BstXI
Acc65|

Promotor Sp6 .
GAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCT. 3 .«
CTTAAGACGTCTATAGGTAGTGTGACCGCCGGCGAGCTCGTACGTAGATCTCCCGGGATAAGATATCACAGTGGATTTACGA. . . .
EcoRV Notl Xbal .

EcoRI BstXI Xhol Apal

Figura 71. Diagrama del plasmido pcDNA3, y descripcion de su MCS. Bajo la secuencia de DNA se sefiala
las dianas de restriccién que componen la MCS. ORF: bla (B-lactamasa) Neo” (resistencia a neomicina); ori
(origen replicacion); f1 (origen replicacion bacteridofago f1); SV40 (origen replicacion SV40); MCS
(‘polylinker’); Ppia, P17, Psps, Pcwv, Psvao (promotores).
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VI.C. Métodos de cultivo

VI.C.1. Cultivo de cepas bacterianas y clones transformantes

VI.C.1.A. Medios de cultivo

Los medios de cultivo de las cepas bacterianas y los clones transformantes utilizados en este trabajo experimental
son los que se describen a continuacion:

VI.C.1.A.1. LB Miller (caldo o agar)

El medio LB Miller (Sambrook et al., 1989a; Sancho Valls et al., 1996) corresponde a la formulacién basica de Luria-
Bertani (LB) posteriormente modificada por Miller quien aumenté la concentraciéon de cloruro sédico. Este medio se ha
utilizado para el mantenimiento y cultivo de las diferentes cepas bacterianas utilizadas y los clones transfomantes
obtenidos. Este medio puede ser liquido (caldo) o sélido (agar).

Método de elaboracién; 1L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Bacto-triptona (ADSA-MICIO) ....cceoiiuiiiieiiiiee it e eiaeee e
Extracto de levadura (ADSA-micro) ..
Cloruro s6dico (NaCI) (FIUKA) .....cocueeiiiiiiieiiieeiee e e

Agar para bacteriologia (ADSA-micro) (solo si va a ser medio so6lido) .. 15 g

Afadir 0.9 L de agua Milli-Q y disolver.

Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Si procede, preparar placas de cultivo sélido con 12-15 ml de medio cada una.

Conservar a T? amb (medio liquido) o a 4°C (medio sdlido).

NOTA: En algunas referencias se indica que se debe ajustar a pH 7.0 con NaOH 5M. En este trabajo, sin embargo, no
ha sido necesario.

VI.C.1.A.2. 2xYT (caldo)

El medio 2xYT (Sambrook et al., 1989a) es un medio de cultivo mas rico que el LB Miller, y se ha utilizado para el
crecimiento de clones transformantes en cultivo liquido con requerimiento de una densidad celular elevada.

Método de elaboracién; 1L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Bacto-triptona (ADSA-MICIO) ......eeiuieiiiiiiieiiie ettt e
Extracto de levadura (ADSA-micro) ..
Cloruro sédico (NaCl) (Fluka)

Anadir 0.9 L de agua Milli-Q y disolver.

Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a T? amb.

NOTA: En algunas referencias se indica que se debe ajustar a pH 7.0 con NaOH 5M. En este trabajo, sin embargo, no
ha sido necesario.
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VI.C.1.A.3. TYG (caldo)

El medio TYG (pMAL™-2 System Manual, New England Biolabs, 1992) es un medio de cultivo rico utilizado
especificamente para el cultivo de expresion de clones transformantes para vectores de la serie pMAL™-c2.

Método de elaboracion; 1L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Bacto-triptona (ADSA-MICIO) .....ueeiiiiiiiiiiee s e
Extracto de levadura (ADSA-MICIO) .......ccccueeeiiiiiieiiiiieesieee e e
Cloruro sodico (NaCl) (Fluka) .......cccoceevieinieenneene
D-glucosa monohidratada (C¢H1,0¢-H,O) (Merck)

Afadir 0.9 L de agua Milli-Q y disolver.

Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.

Conservar a T2 amb.

NOTA: En algunas referencias se indica que se debe ajustar a pH 7.0 con NaOH 5M. En este trabajo, sin embargo, no
ha sido necesario.

Segun fuera el caso, estos medios de cultivo han sido suplementados ademas con antibidtico, inductor de expresion
(IPTG) o substrato cromogénico (X-Gal).

VI.C.1.B. Condiciones de cultivo. Mantenimiento y antibiéticos

VI.C.1.B.1. Cultivo en medio sdlido

El cultivo en medio sdlido se ha realizado sobre medio de cultivo LB Miller agar. Este tipo de cultivo se ha llevado a
cabo para seleccionar y aislar clones transformantes asi como para valorar de forma cualitativa la toxicidad de diferentes
productos de expresion. Segun la finalidad del cultivo, los aprox. 15 ml de medio LB Miller agar han sido suplementados
con antibidtico, IPTG o X-Gal. El cultivo se ha llevado a cabo en placas de 90 mm de didmetro. La siembra ha sido por
vertido o por agotamiento de estria, y la incubacién ha sido siempre con la placa invertida.

VI.C.1.B.2. Cultivo en medio liquido

El cultivo en medio liquido se ha llevado a cabo en diferentes tipos y volimenes de medio de cultivo segun cual fuera
su finalidad (Tabla XXVIII). El cultivo en medio liquido se ha desarrollado a una relacién volumétrica minima 4:1 de
recipiente y medio de cultivo. Los cultivos se han mantenido en agitacién a 300-320 rpm durante el tiempo de incubacion
del mismo.

TABLA XXVIII. Medio de cultivo y volumen de los cultivos liquidos realizados

Finalidad del cultivo liquido Medio cultivo (caldo) Volumen de cultivo

Extraccién de DNA plasmidico

escala miniprep 2xYT 2.5ml
escala mediprep 2xYT 12.5-50 ml

Inéculo de cultivo

elaboracion de células competentes LB Miller 2.5ml
expresion de proteina recombinante LB Miller 2.5ml
Elaboracion de células competentes LB Miller 80 ml
Expresién de proteina recombinante LB Miller / TYG 80 ml

168



VI. Material y Métodos

El medio de cultivo liquido utilizado para la extraccion de DNA plasmidico, la expresion de proteina recombinante o
para inoculo siempre ha sido suplementado con antibiético. Por el contrario, el medio LB Miller utilizado para la
elaboracion de células competentes o la reconstitucion de células recién transformadas no ha sido suplementado con
antibidtico. El medio liquido de los cultivos de expresion a partir de promotores Py, 0 P1712c ha sido suplementado ademas
con IPTG una vez alcanzada la densidad celular deseada.

El crecimiento de un cultivo se ha hallado a partir de su densidad celular. Si bien la atenuancia (D) es el término
generalmente aceptado para representar la densidad celular de un cultivo, consideramos que la medicién realizada sobre
diluciones 1:10 en medio de cultivo fresco reduce considerablemente la dispersion o reflexion de la luz pudiéndose asi
utilizar el término absorbancia (A). La densidad celular de los cultivos se ha representado pues como la A a una longitud
de onda A de 550 nm, y se representa como Assp.

VI.C.1.B.3. Tiempo de incubacion

El tiempo de incubaciéon o de crecimiento de un cultivo obedece en parte al genotipo rec (de recombinaciéon) de las
cepas bacterianas utilizadas. La relacion entre la densidad éptica de un cultivo y el nUmero de células viables por ml de
cultivo varia en funcién de si una cepa es rec’ o rec’. Para las cepas rec’ BL21(DE3), BL26 0 MC4100AHS1 una Asso de
0.2 supone, aprox., 5x10" células/ml, mientras que para la cepa rec” XL1-Blue (portadora de la mutacién recA17 por la que
se previene la recombinacion entre el DNA de la célula huésped y el DNA introducido asegurando asi la estabilidad de los
insertos) una Asso de 0.5 supone, aprox., 5x10” células/ml. Para obtener pues el mismo numero de células viables XL1-
Blue que BL21(DE3), BL26 0 MC4100AHS1 se ha requerido siempre un tiempo de incubacién superior en el cultivo de las
primeras (Tabla XXIX).

El tiempo de incubacion de un cultivo también se ha revelado critico en los casos concretos de clones transformantes
que expresan secuencias que resultan téxicas para la propia célula hospedadora. Con el fin de evitar la preselecciéon de
las células y clones mas favorecidos, se optado siempre por un tiempo de incubacion corto. Los cultivos en medio sélido
se han incubado el tiempo justo y necesario para poder reconocer y seleccionar una colonia. Los cultivos en medio
liquido con los tiempos de incubacién mas cortos han sido los cultivos inéculo, los cultivos destinados a la elaboracién de
células competentes y los cultivos de expresion.

TABLA XXIX. Tiempo de incubacién de los cultivos sélidos y liquidos realizados

rec* (BL21(DE3), BL26,

Tipo de cultivo rec’ (XL1-Blue)

MC41001.HS1)
Medio solido
LB Miller 10-12 h 14-16 h
LB Miller Amp 10-12 h 14-16 h
LB Miller Amp IPTG X-Gal 10-12 h 14-16 h
LB Miller IPTG — 14-48 h
Medio liquido
Extraccion de DNA plasmidico
escala miniprep 12-14 h 12-14 h
escala mediprep 12-14 h 12-14 h
Inéculo para
elaboracion de células competentes 6-8 h 8-10 h
expresion de proteina recombinante 6-8 h 8-10 h
Elaboracién de células competentes 2h 3h
i . . 2 h (tiempo pre-induccién) 3 h (tiempo pre-induccion)
Expresion de proteina recombinante <7 h (tiempo de induccién) <7 h (tiempo de induccién)
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VI.C.1.B.4. Temperatura de incubacion

La temperatura de incubacion o de crecimiento del cultivo de células XL1-Blue o BL21(DE3) ha sido generalmente de
37°C tanto sobre medio sélido como en medio liquido. No obstante, cuando estas células han sido hospedadoras de
plasmidos de expresion pJX que contienen el promotor termoinducible APrPL. cl857", la temperatura de incubacién ha
sido 30°C durante la fase de crecimiento y 37-42°C durante la fase de induccion de expresiéon. Las células BL26
hospedadoras de plasmidos de expresion pJX han sido incubadas a 30°C durante la fase de crecimiento del cultivo y a
42°C durante la induccién de expresion. Los cultivos de células MC4100AHS1, utilizadas para valorar la respuesta heat-
shock inducida por la expresion de proteina recombinante, han sido incubados a 30°C para evitar la activacion de dicha
respuesta durante el crecimiento del cultivo, y a 37-42°C para inducir la expresion y/o la respuesta heat-shock.

VI.C.1.B.5. Conservacion

La conservacion de los diferentes clones transformantes se ha revelado especialmente critica debido a la
manipulaciéon de secuencias potencialmente toxicas para la célula hospedadora. Siempre se ha procurado manipular
cultivos sdlidos y liquidos frescos y crecidos a una Asso baja para evitar en lo posible la preseleccion de los clones
transformantes mas favorecidos.

La conservacion de las cepas bacterianas y de los clones transformantes obtenidos se ha llevado a cabo de manera
diferente segun fuera el plazo de mantenimiento. EI mantenimiento a corto plazo (1-4 semanas) se ha realizado como
cultivo de agotamiento por estria sobre medio LB Miller agar suplementado con antibiético. Una vez crecido, la placa de
cultivo se ha conservado sellada e invertida a 4°C. Para la conservacion a largo plazo (ilimitado) primero se ha hecho un
cultivo liquido en medio preferiblemente LB Miller suplementado con antibioético y crecido a una Assp < 2. A continuacion
se ha recogido la fraccion celular por centrifugacion y se ha resuspendido en medio de cultivo fresco con antibidtico.
Finalmente se ha afadido glicerol estéril a una concentracion final 10-12%, se ha homogeneizado la suspension y se ha
conservado a —80°C. Para recuperar una cepa o clon transformante congelado a —80°C se ha tomado 2-3 ul de un vial
parcialmente descongelado en hielo picado y se ha inoculado en 2.5 ml de medio LB Miller suplementado con antibidtico.
A partir de este cultivo liquido se ha sembrado un cultivo de agotamiento por estria sobre medio LB Miller agar
suplementado con antibiético.

VI.C.1.B.6. Antibidticos

Los antibiéticos utilizados para el cultivo y mantenimiento de las diferentes cepas bacterianas y clones transformantes
obtenidos son los que se describen a continuacion:

VI.C.1.B.6.a. Ampicilina

La ampicilina (Amp) es un antibidtico derivado de la penicilina con actividad bactericida que actda sobre la sintesis de
la pared celular de las células en crecimiento. Este antibidtico se ha utilizado para el aislamiento, crecimiento y
mantenimiento de todos los clones transformantes de cepas XL1-Blue, BL21(DE3), BL26 o MC4100AHS1. Todos los
vectores utilizados en este trabajo son portadores del gen de resistencia bla que codifica para la enzima periplasmatica f3-
lactamasa que rompe el anillo B-lactamo del citado antibiético.

Método de elaboracién: Amp 50 mg/ml; 2 ml

Pesar y poner en un vial 100 mg de ampicilina (Boehringer Mannheim, Promega).
Anadir 2 ml de agua Milli-Q y disolver.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas y conservar a —20°C.
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Aplicacion:

50 pg/ml en cultivo sélido y liquido de todos los clones transformantes excepto los que lo son para vectores de la serie
pMAL™-c2.
100 pg/ml en cultivo solido y liquido de los clones transformantes para vectores de la serie pMAL™-c2.

VI.C.1.B.6.b. Tetraciclina

La tetraciclina (Tet) es un antibiético bacteriostatico que une la subunidad ribosomal 30S e impide la sintesis proteica
bacteriana. Este antibidtico se ha utilizado Unicamente en la siembra en estria y en el in6culo del cultivo de células de la
cepa XL1-Blue para la obtencién de células competentes. El transposén Tn10 integrado en el DNA celular es portador del
gen de resistencia tet que codifica para una proteina TetA. Esta proteina se inserta en la membrana citoplasmatica vy,
mediante el transporte activo de la tetraciclina al espacio periplasmatico, mantiene minima la concentracion intracelular
del antibidtico (Eckert & Beck, 1989; Yamaguchi et al., 1990).

Método de elaboracién: Tet 12.5 mg/ml; 5 ml

Pesar y poner en un vial 62.5 mg de tetraciclina (Promega).
Anadir 5 ml de etanol absoluto (Carlo Erba) y disolver.
Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

Aplicacién:

12.5 pg/ml en cultivo sélido y liquido. En los cultivos en medio sélido se suplementa por vertido sobre la placa de medio.

VI.C.1.B.6.c. Estreptomicina

La estreptomicina (Str) es un antibiético aminoglucoésido con actividad bactericida que une la subunidad ribosomal 30S
e induce la traduccion incorrecta del RNA mensajero (mRNA). Este antibiético se ha utilizado unicamente en la siembra
en estria y en el inéculo del cultivo de células MC41000HS1 destinado a la obtencion de células competentes. Esta cepa
es portadora de la mutacion rpsL 150 que afecta a la subunidad S12 del ribosoma 30S y ello confiere resistencia frente al
antibidtico.

Método de elaboracién: Str 50 mg/ml; 2 ml

Pesar y poner en un vial 100 mg de estreptomicina (Promega).

Anadir 2 ml de agua Milli-Q y disolver.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 pm (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

Aplicacién:

20-30 pg/ml en cultivo sélido y liquido. En los cultivos en medio solido se suplementa por vertido sobre la placa de
medio.

VI.C.1.B.7. Inductor de expresioén y substrato cromogénico

Todos los vectores de clonacion utilizados contienen, en este orden, un promotor, una MCS y un gen /acZa
codificante para los primeros 146 aminoacidos de la enzima B-galactosidasa. Cuando una cepa bacteriana que contiene
la delecién lacZAM15 (o lacZ58) y que abarca los primeros 146 aminoacidos del gen /acZ, es a su vez transformante para
un vector con un promotor P 0 Piac ¥ se cultiva en presencia de un inductor de expresién, entonces los productos de
lacZa. y lacZAM15 se complementan (a-complementacién). El resultado es una B-galactosidasa enzimaticamente activa
que puede hidrolizar un sustrato cromogénico confiriendo asi una coloracién determinada al clon transformante en
particular. En caso de que en este clon transformante se trunque la expresion del producto de /acZa debido a la insercién
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de una secuencia de DNA en la MCS del vector, entonces se anula la a-complementariedad y la colonia crece incolora
(blanquecina) en presencia del inductor de expresién y del sustrato cromogénico. Este es el principio mediante el cual se
ha seleccionado los clones transformantes para vectores con inserciones de DNA.

El inductor de expresion y el sustrato cromogénico de la enzima -galactosidasa utilizados para la seleccion de clones
transformantes y la expresion de proteina recombinante han sido, respectivamente, el isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG) y el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal).

VI.C.1.B.7.a. IPTG
El IPTG es un inductor no degradable de los promotores Pjsc ¥ Piac @ 10s que se une irreversiblemente. Esta unién no
permite la represién del promotor por parte del represor codificado en el gen lac/ (o lacl?) y estimula asi la transcripcion

del DNA que se encuentra corriente abajo (‘downstream’).

Método de elaboracién: IPTG 200 mg/ml (0.84 M); 1 ml

Pesar y poner en un vial 200 mg de IPTG (Boehringer Mannheim).

Anadir 0.8 ml de agua Milli-Q y disolver.

Enrasar a 1 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

Aplicacion:
71 pg/ml (0.3mM) en cultivo sélido y liquido. De manera excepcional, en este trabajo también se ha utilizado a 238-476
png/ml (1-2mM) en cultivo liquido.

VI.C.1.B.7.b. X-Gal

El X-Gal es un substrato cromogénico de la enzima B-galactosidasa. Esta esta formada por 4 monémeros iguales de
1023 aminoacidos cada uno y codificados en el gen lacZ. El polipéptido formado por los primeros 146 aminoacidos de un
mondmero se puede asociar al polipéptido formado por los 877 aminoacidos restantes y dar lugar a una molécula
enzimaticamente activa. Este fendmeno se denomina a-complementacion.

Método de elaboracion: X-Gal 20 mg/ml; 5 ml

Pesar y poner en un vial de polipropileno 100 mg de X-Gal (Boehringer Mannheim).
Anadir 5 ml de N,N-dimetil formamida (Fluka) y disolver.
Preparar alicuotas y conservar a —20°C protegido de la luz.

Aplicacion:

45-80 ng/ml de cultivo. En este trabajo unicamente se ha utilizado en cultivos sobre medio sélido.

El medio de cultivo solido suplementado con IPTG y X-Gal se ha preparado afiadiendo éstos al medio esterilizado y
atemperado (<50 °C) antes de repartirlo en placas. Este medio se ha utilizado para el cribado de colonias XL1-Blue
transformantes asi como para valorar cualitativamente la toxicidad del producto de expresion. El medio de cultivo sélido
suplementado unicamente con IPTG se ha utilizado para valorar cualitativamente la toxicidad del producto de expresion
en células hospedadoras XL1-Blue. NUNCA se ha utilizado cultivos crecidos en medio solido suplementado con IPTG o
IPTG/X-Gal para el aislamiento de colonias transformantes. Este aislamiento se ha hecho SIEMPRE a partir de placas de
cultivo réplica de las anteriores pero suplementadas unicamente con antibiético.
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El IPTG también se ha afadido al cultivo en medio liquido de células XL1-Blue, BL21(DE3) o MC4100AHS1 para
inducir la expresion de proteinas recombinantes a partir de promotores P (en plasmidos de la serie pMAL™-c2) 0 Pr7ac
(en plasmidos de la serie pET).

VI.C.1.C. Cultivos de expresion de proteinas recombinantes. Fraccionamiento del cultivo

VI.C.1.C.1. Cultivo de expresién de proteina recombinante

En este trabajo experimental se ha utilizado células XL1-Blue, BL21(DE3), BL26 y MC4100AHS1 de E. coli para llevar
a cabo la expresion de proteinas recombinantes codificadas en plasmidos pMAL, pET o pJX (Tabla XXX).

TABLA XXX. Cepas de E. coli y plasmidos utilizados en
la expresion de proteinas recombinantes

Cepa de E. coli Plasmido
XL1-Blue pMAL, pET, pdX
BL21(DE3) pET
BL26 pJX
MC41001HS1 pMAL

El método que se ha seguido para la expresion de proteina recombinante depende del promotor a partir del cual se
incia la expresion. En lineas generales el método utilizado es el que se describe a continuacion:

Inéculo
1. Transferir una colonia transformante a partir de una siembra fresca por agotamiento en estria a 2.5 ml de medio
LB Miller/Amp (50-100 pg/ml). Incubar a 37°C y 300 rpm, 8-10 h.

2. Medir la Asso de una dilucion 1:10 del inéculo. Comprobar que la Asso del indculo es < 2.

Centrifugar el inéculo (12000xg, 1 min). Resuspender la fraccién celular en 2.5 ml de medio LB Miller/Amp fresco
y mantenerla en frio.

Cultivo

4. Atemperar 80 ml de medio de cultivo en un frasco tipo Erlenmeyer (300-500 ml) a la temperatura de crecimiento
del cultivo. Utilizar medio TYG/Amp (100 pg/ml) si la expresidén va a ser a partir de un plasmido pMAL, o bien
medio LB Miller/Amp (50 pg/ml) en caso contrario.

5. Inocular los 80 ml de medio con 0.8 ml de indculo (1:100). Incubar a 37°C y con agitacion a 320 rpm. La
temperatura de crecimiento ha sido 30°C Unicamente cuando se ha expresado proteinas a partir del promotor
termoinducible APrP\ ¢/857" o cuando se ha ensayado la expresion en células MC4100AHS1.

6. Medir la Assp del cultivo a intervalos de 45-60 min.

7. Extraer 1 ml de cultivo cuando: Assp es aprox. 0.2 (células BL21(DE3) y BL26, aprox. 2 h de crecimiento), Assq es
aprox. 0.4 (células MC41001HS1, aprox. 2 h) o Asso es aprox. 0.5 (células XL1-Blue, aprox. 3 h). Centrifugar la
alicuota extraida (12000xg, 1 min) y guardar la fraccion celular en hielo. Esta fraccion constituye el control del
cultivo no inducido (No ind).

8. Inducir la expresién de proteina recombinante mediante adicion de IPTG a una concentracion final 0.3mM
(promotores Pt 0 Pr71ac) 0 por cambio de temperatura de crecimiento a 42°C (promotor APrPL c1857t5).

9. Medir la Asso del cultivo a intervalos de 60 min durante aprox. 7 h (tiempo total de induccion). Extraer al mismo
tiempo 1 ml del cultivo, centrifugarlo (12000xg, 1 min) y guardar la fraccion celular en hielo. Estas fracciones
constituyen las muestras de induccién del cultivo a tiempos parciales.
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10. Si procede, conservar el cultivo en hielo para su fraccionamiento. De lo contrario, inactivarlo por autoclavado o

por adicion de un volumen igual de hipoclorito sédico preparado al 10%.

Procesado de las muestras de cultivo

11. Resuspender la fraccion celular en 150 pl de agua Milli-Q estéril.

12. Anadir 50 pl de tampdn de aplicacion de proteinas x4 reductor. Agitar suavemente con vértex.

13. Incubar las muestras al bafio maria (95-100°C), 4-5 min.

14. Centrifugar las muestras (12000xg, 1 min). Guardar a —20°C o bien en hielo picado si se prevee aplicarlas en

breve en un andlisis electroforético.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampén de aplicacién de proteina 4x reductor: 0.25 M Tris-HCI pH 6.8, 8% (p/v) SDS, 40% (v/v) Glicerol, 0.2% (p/v) Azul_de

Bromofenol, 20% (v/v) B-Mercaptoetanol 6 400mM DTT; 50 ml
Pesar y poner en un vaso de precipitados:
SDS (FIUKA) et 409
Azul de Bromofenol (Merck) ..........ccouoeeiieiiieiiieiiie e 0.1g
Anadir:

1M Tris HCIpH 6.8 .... .
agua Milli-Q ...

Homogeneizar y disolver.

Anadir 23 ml de glicerol 87% (v/v) (Fluka) estéril y homogeneizar la mezcla.

Conservar a T? amb.

IMPORTANTE: Cuando se vaya a utilizar, afiadir 0.25 volumenes de la cantidad tomada (p. e., si se toman 100 pl
entonces afadir 25 pl) de B-Mercaptoetanol (Fluka) o de 2M DTT.

Tris HCI 1M pH 6.8; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 12.11 g Tris base (Serva).

Disolver en 80 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 6.8 con HCI 2N y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a T? amb.

DTT 2M; 5 ml

Pesar y poner en un vial 1.54 g 1,4-Ditiotreitol (DTT) (C4H100-S,) (Boehringer Mannheim).
Disolver en 5 ml de 10mM acetato sodico pH 5.2.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

VI.C.1.C.2. Fraccionamiento del cultivo

El fraccionamiento del cultivo del expresidén permite valorar la solubilidad de la proteina recombinante expresada. El

método utilizado, y que se describe a continuacién, sélo se ha aplicado en cultivos de expresion de clones transformantes
para construcciones plasmidicas basadas en el plasmido pMAL™-c2.

2

Centrifugar el cultivo (4000xg, 5 min, 4°C) y descartar el sobrenadante.

Resuspender la fraccion celular en 5 ml (aprox. 1/15 del volumen inicial del cultivo) de tampon de lisis.
Congelar la suspension celular a —20°C, 14-16 h.

Descongelar la suspension celular en agua fria.

Anadir 50 ul de PMSF 100mM (concentracion final 1mM). Homogeneizar la suspension suavemente.

Anadir lisozima (Fluka) a una concentracion final 100 ug/ml. Homogeneizar la suspension suavemente.
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7. Anadir 0.5 ml de Triton X-100 1% (v/v). Homogeneizar la suspension suavemente.
8. Incubar la muestra a 30-37°C durante 45-60 min.

Sonicar la muestra con sonda de aguja 40T (B. Braun Diessel Biotech). Aplicar 4 pulsos de 1 min a 48-50W con
un ciclo de repeticion de 0.5. Mientras procede la sonicacion la muestra debe estar siempre en hielo picado.
Incubar la muestra 1 min en hielo picado entre pulso y pulso.

10. Centrifugar la muestra (9000xg, 20 min, 4°C).

11. Recuperar el sobrenadante (constituye la fraccion soluble). Resuspender el sedimento de centrifugacion en 5 ml
de tampon de lisis (constituye la fraccion insoluble). Para homogeneizar la fraccién insoluble puede aplicarse 1
pulso de sonicacion de 1 min a 40W con un ciclo de repeticion de 0.5.

12. Si procede, analizar por electroforesis las fracciones soluble € insoluble obtenidas.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampén de lisis: 50mM Tris HCI pH 8.0, 100mM NaCl, 1mM EDTA; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

TriS Dase (Serva) ......ooiiiiiiieii e 0.60g
Cloruro s6dico (NaCI) (FIUKA) .....ooiiiiiiiiiiieeeiiee e 0.58 g
EDTA (C10H14N2N3208-2H20) (Serva)

Disolver en 90 ml de agua Milli-Q.
Ajustar a pH 8.0 con HCI 1N y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.
Conservar a 4°C.

PMSF 100mM; 2 ml

Pesar y poner en un tubo 35 mg de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (C;H;0,SF) (Merck).
Disolver en 2 ml de isopropanol (Carlo Erba).
Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

Solucion Triton X-100 1% (v/v); 10 ml

Transferir a un vial 0.1 ml de Triton X-100 (Fluka).
Homogeneizar en 9.9 ml de agua Milli-Q.
Conservar a T? amb.

La cantidad de proteina de fusién expresada se ha cuantificado mediante el programa informatico Bio Image
Intelligent Quantifier versién 2.1 (B.l. Systems Corporation), y se ha expresado como la intensidad integrada del area que
delimita la banda. El valor numérico se ha hallado segun la féormula “(Intensidad Integrada banda - Ruido de Fondo
banda) / A55o".

VI.C.2. Cultivo de lineas celulares eucariotas

VI.C.2.A. Medios de cultivo

El cultivo de las lineas celulares MDBK y GBK utilizadas en este trabajo experimental se ha llevado a cabo empleando
como medio base la modificacion Glasgow del medio MEM (‘minimum essential media’) (GMEM). El medio base GMEM
se ha preparado dos veces concentrado (GMEM2x) y se ha utilizado como medio madre para la preparacion del medio
completo (GMEM completo) en sus versiones liquida (Medio A y Medio C) y semisdlida (GMEMss). El método de
elaboracion de estos medios es el que se recoge a continuacion.

VI.C.2.A.1. GMEM completo liquido

Medio A: 1x GMEM, 0.5mM piruvato, 0.2% (p/v) triptosa fosfato, 10% (v/v) FCS, 50 pug/ml gentamicina.
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Método de elaboracion; 1 L

Poner en un vaso de precipitados:

GIMEM 2X .. s 05L
Solucién piruvato 100mM (Gibco BRL, Biochrom KG) .........ccccceeeene. 5mil
Gentamicina 50 mg/ml (Gibco BRL, Biological Industries) ................. 1ml
Caldo triptosa fosfato 5% (p/v)

FCS oo -

Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.
Conservar a 4°C.

Medio C: equivale a un Medio A concentrado 1.5 veces (Medio A 1.5x).

Método de elaboracion; 1 L

Poner en un vaso de precipitados:

GIMEM 2X ..o e 0.75L

Solucidn piruvato 100mM (Gibco BRL, Biochrom KG) ........ 7.5ml
Gentamicina 50 mg/ml (Gibco BRL, Biological Industries) .. vee 1.5ml
Caldo triptosa fosfato 5% (P/V) ..ececveerveeriieiiiieiieeeiee e e 60mI
S e 45 ml

Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.
Conservar a 4°C.

VI.C.2.A.2. GMEM completo semisélido

Método de elaboracion; 100 mi

Disponer de 66.6 ml (2/3 del volumen final) de Medio C. Precalentar a 42°C en bafio termostatico.

Fundir la solucién de agarosa al 3% en un microondas, llevandola repetidamente al punto de ebullicion. Atemperarla a
42°C en bafio termostatico.

Mezclar los 66.6 ml de Medio C con 33.4 ml de agarosa al 3%. Homogeneizar y atemperar la mezcla a 42°C.

Anadir 4 6 12 ml de la mezcla sobre la monocapa celular crecida en una placa de cultivo de 60 6 90 mm de diametro,
respectivamente. Dejar solidificar el medio durante 15-20 min a T# amb antes de introducir el cultivo en el incubador.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

GMEM 2x; 1L

Pesar y poner en un vaso de precipitados 12.9 g medio en polvo Instamed MEM-GLASGOW (Biochrom KG).
Anadir 5.5 g bicarbonato sédico (NaHCO3) (Fluka).

Disolver en 1 L agua Milli-Q.

Ajustar a pH 6.7-6.8 (0.2-0.3 unidades por debajo de pH 7.0, que es considerado el pH de trabajo).
Esterilizar por filtraciéon con copa filtrante de acetato de celulosa de 0.22 um (Nalgene).

Caldo triptosa fosfato 5% (p/v); 250 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 12.5 g de triptosa caldo (ADSA-micro).
Disolver en 250 ml agua Milli-Q.
Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.

Suero Bovino Fetal (FCS)

Diferentes suministradores (Cultek, Harlan, Reactiva, etc.). Todos los sueros usados han pasado un examen conforme
sustentan de manera satisfactoria el crecimiento de células MDBK y GBK.
El FCS se inactiva 30 min a 56°C en un bafio termostatizado. Se conserva en alicuotas y congelado a —20°C.

Solucién de agarosa 3%; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 3 g SeaPlaque GTG Agarose (agarosa de bajo punto de fusion, calidad DNA)
(FMC).

Afadir 97 ml agua Milli-Q y homogeneizar.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
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VI.C.2.B. Condiciones de cultivo. Cultivos de mantenimiento y conservacion

Las lineas celulares MDBK y GBK han sido utilizadas para el cultivo y titulacion de virus BoHV-1 FM, BoHV-1 gE" y
BoHV-1 RAPPR'". Tanto para el cultivo de virus como para su titulacion se precisan monocapas celulares con un 95-100%
de confluencia de crecimiento. En este capitulo se describen las condiciones de cultivo, cultivos de mantenimiento y
métodos de conservacion mediante los cuales se ha dispuesto de las monocapas celulares necesarias.

VI.C.2.B.1. Condiciones de cultivo

El cultivo de las lineas celulares MDBK y GBK se ha llevado a cabo en frascos de cultivo (Falcon, TPP, Costar) de
175 cm? de superficie o sobre placas de 60-90 mm de diametro (Costar, Nunc) preparadas para cultivos celulares. La
superficie de estos recipientes presenta unas caracteristicas idoneas de carga e hidrofilicidad que permiten la adhesién
celular y el crecimiento de las células formando monocapas.

La incubacién de los cultivos celulares se ha llevado a cabo en un incubador con camisa de agua (‘water jacket’) a
37°C y en una fase gaseosa al 5% de COs.

VI.C.2.B.2. Cultivo de mantenimiento

Las células MDBK y GBK crecen adheridas a una superficie formando una monocapa. Cuando dicha monocapa
presenta un 95-100% de confluencia celular, las células que la forman deben ser desprendidas y repartidas en nuevos
frascos de cultivo para que la linea celular se mantenga en crecimiento. Las proteinas del tipo colageno o fibronectina son
las que median en la adhesion de la célula a la superficie de cultivo. Un método clasico para desprender las células
adheridas es la tripsinizaciéon (Freshney, 1983). La tripsina adicionada directamente al cultivo hidroliza las proteinas de
adhesion. Esta técnica se ha utilizado rutinariamente en el mantenimiento de las lineas celulares utilizadas, y el método
es el que se describe a continuacion:

1. Partir de un frasco de cultivo con un 95-100% de confluencia celular.
2. Aspirar el medio de cultivo con una pipeta Pasteur estéril.

Lavar la monocapa celular de restos de medio con Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS). Para superficies de
cultivo de 175 cm? y75 cm? utilizar 6 y 4 ml de EBSS, respectivamente.

4. Aspirar el EBSS con una pipeta Pasteur estéril.

Afadir solucion de tripsina a la monocapa celular y distribuirla homogéneamente por toda la superficie del cultivo.
Para superficies de cultivo de 175 cm? y75 cm? utilizar 3 y 2 ml de solucion de tripsina, respectivamente.

6. Dejar las células expuestas a la tripsina 3-4 min hasta que las células se empiezan a desprender y el medio se
vuelve turbio. Un tiempo excesivo de tripsinizacion compromete la viabilidad celular. El desprendimiento de las
células se puede acelerar golpeando los flancos del frasco de cultivo.

7. Anadir 4-5 ml de Medio A a las células desprendidas para evitar la sobretripsinizacion de las células.

8. Recoger la suspension celular con una pipeta Pasteur estéril y transferirla a un vial estéril de centrifugacion.
9. Centrifugar la suspension celular a 250xg, 10 min a T2 amb.

10. Aspirar el sobrenadante de centrifugacion con una pipeta Pasteur estéril.

11. Deshacer el botén de células sedimentadas golpeando la base del vial con el dedo. Resuspender dichas células
en un volumen adecuado de Medio A.

La suspension celular obtenida se puede utilizar para, (i) sembrar nuevos frascos de cultivo y mantener asi la linea
celular en crecimiento (cuando las células obtenidas de 1 frasco de cultivo se reparten en 4 nuevos frascos de cultivo se
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obtienen nuevas monocapas 100% confluentes al cabo de 4-5 dias), o (ii) conservar la linea a largo plazo congelando la

suspension celular en nitrégeno liquido.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

EBSS; 1L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Cloruro potasico (KCI) (FIUK) .....c.ooviiiiiiiiiiiiiiee e

Cloruro sodico (NaCl) (Fluka) .................
Bicarbonato sédico (NaHCO3) (Fluka)

Sodio dihidrégeno fosfato monohidratado (NaH.PO,-H,O) (Merck) ..

D-glucosa monohidratada (CsH1,06-H20) (Merck)

Disolver en 1 L agua Milli-Q.

EDTA (C10H14N2N3208'2H20) (Serva) ................................................

Esterilizar por filtracién con copa filtrante de acetato de celulosa de 0.22 um (Nalgene). También se puede esterilizar
mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos, pero para ello el medio no debe
contener ni glucosa ni EDTA; éstos se deberan suplementar posteriormente estériles por filtracion con filtro de acetato

de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).

Solucién de tripsina; 1 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

THPSING (SIGMA) .eeiiieieeiee e
Cloruro potasico (KCI) (FIUK) .......coooiiiiiiiiiiieee e
Cloruro s6dico (NaCl) (FIUK) .....cceviiiiiiiiiiicieeceee e

EDTA (C10H14N2N8205'2H20) (Serva)

Trisodio citrato dihidratado (Na;CsHs07-2H,0) (Panreac)

Disolver en 1 L agua Milli-Q.

Esterilizar por filtracion con copa filtrante de acetato de celulosa de 0.22 um (Nalgene).

Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

VI.C.2.B.3. Conservacion de lineas celulares

La conservacion de lineas celulares se ha realizado de manera diferente segun fuera el plazo de requerimiento de las
mismas. Para disponer de ellas a corto plazo se han conservado como un cultivo de mantenimiento. Para disponer de
ellas a un plazo mas largo, primero se han congelado en nitrégeno liquido y, en caso de necesitarlas, se han

descongelado y se ha iniciado un cultivo de mantenimiento.

El método seguido para la congelacion de lineas celulares ha sido el siguiente:

1. Tripsinizar un cultivo de mantenimiento.

2. Calcular la concentraciéon celular de la suspensién obtenida. Para ello se utiliza una camara de recuento de
Neubauer y se cuentan las células al microscopio. Para una camara de Neubauer de 5x5 cuadros y una
superficie total de recuento de 1 mm?, la concentracion de células (n° células/ml) se calcula mediante la férmula
“(media de células en 10 campos) x factor de dilucién aplicado x 25 cuadros x 10* =". El factor 10* es un factor

que depende del tipo de camara de recuento utilizada.

3. Centrifugar la suspension celular a 250xg, 10 min. a T? amb. Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur

estéril.

4. Resuspender las células en el volumen necesario de FCS 8% DMSO (C;He¢SO) (Sigma) frio para que la
concentracion celular final sea 2x10” células/ml. La adicién de FCS 8% DMSO frio sobre Ia suspension celular
debe ser lenta y con agitacion continua del vial pues el DMSO resulta muy téxico para las células y debe diluirse

rapidamente.

Repartir la suspensién celular en 2-3 criotubos por cada frasco de cultivo de 175 cm? inicial.

Congelar las células segun la secuencia 2 h a —20°C, 14 h a —80°C y finalmente en nitrégeno liquido.
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El método seguido para la descongelacion de lineas celulares ha sido el siguiente:

1. Descongelar un criotubo de células congeladas en nitrégeno liquido en un bafio a 37°C. La descongelacion
procede en aprox. 1 min.

Incubar las células descongeladas en hielo picado para minimizar la toxicidad del DMSO.

b

Recuperar la suspensién de células descongeladas con una pipeta Pasteur estéril y diluirla en 5 ml de Medio A
preenfriado en hielo.

Centrifugar la suspension celular a 250xg, 10 min. a T? amb.
Eliminar el sobrenadante de centrifugacion por aspiracion con una pipeta Pasteur estéril.

Resuspender el sedimento de células en 5 ml de Medio A atemperado a 37°C.

N oo o &

Sembrar las células resuspendidas en un frasco de cultivo de 175 cm? con 36-40 ml de Medio A. Incubar 14-16
h, 37°C.

8. Eliminar, si procede, las células muertas en suspensién en el medio. Para ello se aspira el medio con una pipeta
Pasteur estéril y se lava la monocapa con 3 ml de EBSS. Reponer 36-40 ml de Medio A atemperado a 37°C en el
frasco de cultivo.

Las células MDBK y GBK recién descongeladas e incubadas en condiciones normales en un frasco de cultivo de 175
cm? pueden formar una monocapa celular 95-100% confluente en 3-4 dias.

VI.C.3. Cultivo de virus

El cultivo de virus se ha llevado a cabo sobre monocapas de células MDBK, y por consiguiente las condiciones de
cultivo que se refieren a estas células afectan también a los virus. Las particulas viricas se han obtenido a partir del
sobrenadante de infeccion de estas células. En este apartado me referiré a los métodos utilizados para la infeccion de
células MDBK para producir virus, la titulacion de suspensiones viricas, la purificacion de particulas viricas y su
conservacion.

VI.C.3.A.1. Infeccién de cultivos celulares

La infeccién de cultivos celulares para la produccidn de virus se ha desarrollado sobre monocapas celulares crecidas
en frascos de cultivo de 175 cm? de superficie. Para cada lote de produccién de virus se ha dispuesto habitualmente de
hasta 7 monocapas celulares 95-100% confluentes, contabilizando 1-5x107 células totales en cada una de ellas. La
infeccion de la monocapa celular se ha llevado a cabo a una m.o.i. de 0.1-0.01, es decir, en una relacion de 1 particula
viricas por cada 10-100 células. El método que se ha seguido para la infeccion es el que se describe a continuacion:

1. Disponer de hasta 7 monocapas celulares en frascos de cultivo de 175 cm’ de superficie con 40 ml de Medio A
cada uno.

Retirar 20 ml de Medio A de cada uno de los frascos de cultivo.

Preparar la suspension de virus a utilizar en 7 ml finales de Medio A y a una m.o.i. total de 0.1-0.01.
Afadir 1 ml de la suspension virica preparada a cada frasco de cultivo.

Incubar las monocapas 1-3 h a 37°C para que se produzca la adsorcién del virus sobre las células.

Retirar el sobrenadante por aspiracion con una pipeta Pasteur estéril.

N o g bk w N

Afadir 40 ml de Medio A atemperado a 37°C a cada frasco de cultivo e incubar a 37°C.
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La tasa de proliferacion virica depende del tipo de virus. La infeccion de una célula por una particula virica
desencadena un efecto citopatico que en el caso de BoHV-1 lleva finalmente a la muerte de la célula MDBK. La infeccién
de una particula virica BoHV-1 sobre una monocapa celular acaba estableciendo un nucleo de infeccién. Este se
visualiza como un conjunto de células con notables cambios morfolégicos, que acaban muriendo dando lugar a la
formacion de una calva. Cuando una monocapa de células MDBK se infecta con la cepa viral BoHV-1 FM, las calvas
comienzan a ser visibles a las 24 h post-infeccién. En condiciones normales el efecto citopatico es total a las 72 h post-
infeccion.

VI.C.3.A.2. Titulacion de suspensiones viricas

Las suspensiones viricas deben ser tituladas para determinar, p.e., qué volumen de la misma se necesita para cumplir
con la m.o.i. requerida en un lote de produccién de virus. La titulacién de suspensiones viricas se ha llevado a cabo sobre
monocapas celulares crecidas en placas de 60 mm de diametro, y consiste en infectar una monocapa celular con un
volumen conocido de la suspension virica y en contabilizar las calvas que se forman a raiz de dicha infeccion. EI método
utilizado es el que se describe a continuacion:

1. Tripsinizar una monocapa de células 95-100% confluente de un frasco de cultivo de 175 cm? de superficie.
2. Contabilizar al microscopio y mediante una camara de Neubauer el nimero de células/ml.

3. Disponer de 6 placas de cultivo de 60 mm de didmetro y sembrar en cada una de ellas 1x10° células en un
volumen final de 5 ml de Medio A por placa. Procurar que la suspensién celular sea homogénea pues la variacion
en la concentracion local de células afecta mucho al tamafio de la calva y por consiguiente su deteccion.

4. Incubar las placas 24-48 h hasta que se obtenga una monocapa 95-100% confluente.

Hacer un banco de diluciones de la suspension virica problema. Si ésta es el sobrenadante 72 h post-infeccion
de BoHV-1FM se recomienda utilizar diluciones 10™-10°°.

6. Aspirar el Medio A de cada placa con una pipeta Pasteur estéril.

7. Anadir a cada placa 1.5 ml de Medio A atemperado a 37°C y suplementado con 100 ul de una dilucién de la
suspension virica.

8. Incubar las monocapas celulares 1-3 h a 37°C para que se produzca la adsorcién del virus.
9. Aspirar el sobrenadante de cada placa con una pipeta Pasteur estéril.
10. Cubrir las monocapas celulares con 4 ml de medio GMEMss y dejar solidificar 15-20 min a T2 amb.

11. Incubar las monocapas celulares a 37°C hasta que las calvas sean visibles (para el virus BoHV-1FM son
suficientes 72 h de incubacion).

12. Retirar el medio GMEMss y tefiir las monocapas celulares 3 min con 1 ml de soluciéon de Giemsa (Merck).

13. Lavar las monocapas con agua y contabilizar bajo una lupa las calvas formadas.

En las condiciones descritas, calva formada tiene su origen en una Unica particula virica infectiva. Asi pues, del
recuento de calvas y teniendo presente las diluciones realizadas se puede calcular el titulo de particulas viricas infectivas
en la suspension problema.

VI.C.3.A.3. Rurificacién de particulas viricas

La purificacién de particulas viricas es necesaria cuando se precisa de DNA viral o bien de antigeno viral para la
obtencion de anticuerpos. Mediante la purificacion de particulas viricas se eliminan de la suspension moléculas
contaminantes de origen celular. El método utilizado para la purificacion de particulas viricas consiste en el bandeo del
virus en un gradiente de tartrato sddico-potasico. El método utilizado y que se decribe a continuacién es una variacion del
descrito por V. Misra (Misra et al., 1981).
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1. Infectar 6-8 monocapas de células MDBK o GBK en frascos de cultivo de 175 cm? de superficie.

2. Recoger el sobrenadante del cultivo infectado cuando se observe efecto citopatico en el 100% de la monocapa
celular (aprox. 72-96 h post-infeccion).

Clarificar el sobrenadante del cultivo infectado mediante centrifugaciéon (1000xg, 30 min 4°C).

4. Sedimentar las particulas viricas del sobrenadante clarificado mediante centrifugacion (48000xg, 2h 4°C). El
sedimento que se obtiene de particulas viricas BoHV-1 dibuja una forma en herradura caracteristica.

5. Resuspender el sedimento de particulas viricas en pases sucesivos de tampén STE 1x frio (4°C). El volumen
total final de tampdn a emplear debe ser 6 ml.

6. Montar un gradiente discontinuo 10-50 % de tartrato sddico-potasico en dos tubos de polialdbmero para
ultracentrifugacion. Utilizar para ello un aparato formador de gradientes (Buchler Instrumets, modelo Auto Densi-
Flow 1IC). Colocar, en este orden y en cada tubo, 6 ml de tampoén STE 1x tartrato sédico-potasico al 50%(p/v), 6
ml al 40%(p/v), 6 ml al 30%(p/v), 6 ml al 20%(p/v) y 6 ml al 10% (p/v).

7. Depositar la suspension virica resuspendida sobre la capa de tartrato sddico-potasico al 10% (p/v) de uno de los
tubos. El otro tubo sirve de contrapeso en la centrifugacion.

8. Enrasar los tubos de ultracentrifugacion con tampon STE 1x.
9. Ultracentrifugar los gradientes de tartrato sédico-potasico a 100000xg, 2 h 4°C (Rotor Beckman SW-27)

10. Recuperar la interfase de particulas viricas utilizando el aparato formador de gradientes. Esta interfase se forma
entre las capas de tampon STE 1x tartrato sodico-potasico al 40% (p/v) y al 50% (p/v), y presenta un aspecto
lechoso.

11. Diluir la interfase de particulas viricas en 30 ml de tampén STE 1x frio (4°C).
12. Ultracentrifugar a 100000xg, 2 h 4°C.
13. Resuspender el sedimento de particulas viricas en 150-200 ul de tampén STE 1x frio (4°C).

El titulo de una suspension purificada de particulas viricas BoHV-1 FM obtenida a partir de 6-8 monocapas de 175
cm?® es aprox. 3x10"° pfu totales, esto es, 4x10° pfu/monocapa. La suspension purificada de particulas viricas constituye
la suspension virica madre para nuevas infecciones. Asimismo, a partir de esta suspension se puede extraer DNA viral o
bien antigeno para la obtencidon de anticuerpos. La suspension purificada y suplementada con glicerol estéril al 15% se
conserva a —80°C.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampén STE 5x: 50mM Tris HCI pH 8.0, 5mM EDTA, 1M NacCl; 200 ml
Pesar y poner en un vaso de precipitados:
Tris base (Serva) ......oooeiiiiiiiiiiii

Cloruro sédico (NaCl) (Fluka)
EDTA (C10H14N2N8203'2H20) (Serva) ............................................... 0.37 g

Disolver en 190 ml de agua Milli-Q.
Ajustar a pH 8.0 con HCI 0.2N y enrasar a 200 ml con agua Milli-Q.
Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 pm (Millipore, Corning).

Tampédn STE 1x tartrato sédico-potasico 50% (p/v); 50 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 25 g tartrato sddico-potasico tetrahidratado (C4HsKNaOg-4H,0) (Fluka).
Disolver en 35 ml de agua Milli-Q.

Anadir 10 ml de tampén STE 5x.

Comprobar que la solucién tenga pH 7-8. Si procede, ajustar el pH.

Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Tampoén STE 1x tartrato sédico-potasico 10% (p/v) - 40% (p/v); 15 ml de cada uno

En un vial mezclar y homogeneizar las cantidades de tampén STE 1x tartrato sédico-potasico 50% (p/v) y tampén STE
1x que se indican en la Tabla XXXI.
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TABLA XXXI. Soluciones y cantidades a utilizar en la formacion del gradiente de tartrato potasico

Tampén STE 1x tartrato Volumen tampén STE 1x tartrato Volumen tampén Volumen
sédico-potasico resultante sodico-potasico 50% (p/v) STE 1x total
10% (p/v) 3 ml 12 ml 15 ml
20% (p/v) 6 ml 9ml 15 ml
30% (p/v) 9 ml 6 ml 15 ml
40% (p/v) 12 ml 3ml 15 ml

VI.C.3.A.4. Conservacion de virus

Todas las suspensiones viricas obtenidas, tanto las que se corresponden con un sobrenadante de infeccion como las
purificadas, se han conservado a largo plazo como alicuotas congeladas a —80°C en presencia de glicerol 15% (v/v)
estéril. La reconstituciéon de las suspensiones viricas congeladas ha sido por descongelacion en hielo picado durante 15-
20 min. Cabe notar que ciclos reiterados de congelacion y descongelaciéon conllevan una disminucion del titulo de
particulas infectivas. Por consiguiente, siempre se ha procurado congelar alicuotas pequefias de las diferentes
suspensiones viricas.

VI1.D. Métodos de manipulacion de DNA

Los métodos que se describen a continuacion hacen referencia a las técnicas empleadas en la manipulacion del DNA.
En este apartado se recoge los métodos que han permitido construir clones tansformantes, obtener DNA plasmidico y
viral, o bien modificar moléculas de DNA. También se describe los métodos utilizados para analizar el resultado de esta
manipulacion.

VI1.D.1. Métodos de clonacion

VI.D.1.A.1. Preparacion de células competentes

Las células competentes de las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo se han obtenido segun el método del
cloruro calcico. Este método incorpora algunas modificaciones con respecto al descrito inicialmente por S. N. Cohen
(Cohen et al., 1972; Sambrook et al., 1989d; Sambrook & Russell, 2001). El método que se describe a continuacion es el
que se ha utilizado para obtener células competentes XL1-Blue.

In6culo

1. Sembrar una estria de E. coli XL1-Blue sobre una placa de medio LB Miller/Tet (50 ug/ml) a partir de un vial del
banco de cepas maestro (el vial utilizado es desechado y nunca devuelto al banco de cepas). Incubar a 37°C, 14-
16 h.

Transferir una colonia aislada a 2.5 ml de medio LB Miller/Tet (50 pug/ml). Incubar a 37°C y 300 rpm, 8-10 h.
Medir la Asso de una dilucién 1:10 del inéculo. Comprobar que la Assp del indculo es < 2.

Centrifugar el inéculo a 12000xg, 1 min.

o M 0N

Resuspender el sedimento celular en 2.5 ml de medio LB Miller/Tet (50 pg/ml) fresco. Mantener las células
resuspendidas en hielo picado.
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Cultivo

Atemperar 80 ml de medio LB Miller en un frasco tipo Erlenmeyer (300-500 ml) a 37°C.

6
7. Inocular los 80 ml de medio LB Miller con 0.8 ml del inéculo (1:100). Incubar a 37°C y 320 rpm.
8. Medir la Asso del cultivo a intervalos de 60 min.

9

Incubar el cultivo en hielo picado 1 h a 4°C cuando la Asso es 0.5 (aprox. 3 h de crecimiento). En este punto el
cultivo se encuentra en la fase de crecimiento exponencial. A partir de este momento es muy importante no
romper la cadena de frio y seguir operando en condiciones de esterilidad.

Elaboracion de células competentes

10. Centrifugar el cultivo a 4000xg y a 4°C, 5 min. Decantar el sobrenadante.

11. Resuspender las células suavemente con vortex en 1/2 del volumen inicial de cultivo de una solucién acuosa
50mM CaCl; estéril fria/hielo. Incubar en hielo picado 15 min.

12. Centrifugar la suspensién de células a 4000xg y a 4°C, 5 min. Decantar el sobrenadante.

13. Resuspender las células suavemente con vortex en 1/15 del volumen inicial de cultivo de una solucién acuosa
50mM CaCl; estéril fria/hielo. Incubar en hielo picado 1-2 h.

14. Incubar la suspension celular a 4°C 12-24 h. Esta incubacién aumenta en 4-6 veces la eficiencia de
transformacion de las células competentes.

15. Afadir glicerol estéril a una concentracion final del 10-12% (v/v). Homogeneizar la suspension.

16. Repartir la suspension de células competentes en alicuotas de 100-150 pl en tubos Eppendorf estériles pre-
enfriados en hielo picado.

17. Conservar las células competentes a —80°C hasta su utilizacion.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

CaCl, 50mM; 200 mi

Pesar y poner en un vaso de precipitados 1.47 g cloruro calcico dihidratado (CaCl,-2H,0) (Fluka).
Disolver en 180 ml de agua Milli-Q.

Enrasar a 200 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 pm (Millipore, Corning).

Conservar a 4°C.

En lineas generales, este método también se ha utilizado para la elaboracién de células competentes de las cepas
BL21(DE3), BL26 y MC4100AHS1 de E. coli. Para ello, no obstante, se han tenido presentes también las particularidades
de cada cepa:

BL21(DE3) y BL26:

i) no son portadoras de ninguin gen de resistencia por lo que la siembra en estria y el in6culo se han desarrollado
en ausencia de antibidtico, y

i) tienen genotipo rec’ por lo que la siembra en estria se ha incubado durante 10-12 h, el inéculo 6-8 h y el cultivo 2
h.

MC4100AHS1:

i) es portadora de la mutacién rpsL 150 que confiere resistencia a la Str por lo que la siembra en estria y el in6culo
se han desarrollado en presencia de dicho antibidtico,

ii) tiene genotipo rec’ de manera que la siembra en estria se ha incubado durante 10-12 h, el in6culo 6-8 h y el
cultivo2 h, y

iii) son portadoras del promotor heat-shock rpoDns de manera que la temperatura de incubacién del cultivo siempre
ha sido 30°C.
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Las células competentes que se obtienen mediante el método descrito pueden rendir 10°%-107 células transformantes
por cada pug de DNA plasmidico de aprox. 4 kpb aplicado.

VI.D.1.A.2. Transformacién de células competentes

La transformacién de células competentes con DNA plasmidico se ha llevado a cabo siguiendo el método del choque
térmico descrito en (Sambrook et al., 1989d; Sambrook & Russell, 2001). A continuacion se describe el método utilizado
para transformar células competentes de la cepa XL1-Blue.

1. Descongelar una alicuota de células competentes XL1-Blue en hielo picado durante 10-15 min.

Anadir hasta 50 ng del DNA plasmidico que se desea transformar, en un volumen inferior al 5% (v/v) del volumen
de células competentes.

Incubar el vial en hielo picado 30-45 min.
Incubar el vial a 42°C, 2 min (choque térmico).
Incubar el vial en hielo picado 3-5 min.

Anadir 0.5 ml de medio LB Miller.

N o g koo

Incubar el vial a 37°C sin agitacion, 25-35 min. En este tiempo las células transformantes expresan el gen bla de
resistencia a Amp codificado en el DNA plasmidico.

8. Sembrar alicuotas de 100-300 pl en placas de medio LB Miller/Amp. Incubar a 37°C, 14-16 h.

Todos los ensayos de transformacion de células competentes han incluido siempre un control positivo (DNA
plasmidico conocido) y otro negativo (tampén TE 1x) de transformacion.

En lineas generales, este método también se ha utilizado para transformar células competentes de E. coli
BL21(DE3), BL26 y MC4100AHS1. Para ello, no obstante, se han tenido presentes también las siguientes
consideraciones:

XL1-Blue y BL21(DE3):

i) en el caso particular de transformar plasmidos pJX que contienen el promotor termoinducible APrP_ cl857", el
choque térmico ha sido a 35°C durante 5 min.

BL21(DE3) y BL26:

i) son células con genotipo rec’ por lo que la siembra de las células transformantes se ha incubado a 37°C durante
10-12 h.

MC4100AHS1:

i) son células que contienen el promotor de respuesta heat-shock rpoDns por lo que el choque térmico se ha
realizado a 35°C durante 5 min.

ii) son células con genotipo rec’, y porque contienen el promotor rpoDys, la siembra de las células transformantes
se ha incubado a 30°C durante 10-12 h.

Cuando el plasmido y la cepa transformada permite la seleccion por a-complementacion, la seleccion de clones
transformantes se ha realizado sobre medio sélido LB Miller/Amp/IPTG/X-Gal. En caso contrario, la seleccion se ha
realizado en ausencia de IPTG y X-Gal. Independientemente de si ha habido o no a-complementacion, el cultivo liquido
de los clones transformantes seleccionados se ha desarrollado SIEMPRE a partir una siembra sobre medio LB Miller/Amp
y en ausencia de IPTG y X-Gal. La seleccion de los clones transformantes se ha completado con la extraccion del DNA
plasmidico y la obtenciéon de un mapa de restriccion de éste. Por otro lado, el DNA plasmidico de todos los clones
transformantes para la expresion de proteina recombinante ha sido convenientemente secuenciado.
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VI.D.2. Métodos de obtencion de DNA

En este apartado se recoge los métodos utilizados para la extraccion de DNA plasmidico de los clones
transformantes, la purificacion de DNA viral y la recuperacion del DNA resuelto en geles de electroforesis.

VI.D.2.A.1. Extraccién de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico se ha llevado a cabo segun el método de lisis alcalina descrito por J. Sambrook
(Sambrook et al., 1989c). El método aplicado se ha llevado a cabo a escala pequefia (miniprep) a partir de 2.5 ml de
cultivo, y a escala mediana (mediprep) a partir de 12.5-50 ml de cultivo.

Escala miniprep

1. Inocular una colonia transformante en 2.5 ml de medio 2xYT/Amp a partir de una siembra fresca de agotamiento
por estria en medio LB Miller/Amp.

2. Incubar el cultivo a 37°C (clones transformantes XL1-Blue, BL21(DE3) y BL26) o 30°C (clones transformantes
MC4100AHS1 y todos los transformantes para plasmidos pJX), con agitacién a 320 rpm, 12-14 h.

Centrifugar 1.5 ml del cultivo en un tubo Eppendorf a 12000xg, 2 min.
Aspirar totalmente el sobrenadante.

Resuspender el sedimento celular en 100 pl de Solucion | pre-enfriada a 4°C. Agitar con vortex.

I

Solubilizar la suspension de células con 200 ul de Solucién Il recién preparada. Agitar suavemente la mezcla
invirtiendo varias veces el tubo Eppendorf. No agitar con vortex.

N

Guardar el lisado celular viscoso 5 min en hielo picado hasta que se vuelva completamente transparente.

8. Precipitar el DNA gendmico y las proteinas afiadiendo 150 pul de Solucién Il fria (4°C). Agitar suavemente la
mezcla invirtiendo varias veces el tubo Eppendorf. No agitar con vortex.

9. Incubar 5 min en hielo picado. Observar la formacién de un precipitado blanco formado por DNA gendmico,
proteinas y SDS.

10. Centrifugar a 12000xg, 5 min a 4°C.
11. Recuperar y transferir el sobrenadante de centrifugacion a un nuevo tubo Eppendorf.

12. Extraer las proteinas solubles del sobrenadante con 200 pl de la fase fendlica de una solucion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/v/v). Emulsionar vigorosamente con vortex.

13. Centrifugar a 12000xg, 5 min a 4°C para separar las fases de la emulsion.
14. Recuperar la fase acuosa y transferirla a un nuevo tubo Eppendorf.

15. Extraer los restos de fenol de la fase acuosa con 200 ul de una solucién cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v).
Emulsionar vigorosamente con vortex.

16. Centrifugar a 12000xg, 5 min a 4°C para separar las fases de la emulsion.
17. Recuperar la fase acuosa y transferirla a un nuevo tubo Eppendorf.

18. Precipitar el DNA plasmidico y el RNA con 2 volimenes de alcohol absoluto (Carlo Erba) a T amb. Agitar
suavemente con vortex.

19. Incubar en hielo picado 10 min.

20. Centrifugar a 12000xg, 10 min a 4°C para sedimentar el DNA plasmidico y el RNA.

21. Eliminar el sobrenadante de centrifugacion por aspiracion.

22. Hidratar el DNA plasmidico y el RNA pecipitados con 1 ml de etanol 70% (v/v). Agitar suavemente con vortex.
23. Centrifugar a 12000xg, 10 min a 4°C para sedimentar el DNA plasmidico y el RNA.

24. Eliminar el sobrenadante de centrifugacion por aspiracion.
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25. Secar completamente el DNA plasmidico y el RNA. Para ello, es conveniente utilizar una campana de secado
conectada a una bomba de vacio durante 10 min.

26. Resuspender el DNA plasmidico y el RNA en 50 pul de tampon TE 1x o agua Milli-Q estéril. Si se desea digerir las
moléculas de RNA, afiadir RNAasa a una concentracion final 20 ug/ml en el tampoén TE 1x o agua Milli-Q.

27. Guardar el DNA plasmidico 1 h a 4°C para su total resuspension.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién I: 25mM Tris HCI pH 8.0, 10mM EDTA, 50mM glucosa; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

TriS DASE (SEIVA) ..eeiiiiiiiiiiii et e 0.30g
EDTA (C10H14N2N3203'2H20) (Serva) ..................... .. 0.37 g
D-glucosa monohidratada (CsH1206:H20) (Merck) ........ccceevvvviiievinnens 19

Disolver en 90 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 8.0 con HCI 0.2N y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segln programa de autoclavado de liquidos. Observar que no se
caramelice la solucion.

Conservar a 4°C.

Solucién 1I: 0.2M NaOH, 1% (p/v) SDS; 10 ml

IMPORTANTE: Esta solucion debe prepararse poco antes de ser utilizada.
Transferir a un vial 8 ml de agua Milli-Q estéril.

Afadir 1 ml de soluciéon NaOH 2M y 1 ml solucién SDS 10% (p/v).
Conservar a T2 amb (en frio precipita el SDS).

Solucién lll: 3M potasio, 5M acetato; 100 ml

Transferir a un vaso de precipitados 60 ml de solucién acetato potasico 5M.

Anadir 11.5 ml de acido acético glacial (Carlo Erba).

Enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a 4°C.

Acetato potasico 5M; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 49.07 g acetato potasico anhidro (C,H3;KO;) (Fluka).
Anadir 80 ml de agua Milli-Q y disolver.

Enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Conservar a T? amb.

Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico 25:24:1 (v/v/v); 100 ml

Mezclar en un botella de vidrio:

Fenol equilibrado pH > 8.0 (libre de DNAasas) (USB) .........ccccceevveeneeen. 50 ml
Cloroformo (CHCI3) (Carlo Erba) .......ceeeiiiiiiiiiiiiii e 48 ml
Alcohol isoamilico (CsH11OH) (FIuKa) ......c.covviveiiiiniiiniieniieeieeeee 2 ml

Agitar vigorosamente hasta que aparezca una emulsion.
Dejar reposar para separar bien las fases de fenol y cloroformo.
Conservar a 4°C protegido de la luz.

Tampén TE 1x: 10mM Tris HCI pH 8.0, 1mM EDTA; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

TriS DASE (SEIVA) ...eeeiiiiiiiii i 0.12¢g
EDTA (C10H14N2N3203'2H20) (Serva) ................................................. 0.04 g

Disolver en 90 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 8.0 con HCI 0.2M y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a T? amb.

Escala mediprep
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Mediprep 12.5 ml de cultivo

10.

1.
12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.

27.

Inocular una colonia transformante en 12.5 ml de medio 2xYT/Amp a partir de una siembra fresca de
agotamiento por estria en medio LB Miller/Amp.

Incubar el cultivo a 37°C (clones transformantes XL1-Blue, BL21(DE3) y BL26) o 30°C (clones transformantes
MC4100AHS1 y todos los transformantes para plasmidos pJX), con agitacién a 320 rpm, 12-14 h.

Centrifugar el cultivo a 2500xg, 10 min y aspirar totalmente el sobrenadante.

Resuspender el sedimento celular en 500 ul de Solucién | pre-enfriada a 4°C. Agitar con vértex y transferir la
suspensién a un tubo Eppendorf estéril.

Centrifugar la suspension a 12000xg, 2 min y aspirar totalmente el sobrenadante.
Resuspender el sedimento celular en 200 ul de Solucién | pre-enfriada a 4°C. Agitar con vortex.

Solubilizar la suspension de células con 400 pl de Solucion Il recién preparada. Agitar suavemente la mezcla
invirtiendo varias veces el tubo Eppendorf. No agitar con vortex.

Guardar el lisado celular viscoso 5 min en hielo picado hasta que se vuelva completamente transparente.

Precipitar el DNA gendmico y las proteinas con 300 ul de Solucién Il fria (4°C). Agitar suavemente la mezcla
invirtiendo varias veces el tubo Eppendorf. No agitar con vortex.

Incubar 5 min en hielo picado. Observar la formacién de un precipitado blanco formado por DNA gendmico,
proteinas y SDS.

Centrifugar a 12000xg, 5 min a 4°C.
Recuperar y transferir el sobrenadante de centrifugacion a uno (o dos) tubo Eppendorf.

Extraer por 2 veces las proteinas solubles del sobrenadante con 400 pl de la fase fendlica de una solucion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/v/v) fria. Emulsionar vigorosamente con vortex.

Centrifugar a 12000xg, 5 min a 4°C para separar las fases de la emulsion.
Recuperar la fase acuosa y transferirla a un nuevo tubo Eppendorf.

Extraer los restos de fenol de la fase acuosa con 400 ul de una solucién cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v).
Emulsionar vigorosamente con vortex.

Centrifugar a 12000xg, 5 min a 4°C para separar las fases de la emulsion.
Recuperar la fase acuosa y transferirla a un nuevo tubo Eppendorf.

Precipitar el DNA plasmidico y el RNA con 0.6 volumenes de isopropanol (Carlo Erba) a T2 amb. Agitar
suavemente con vortex.

Centrifugar a 12000xg, 10 min a T® amb para sedimentar el DNA plasmidico y el RNA.

Eliminar el sobrenadante de centrifugacién por aspiracion.

Hidratar el DNA plasmidico y el RNA con 1 ml de etanol 70% (v/v). Agitar suavemente con vortex.
Centrifugar a 12000xg, 10 min a 4°C para sedimentar el DNA plasmidico y el RNA.

Eliminar el sobrenadante de centrifugacion por aspiracion.

Secar completamente el DNA plasmidico y el RNA. Para ello, es conveniente utilizar una campana de secado
conectada a una bomba de vacio durante 10 min.

Resuspender el DNA plasmidico y el RNA en 200 ul de tampdn TE 1x o agua Milli-Q estéril. Si se desea digerir
las moléculas de RNA, afiadir RNAasa a una concentracion final 40 pg/ml en el tampoén TE 1x o agua Milli-Q.

Guardar el DNA plasmidico 2 h a 4°C para su total resuspension.

Mediprep 50 ml de cultivo

Para la obtencion de DNA plasmidico a partir de 50 ml de cultivo se ha utilizado el kit Flexiprep Kit (Pharmacia
Biotech). EI método utiliza una lisis alcalina estandar que incluye un tratamiento con RNAasa y la precipitacion del DNA
con isopropanol. Incluye ademas un paso de purificacion de DNA con resina de vidrio Sephaglas™ FP resuspendida en

tampon 50mM Tris HCI pH 7.5, 7M cloruro de guanidina, 10mM EDTA. La utilizacién de esta resina se adecua a la
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purificacion de DNA porque, primero, lo une selectivamente a la vez que permite su elucion en tampon TE de baja fuerza
iénica, y segundo, porque el agente caotrépico necesario para la uniéon del DNA desnaturaliza y elimina a su vez las
proteinas de la muestra. También, y para eliminar moléculas de RNA, se ha optado por centrifugar la muestra obtenida a
5200xg 2-3 min a través de minicolumnas de resina Sephadex G50 (6 G100) Superfine (Pharmacia) hidratada con
tampdn TE 0.5x.

El rendimiento del método de lisis alcalina es 1-2 ug de DNA plasmidico por ml de cultivo inicial, indistintamente de la
escala de trabajo. El rendimiento también esta en funcion del numero de copias del plasmido por célula. Habitualmente el
numero de copias de los plasmidos de clonacién (p.e. serie pUC) es muy elevado (500-700 copias/célula), mientras que
el de los plasmidos de expresion (p.e. serie pMAL) es menor (15-20 copias/célula).

El DNA plasmidico obtenido a escala miniprep o mediprep se ha conservado congelado a —20°C 6 —80°C. EI DNA
plasmidico obtenido se ha utilizado en procesos de subclonacion (restriccion y modificacion enzimatica) y de analisis
(electroforesis, cuantificacion y secuenciacion). EI DNA plasmidico obtenido mediante el Flexiprep Kit se ha utilizado
peferentemente para los experimentos de co-transfeccion de células eucariotas con DNA viral.

VI.D.2.A.2. Extraccion del DNA viral

El método utilizado para la obtencion del DNA viral es el que se describe a continuacion:

1. Purificar las particulas viricas que se obtienen de al menos 6 monocapas celulares infectadas en frascos de
cultivo de 175 cm? de superficie. Resuspender el sedimento de particulas viricas en 400 ul de tampodn frio STE
1x y transferirlo a un vial de poliestireno.

2. Anadir 40 pl de una solucion SDS 10% (p/v). Agitar muy suavemente.

3. Incubar la suspension 5 min a T2 amb. El SDS a la concentracion final 1% (p/v) clarifica inmediatamente la
suspension virica que adquiere una consistencia mucosa indicadora de la liberacion del DNA viral al medio.

4. Afadir 44 pl de una solucion 5M NaCl agitando suavemente para evitar que la suspension se vuelva turbia.

5. Extraer por 2 veces las proteinas de la suspension con 480 pul de una solucion fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
25:24:1 (v/viv). Emulsionar meciendo MUY suavemente el vial en posicion horizontal y no utilizar NUNCA el
vortex para evitar romper la molécula de DNA viral (el DNA del BoHV-1 tiene 135 kb). Utilizar siempre viales de
poliestireno.

6. Recuperar la fase acuosa de la emulsiéon con una punta de pipeta de 1 ml cortada por el extremo. Las tensiones
hidrodinamicas que se generan en el pequefo orificio de una punta de pipeta convencional podrian romper la
molécula de DNA viral.

7. Realizar una extraccion con 480 pl de una solucion cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v).
Recuperar la fase acuosa y transferirla a un nuevo tubo de poliestireno.

Precipitar el DNA viral de la fase acuosa con 2 volumenes de etanol absoluto (Carlo Erba) a T? amb. Mecer MUY
suavemente el vial en posicion horizontal hasta que se forme un precipitado compacto de DNA viral.

10. Transferir el DNA viral precipitado a un tubo Eppendorf.

11. Hidratar el DNA viral con 0.5 ml de etanol 70% (v/v).

12. Centrifugar el vial a 12000xg, 5 min a T amb y aspirar el sobrenadante de centrifugacion.
13. Realizar 2 lavados mas con etanol 70% (v/v).

14. Secar completamente el DNA viral. Para ello, es conveniente utilizar una campana de secado conectada a una
bomba de vacio durante 10 min.

15. Resuspender el DNA viral en 100 ul de tampén TE 1x a 4°C, 12-24 h.

El rendimiento de extraccion del DNA del BoHV-1 FM proveniente de 6 monocapas celulares infectadas en frascos de
cultivo de 175 cm? de superficie es 60-100ug.
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VI.D.2.A.3. Recuperacion del DNA plasmidico tratado

El DNA plasmidico extraido de clones transformantes se ha usado en reacciones enzimaticas de restriccion o de
modificacion. Posteriormente, el resultado de estos tratamientos se ha analizado mediante electroforesis en geles de
agarosa. ElI DNA tratado puede ser recuperado para nuevas reacciones enzimaticas y estudios analiticos. En este
apartado se recoge los métodos utilizados para recuperar el DNA tratado.

VI.D.2.A.3.a. Recuperacién del DNA de geles de agarosa

El DNA tratado y analizado por electroforesis en geles de agarosa se ha recuperado mediante los kits comerciales
Geneclean™ (BIO 101, Inc.), MERmaid™ Kit (BIO 101, Inc.) y E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Biotek). El principio
de recuperacion del DNA tratado es similar en los tres kits. A continuacién se describe el método correspondiente al kit
Geneclean™ (BIO 101, Inc.).

1. Visualizar el gel de electroforesis resuelto sobre un transiluminador de luz UV de longitud de onda larga.

2. Extraer la banda de agarosa que contiene el fragmento de DNA de interés con una hoja de bisturi estéril.
Transferir la banda recortada a un tubo Eppendorf estéril.

3. Anadir un volumen (en pl) de soluciéon 6M Nal igual a 3 veces el peso (en mg) de la banda recortada (p.e. si la
banda recortada pesa 50 mg entonces afadir 150 pl de solucion 6M Nal).

4. Fundir la banda de agarosa mediante incubaciéon en bafo termostatico a 45-55°C 5 min. Agitar suavemente y
comprobar la disolucion total de la banda.

5. Adadir 5 pl de suspensién GLASSMILK® por cada 5 ug o menos de DNA. AAadir 1 ul mas de suspension por
cada 0.5 ug de DNA en exceso.

6. Incubar en hielo picado 5-10 min. Agitar suavemente cada 2 min para mantener el GLASSMILK® en suspension.
Centrifugar la suspension a 12000xg, 30 seg a T? amb. Descartar el sobrenadante por aspiracion.

8. Resuspender el sedimento de GLASSMILK® con 0.5 ml de solucion alcohdlica NEW-Wash® fria y guardada en
hielo picado durante todo el proceso.

9. Centrifugar la suspension a 12000xg, 30 seg a T? amb. Descartar el sobrenadante por aspiracion.
10. Repetir 2 veces mas el lavado con solucion alcohdlica NEW-Wash® fria/hielo.

11. Resuspender el sedimento de GLASSMILK® con 10-15 pl de tampon TE 1x o agua Milli-Q estéril. Agitar
suavemente con vortex.

12. Incubar la suspension en bafio termostatico a 45-55°C 2-3 min.

13. Centrifugar la suspensién a 12000xg, 30 seg a T2 amb. Recuperar y transferir el sobrenadante a un tubo
Eppendorf estéril.

14. Repetir 1 vez mas la elucion del DNA de la suspension de GLASSMILK®.

VI.D.2.A.3.b. Recuperacion del DNA tratado de la mezcla de reaccion

La recuperacion del DNA tratado de la mezcla de reaccién se ha llevado a cabo mediante los kits Geneclean™ (BIO
101, Inc.) y MERmaid™ Kit (BIO 101, Inc.), o bien segun el método de extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
seguido de una precipitacién alcohdlica. En caso de utilizar los kits Geneclean™ o MERmaid™ se ha seguido el método
descrito anteriormente obviando Unicamente el paso de fusion de la agarosa. EI método de extraccidon con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico seguido de una precipitacion alcohdlica es el que se describe a continuacion:
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Anadir un volumen igual al de la mezcla de reaccion de la fase fendlica de una solucion fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 25:24:1 (v/viv). Emulsionar mediante agitaciéon con voértex.

Centrifugar a 12000xg, 4 min a T? amb.
Recuperar la fase acuosa y transferirla a un tubo Eppendorf estéril.
Aniadir 0,1 volumenes de soluciéon 3M acetato sédico pH 5.3 estéril. Homogeneizar suavemente la suspension.

Precipitar el DNA con 2 volumenes de etanol absoluto (Carlo Erba). Agitar con vértex e incubar 20-30 min en
hielo picado.

Centrifugar a 12000xg, 10-15 min a 4°C. Descartar el sobrenadante mediante aspiracion.
Lavar el DNA precipitado con 0.3-0.5 ml de etanol 70% (v/v). Agitar suavemente con vortex.
Centrifugar a 12000xg, 5-10 min. Descartar el sobrenadante mediante aspiracion.

Secar el DNA precipitado. Para ello, es conveniente utilizar una campana de secado conectada a una bomba de
vacio 5 min.

10. Resuspender el DNA precipitado en tampén TE 1x o agua Milli-Q estéril.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién:

Solucién 3M acetato sédico pH 5.3; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 24.61 g de acetato sodico anhidro (C,H;NaO,)(Fluka).
Disolver en 90 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 5.3 con acido acético glacial (Carlo Erba) y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.
Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a 4°C.

VI1.D.3. Métodos de modificacién de DNA

VI.D.3.A.1. Digestioén con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion y las soluciones tampén que se ha utilizado han sido suministradas por Boehringer

Mannheim, New England Biolabs y Promega (Tabla XXXII).

TABLA XXXII. Enzimas de restriccion utilizados en este trabajo experimental

Fabricante

Enzima de restriccion

Boehringer Mannheim Aatll (A) BamHI (B) BssHII (A)  EcoRV (B) Notl (H) Sall (H)
Accl (A) Bglll (M) Dral (M) Hindlll (B) Pstl (H) Smal (A)
Avill (H) BstXI (H) EcoRlI (H) Ncol (H) Sacl (A) Xbal (H)

New England Biolabs

Promega

Mscl (NEBuffer 4)
Acc65I (D)

La cantidad de DNA plasmidico o viral que se ha usado para digerir oscila entre 0.2-5 pug en un volumen final de

digestion de 8-40 pl dependiendo, respectivamente, de si la digestion tenia un caracter analitico o preparativo. Se ha

llevado a cabo digestiones totales de DNA con 1-10 unidades de enzima por ug de DNA durante 1-2 h, a la T2 éptima de

actividad de la enzima indicada por el fabricante. EI DNA ha sido digerido por una o varias enzimas intercalando pasos de

recuperacion del DNA. En los casos de compatibilidad de las condiciones 6ptimas de restriccion de dos enzimas se ha

digerido el DNA utilizando ambas enzimas simultaneamente.
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VI.D.3.A.2. Modificaciéon enzimatica del DNA

En este apartado se describe los métodos enzimaticos usados para la modificacion del DNA, esto es, la
defosforilacion de extremos 5'-fosfato, la ligacion de fragmentos de DNA, la conversion de extremos cohesivos a
extremos romos, el marcaje de DNA y la obtencién de deleciones anidadas de DNA.

VI.D.3.A.2.a. Defosforilacién de extremos 5’-fosfato

La fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) es una glicoproteina dimérica de 140 kDa con actividad serina
hidrolasa, que cataliza la eliminacion de los grupos 5-fosfato de los extremos de DNA, RNA y de ribonucledsidos- y
desoxiribonucledsidos-trifosfato. La defosforilacion de extremos 5'-fosfato se ha llevado a cabo sobre moléculas de DNA
lineales con la intencidon de optimizar los procesos de ligacion no direccionales. Se ha defosforilado el DNA plasmidico
linearizado para evitar que éste recircularice en ausencia de un fragmento de DNA a insertar. Alternativamente, también
se ha defosforilado el DNA a insertar para evitar que se encadenen varios fragmentos del mismo. La defosforilacion de
extremos 5'-fosfato asegura por tanto que el clon transformante seleccionado sea portador de un plasmido que ha
incorporado un fragmento de DNA. El método utilizado es el que se describe a continuacion:

1. Linearizar 0.2-0.5 pg de DNA plasmidico mediante restriccion.
2. Recuperar el DNA plasmidico linearizado. Resuspender el DNA recuperado en 18 pl de agua Milli-Q estéril.

3. Anadir 2 pl de tampodn de defosforilacion 10x (0.5M Tris HCI pH 8.5, 1mM EDTA) (Boehringer Mannheim). Agitar
suavemente para homogeneizar la mezcla.

4. Anadir 0.5-1 ul de CIAP (Boehringer Mannheim) preparada a 1 unidad/ul. Agitar suavemente para homogeneizar
la mezcla.

5. Incubar en bafio termostatico a 37°C, 2 h.

6. Inactivar la CIAP con 0.1 volumenes de una soluciéon 0.5M EDTA pH 8.0 e incubando en un bafio termostético a
70°C, 10 min.

7. Recuperar el DNA segun el método de extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico seguido de
precipitacion alcohdlica.

ElI DNA defosforilado y recuperado se ha utilizado posteriormente en reacciones de ligacion de fragmentos de DNA.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

EDTA 0.5M pH 8.0; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 18.61 g EDTA (C+oH14sN2Na,0g-2H,0) (Serva).

Disolver en 80 ml de agua Milli-Q. EI EDTA no se disuelve totalmente hasta que no se ajusta el pH de la mezcla.
Ajustar a pH 8.0 con NaOH 1M y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.

Conservar a T? amb.

VI.D.3.A.2.b. Ligacion de fragmentos de DNA

La T4 DNA ligasa es una proteina de 68 kDa del bacteriéfago T4 que cataliza la formacién del enlace fosfodiéster
entre extremos yuxtapuestos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato de DNA doble hebra. EI método utilizado es el que se describe a
continuacion:
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1. Digerir 0.2-0.5 ug de DNA plasmidico con 1 6 2 enzimas de restriccion. Recuperar el DNA plasmidico linearizado.
2. Digerir y recuperar el fragmento de DNA a insertar.

3. Mezclar el DNA plasmidico y el fragmento de DNA a insertar en una proporcién molar 1:2. En un caso particular
de ligacién direccional con extremos BamHI (GATC) y Acc65] (GTAC) no compatibles, ha resultado decisivo
incubar dicha mezcla 5 min a 45°C y 5 min en hielo picado para evitar la religaciéon del plasmido.

4. Anadir 0.1 volumenes de tampdn de ligacién 10x (0.66M Tris HCI pH 7.5, 50mM MgCl,, 10mM ditioeritritol (DTE),
10mM ATP) (Boehringer Mannheim).

5. Anadir 0.5-2 pl de T4 DNA ligasa (Boehringer Mannheim) preparada a 1 unidad/pl.

6. Incubar en bafio termostatico a 16°C, 14-16 h (ligacion de extremos cohesivos) 6 4°C, 14-16 h (ligacion de
extremos romos).

En este trabajo experimental, la ligacion de fragmentos de DNA ha sido generalmente direccional, es decir, que han
participado extremos preferentemente cohesivos y no compatibles de como minimo 2 enzimas de restriccion distintas. De
esta manera, la insercién del fragmento de DNA sélo ha podido ocurrir en una direccién. Cuando en la reaccion de
ligacion ha intervenido tan sélo 1 diana de restriccion, 6 2 con extremos compatibles entre si, la inserciéon se ha podido
dar en los dos sentidos. En este caso, ademas, el plasmido puede cerrarse incorporando ninguna, una o varias copias del
fragmento. Para evitar estos fendmenos de religacion o de insercién multiple, se ha defosforilado los extremos 5 del
plasmido o del fragmento a insertar, respectivamente. Por otro lado, cuando en la reaccién de ligacion han mediado
extremos romos se ha duplicado las cantidades de los fragmentos de DNA a unir. El producto de una reaccion de ligacién
se ha utilizado directamente para la transformacion de células competentes.

Un caso particular de ligacion de fragmentos de DNA ha sido la insercion de adaptadores de DNA. Los adaptadores
utilizados tienen un tamafio de 14-51 pb y cada uno estd formado por dos oligonucledtidos complementarios en su
secuencia. La relevancia de la insercion de estos fragmentos ha llevado a establecer un método que rentabilice el
proceso de seleccién de los clones transformantes de interés. El método utilizado es el que se describe a continuacion:

1. Transferir 0.2 ng de DNA plasmidico linearizado a un tubo Eppendorf estéril en un volumen de 1-4 ul (0.2-0.05
pg/pl).
2. Anadir 0.8 pl de tampo6n TE 10x.

3. Diluir 5 pl de solucion de adaptador preparada a 43.74 pmol/ul en 20 pl de agua Milli-Q. Se obtienen 25 ul de
solucién de adaptador a 8.75 pmol/ul.

4. Afadir 1-3 pl de solucion de adaptador (8.75 pmol/ul) a la mezcla de reaccion de manera que la relacién molar
adaptador:plasmido sea 250:1. En la Tabla XXXIII se indica el volumen de adaptador a afiadir para cumplir con
un exceso molar 250x y segun sea el tamafio del plasmido linearizado.

5. Ajustar el volumen total de la mezcla de reaccion a 8 ul con agua Milli-Q estéril. Homogeneizar suavemente con
agitacion.

6. Incubar en un bafio termostatico a 42°C, 5 min.

7. Incubar en hielo picado 10 min.

8. Anadir 5.5 ul de agua Milli-Q estéril a la mezcla de reaccion.

9. Anadir 1.5 ul de tampodn de ligacion 10x (Boehringer Mannheim). Homogeneizar suavemente con agitacion.
10. AdAadir 1 ul de T4 DNA ligasa (Boehringer Mannheim) preparada a 1 unidad/ul.

11. Incubar en bafio termostatico a 16°C, 14-16 h (ligacion de extremos cohesivos) 6 4°C, 14-16 h (ligacidon de
extremos romos).
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TABLA XXXIII. Cantidad de adaptador en la mezcla de reaccion

Plasmido linearizado (0.2 ng)

Adaptador de DNA

b mol/reaccion pmol/reaccion Volumen (ul) de
P P (exceso molar 250x)  solucion 8.75 pmol/pl
3000 0.1026 25.65 2.93
3500 0.0879 21.97 2.51
4000 0.0769 19.22 2.19
4500 0.0684 17.10 1.95
5000 0.0615 15.37 1.75
5500 0.0559 13.97 1.59
6000 0.0513 12.82 1.46
6500 0.0473 11.82 1.35
7000 0.0439 10.97 1.25
7500 0.0410 10.25 1.17
8000 0.0385 9.62 1.10
Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.
Tampon TE 10x: 100mM Tris HCI pH 8.0, 10mM EDTA; 100 ml
Pesar y poner en un vaso de precipitados:
Tris base (Serva) ......oooiiiiiiiiiie e 12g
EDTA (C10H14N2N3205-2H20) (Serva) ................................................... 0.4 g

Disolver en 90 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 8.0 con HCI 0.2M y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.
Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.

Conservar a T2 amb.

En este trabajo experimental se ha observado que, al transformar células competentes con el DNA plasmidico que

incorpora adaptadores, un 5-25% de los clones transformantes obtenidos son portadores del pldsmido religado. Los

porcentajes extrafiamente elevados de religacion se pueden deber a digestiones incompletas del plasmido.

VI.D.3.A.2.c. Conversion de extremos 5’ protruyentes a extremos romos (Klenow)

Para convertir extremos 5’-fosfato protruyentes en extremos romos se ha utilizado el fragmento Klenow de 76 kDa de

la DNA polimerasa | de E. coli. Este fragmento constituye la subunidad grande (aminoacidos 326-928) de la holoenzima y

conserva las actividades polimerasa 5 —3’ DNA dependiente y exonucleasa 3'—»5’ de la enzima nativa. En presencia de

Mg*? y de los mononucleétidos (dNTPs) necesarios, Klenow cataliza la adicion de éstos al extremo 3'-hidroxilo de una

cadena de DNA doble hebra hasta convertir el extremo 5’ protruyente en romo. EI método utilizado es el que se describe

a continuacion:

1. Linearizar 0.2-0.5 ung de DNA con un enzima de digestion que genera extremos cohesivos 5’ protruyentes.
Recuperar el DNA plasmidico linearizado en 20 pl de agua Milli-Q estéril.

2. Adadir 1.5 pl de una solucién de dNTPs preparada a una concentracion 2.5mM.

3. Adadir 2.5 ul de tampdn Klenow 10x. Agitar suavemente para homogeneizar la mezcla.

4. Anadir 1 pl de Klenow (Boehringer Mannheim) preparada a 2 unidades/ul. Agitar suavemente para homogeneizar

la mezcla.

5. Incubar la reacciéon en bafio termostatico a 37°C, 2 h.
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EI DNA con extremos romos obtenido se ha utilizado directamente en las reacciones de ligacion de fragmentos. Esto
ha sido posible porque el tampoén Klenow es compatible con el tampdn de la reaccién de ligacién. En ocasiones, el DNA
modificado con Klenow ha sido digerido con enzimas de restriccién. En tal caso, primero se ha recuperado el DNA
modificado mediante el método de extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico seguido de precipitacion alcohdlica.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Tampoén Klenow 10x: 0.5M Tris HCI pH 7.6, 0.1M MgCly; 10 ml

Pesar y poner en un vial 0.6 g Tris base (Serva).

Disolver en 8 ml de agua Milli-Q.

Anadir 1 ml de MgCl, 1M

Ajustar a pH 7.6 con HCI 1M y enrasar a 10 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas y conservar congelado a —20°C.

MgCl, 1M; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 20.33 g cloruro magnésico hexahidratado (MgCl,-6H,0) (Fluka).
Disolver en 80 ml de agua Milli-Q.

Enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.

Conservar a T? amb.

VI.D.3.A.2.d. Conversion de extremos 5’ protruyentes a extremos romos (Mung Bean)

Para convertir extremos 5’-fosfato protruyentes en extremos romos también se ha utilizado la enzima nucleasa Mung
Bean, extraida de brotes de Phaseolus aureus. La nucleasa Mung Bean es una glicoproteina pequefia de 35-39 kDa
formada por dos subunidades que degrada preferentemente DNA monohebra y RNA con una combinacién de actividades
5 exonucleasa y endonucleasa. No obstante, la nucleasa Mung Bean también tiene actividad 5 exonucleasa sobre
extremos 5’ protruyentes de moléculas de DNA doble hebra. Mung Bean genera extremos romos si el par de bases
terminal del DNA tratado va a ser GC. Por el contrario, cuando el par de bases terminal en la molécula de DNA va a ser
AT, Mung Bean genera con mayor frecuencia extremos desiguales no romos. El método utilizado es el que se describe a
continuacion:

1. Linearizar 0.5-1 pg de DNA con una enzima de digestion que genere extremos cohesivos 5 protruyentes.
Recuperar el DNA plasmidico linearizado en 50 pl de agua Milli-Q estéril.

2. Afadir 10 pl de tampodn de nucleasa Mung Bean 10x (0.3M acetato sddico pH 4.6, 0.5M NaCl, 10mM acetato de
zinc, 0.01% Triton X-100) (Boehringer Mannheim).

3. Anadir 30 pl de agua Milli-Q. Agitar suavemente para homogeneizar la mezcla.

4. Afnadir 10 pl de una suspension de nucleasa Mung Bean (Boehringer Mannheim) preparada a 0.1-0.25
unidades/ul en tampdén de nucleasa Mung Bean 1x.

5. Incubar la reaccién en bafio termostatico a 25°C.

6. Extraer alicuotas de 33 pl cada 20 min. Afadir en cada alicuota 1 pl 0.5M EDTA pH 8.0, homogeneizar
suavemente la mezcla e incubar en hielo picado. Estas alicuotas son muestras progresivas de la reaccion de
conversion de extremos cohesivos a extremos romos.

7. Afadir 3.4 pl (0.1 volimenes) de 5M NaCl. Agitar suavemente para homogeneizar la mezcla.

8. Aradir 38 ul (1 volumen) de la fase fendlica de una solucién fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/viv).
Emulsionar mediante agitacién con vortex.

9. Centrifugar a 12000xg, 4 min a T? amb.
10. Recuperar la fase acuosa y transferirla a un tubo Eppendorf estéril.
11. Precipitar el DNA con 3 volumenes de etanol absoluto. Agitar con voértex e incubar 20-30 min en hielo picado.

12. Centrifugar a 12000xg, 10-15 min a 4°C. Descartar el sobrenadante mediante aspiracion.
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13. Hidratar el DNA precipitado con 0.5 ml de etanol 70% (v/v). Agitar suavemente con vortex.
14. Centrifugar a 12000xg, 5-10 min. Descartar el sobrenadante mediante aspiracion.

15. Secar el DNA precipitado. Para ello, es coveniente utilizar una campana de secado conectada a una bomba de
vacio 5 min.

16. Resuspender el DNA precipitado en 10 ul de tampoén TE 1x o agua Milli-Q estéril.

El DNA tratado con nucleasa Mung Bean y posteriormente recuperado se ha usado en reacciones de restriccion de
DNA y en reacciones de ligacion de fragmentos.

VI.D.3.A.2.e. Marcaje no radiactivo de DNA

Durante el desarrollo de este trabajo experimental se ha utilizado técnicas de hibridacién del DNA como método
analitico para confirmar la presencia o ausencia de una determinada secuencia de DNA en el genoma de un virus
recombinante. La hibridacidon del DNA se ha llevado a cabo sobre transferencia Southern o directamente sobre placas de
cultivo (hibridacién in situ). El principio de deteccion es el mismo en ambos métodos: un fragmento de DNA
desnaturalizado, marcado no radiactivamente y con idéntica secuencia a aquélla que se quiere localizar, rastrea el
genoma viral en busca de su secuencia complementaria. En caso de hallarla se une a ella, y al estar marcado se puede
localizar a ambos. Este fragmento de DNA recibe el nombre de DNA sonda. En este apartado se describe el método
utilizado para obtener un DNA sonda.

El marcaje de los DNA sonda utilizados se ha realizado segin el método descrito en el “DIG DNA Labelling and
Detection Kit” (Boehringer Mannheim). Este método se basa en la técnica de cebadores al azar. Se trata de utilizar una
mezcla de oligonucleétidos (en el kit son hexanucledtidos) sintetizados al azar que actuan de cebadores para la actividad
polimerasa 5—3 del fragmento Klenow. Los hexanucleétidos que hallan su secuencia complementaria sobre la
secuencia de DNA que se pretende marcar hibridaran con ella y serviran de iniciadores para la sintesis de la cadena de
DNA complementaria. En la mezcla de reaccion también hay analogos de nucleétidos que se incorporan a la cadena en
sintesis a la vez que la marcan de manera especifica. Los analogos utilizados en este trabajo han sido DIG-11-dUTP y
BIO-16-dUTP, ambos analogos del dTTP. Estos analogos son una molécula de dUTP que lleva ligada una molécula de
digoxigenina (DIG) o biotina (BIO) a la base nitrogenada. El producto final de la reaccién es un coctel de cadenas de DNA
complementarias a ambas cadenas del fragmento a marcar, que llevan incorporadas moléculas DIG (o BIO). Estos
fragmentos de DNA marcados se denominan DNA sonda. La utilizacién de anticuerpos anti-DIG (o anti-BIO) conjugados
a fosfatasa alcalina (anti-DIG/AP o anti-BIO/AP, respectivamente) permitira localizar mediante la reaccién cromogénica de
la fosfatasa alcalina el lugar de apareamiento del coctel de sondas.

El método utilizado para el marcaje no radiactivo de DNA es el que se describe a continuacion:

1. Transferir 0.5-1 pg de DNA lineal puro, con secuencia nucleotidica idéntica a la que se quiere localizar en el
genoma viral, a un tubo Eppendorf en un volumen < 15 pl.

2. Desnaturalizar el DNA a 95°C durante 10 min.
3. Enfriar rapidamente el tubo en un bafio de agua/hielo. Incubar 3 min.

4. Adadir 2 pl de mezcla de hexanucledétidos en tampdn de reaccion 10x (Boehringer Mannheim) y 2 ul de mezcla
de dNTP 10x (1mM de dATP, dCTP y dGTP, 0.65mM dTTP, 0.35mM dUTP*DIG, pH 6.5) (Boehringer
Mannheim).

Enrasar, si procede, a 19 ul con agua Milli-Q estéril.

Anadir 1 ul de Klenow (Boehringer Mannheim) preparada a 2 unidades/pl.

Homogeneizar e incubar en bafio termostatico a 37°C, durante 1-8 h.

Parar la reaccion con 2 ul de 0.2M EDTA pH 8.0.

Precipitar el DNA con 2 ul de 5M NaCl y 75 pl de etanol absoluto (Carlo Erba) frio (—20°C).
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10. Homogeneizar la suspension. Incubar durante 2h a —-80°C.

11. Centrifugar a 12000xg, 30 min 4°C. Descartar el sobrenadante de centrifugacién mediante aspiracion.
12. Lavar el DNA precipitado con 40 pl de etanol 70% (v/v) frio (—20°C).

13. Centrifugar a 12000xg, 5-10 min. Descartar el sobrenadante de centrifugaciéon mediante aspiracion.

14. Secar el DNA precipitado. Para ello, es conveniente utilizar una campana de secado conectada a una bomba de
vacio 5 min.

15. Resuspender el DNA sonda precipitado en 50 ul de tampén TE 1x.

El DNA sonda, antes de aplicarlo a la solucién de hibridacion, se debera desnaturalizar a 95°C durante 10-15 min, y
enfriar rapidamente en un bafio de agua/hielo durante 5-10 min.

VI.D.3.A.2.f. Deleciones anidadas de DNA

Para la obtencion de deleciones anidadas de DNA se ha utilizado la nucleasa BAL-31 de Alteromonas espejiana. BAL-
31 es una enzima dependiente de calcio y magnesio, con actividad exonucleolitica 3'>5’, que elimina mononucleétidos
de moléculas de DNA doble hebra. BAL-31 también tiene actividad exonucleolitica 5°—3’ y endonucleolitica sobre DNA
monohebra. La combinacién de las dos actividades exonucleoliticas conlleva que la molécula de DNA doble hebra lineal
pierda mononucleétidos en ambos extremos. Por otro lado, en toda preparacién comercial de BAL-31 existen dos formas
cinéticamente distintas de la nucleasa: una forma F (‘fast’) de 105 kDa y una forma S (‘slow’) de 85 kDa, mas lenta, que
es un producto de degradacion proteolitica de la primera. La velocidad con la que BAL-31 digiere el DNA esta en funcion
de la proporcion de formas F y S en la preparacion utilizada. El producto de digestiéon de DNA doble hebra con BAL-31
es, por consiguiente, un conjunto de deleciones muy heterogéneo en cuanto a tamanio.

En este trabajo se ha utilizado BAL-31 para digerir DNA doble hebra linearizado. Se obtiene asi un conjunto de
deleciones unidireccionales desde el punto de linearizaciéon del DNA. El resultado final es que en el DNA remanente de la
digestion quedan representadas dichas deleciones de manera que, a modo de ‘maTpélwka’ (mufieca rusa), una deleciéon
mayor comprende a su vez una delecion menor. Se habla entonces de deleciones anidadas.

El método utilizado para la obtencion de deleciones anidadas es el que se describe a continuacion:

1. Transferir 2-2.5 ng de un plasmido doble hebra linearizado y recuperado en 38 pl de tampén TE 1x, o agua Milli-
Q estéril, a un tubo Eppendorf estéril.

2. Anadir 10 pl de tampon BAL-31 5x. Agitar suavemente con vortex.

3. Extraer una alicuota de 8 pl de la mezcla de reaccion. Afadir a ésta 1 ul 0.5M EDTA pH 8.0, incubarla en hielo
picado 2 min y guardarla a —20°C. Esta alicuota constituye el control de no-delecion.

4. Incubar la mezcla de reaccién en un bafo termostatico a 30°C.
5. Anadir 1 ul de BAL-31 (Boehringer Mannheim) preparada a 0.5 unidades/ul en tampon BAL-31 1x.

6. Extraer alicuotas de 8 ul cada 2 min. Para cada alicuota, afadir 1 ul 0.5M EDTA pH 8.0, incubarla en hielo
picado 2 min y guardarla a —20°C. Estas alicuotas son las muestras de delecién progresiva.

7. Anadir a cada alicuota obtenida 9 ul de agua Milli-Q estéril y 2 ul de solucion 3 M acetato sédico pH 5.3. Agitar
suavemente con vortex.

8. Recuperar el DNA tratado de cada alicuota segun el método de extraccién con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico y precipitacion alcohdlica.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién:

Tampon BAL-31 5x: 0.1M Tris HCI pH 7.2, 3M NaCl, 62.5mM MgCl;, 62.5mM CaCl,, 5mM EDTA; 50 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:
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TriS Dase (SErva) ...c..ooiiiiiiieii e
Cloruro sédico (NaCl) (Fluka)

Cloruro magnésico hexahidratado (MgCl,-6H,0) (Fluka) ................... 0.63 g
Cloruro calcico dihidratado (CaCl,-2H,0) (FIuka) .......ccccoveeiiiieeennnnen. 0.46 g
EDTA (C10H14N2N3208‘2H20) (Serva) ................................................. 0.09 g

Disolver en 45ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 7.2 con HCI 1M y enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).

Inactivar DNAasas mediante autoclavado a 121°C, 15 min seguin programa de autoclavado de liquidos.
Preparar alicuotas y conservar congelado a —20°C.

VI.D.3.A.3. Sintesis de adaptadores de DNA

Los adaptadores de DNA son pequefios fragmentos de DNA doble hebra utilizados tradicionalmente para introducir
nuevas dianas de restriccion en una secuencia dada. En este trabajo se ha utilizado pequefios fragmentos de DNA doble
hebra para insertar o substituir secuencias de aminoacidos en la MBP y en la B-galactosidasa, sin que por ello se haya
introducido necesariamente nuevas dianas de restriccién. Aun asi, se ha preferido mantener el término adaptadores de
DNA para designar al conjunto de todos ellos.

Los adaptadores se han formado por hibridacion de dos oligonucleétidos complementarios en su secuencia. Estos
oligonucledtidos han sido sintetizados quimicamente a pequefia escala (0.01-0.05 umolar) y sin fosforilar su extremo 5’,
purificados por un procedimiento estandar y servidos liofilizados (Boehringer Mannheim). Los oligonucleétidos han sido
disefiados para, habiendo formado el adaptador, generar extremos compatibles con dianas de restriccion de los genes
malE y lacZ. Los oligonucleétidos que se consideran codificantes (aquéllos cuya secuencia coincide con el mMRNA) han
sido disefiados, en su mayoria, en el uso de codén éptimo de E. coli.

El método utilizado para la sintesis de los adaptadores de DNA es el que se describe a continuacion:

1. Rehidratar cada oligonucleétido en un volumen de agua Milli-Q estéril tal que su concentracion final sea 100
pmoles/pul.

2. Transferir 2.86 ul de ‘Annealing Buffer’ (suministrado en el kit de secuenciacion de DNA "'Sequencing™ Kit de
Pharmacia) a un tubo Eppendorf estéril. Este tampon contiene MgCl, y DTT.

3. Anadir 10 ul de ambas suspensiones de oligonucleétido preparadas a 100 pmol/ul. Homogeneizar suavemente la
mezcla.

(Opcional) Incubar en bafio termostatico a 80°C, 1 min.
Incubar en bafio termostatico a 65°C, 5 min.
Incubar en bafio termostatico a 37°C, 10 min.

Incubar a T2 amb 10 min.
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Conservar la solucién de adaptador en hielo picado si se va a utilizar de inmediato. De lo contrario, guardar a —
20°C.

La solucion preparada constituye la solucion madre del adaptador y su concentracion es de 43.74 pmol/ul. La
composicion (%G+C) y la longitud de los oligonucledtidos han condicionado las temperaturas de incubacién durante la
sintesis de los adaptadores. A pesar de que la incubacién a 80°C se sefiala como opcional, en la sintesis de mas del 70%
de los adaptadores se ha incluido este paso ya que la temperatura de fusion termodindmica (Tm, de ‘melting
temperature’) de los distintos oligonucleétidos supera, a veces ampliamente, los 75°C.
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VI.D.4. Métodos de analisis de DNA

VI.D.4.A.1. Electroforesis horizontal en geles de agarosa

La electroforesis horizontal en geles de agarosa se basa en la migracién diferencial que tienen los fragmentos de DNA

de diferente tamano cuando, embebidos en un gel de agarosa, son sometidos a un campo eléctrico. De esta manera se

puede analizar el numero y la distribucién de tamafos de los fragmentos de DNA en una muestra. Esta técnica se

convierte en una metodologia analitica y preparativa muy util si se combina con un sistema de recuperacion de DNA

tratado a partir de geles de agarosa.

En este trabajo se ha utilizado la electroforesis horizontal en geles de agarosa para analizar el patron de fragmentos

que se obtienen tras digerir DNA plasmidico o viral con enzimas de restriccion. En la preparacion de los geles de agarosa

se ha utilizado siempre agarosa de baja electroendésmosis (FMC, Ecogen) a una concentracion 0.5-2 % (p/v) en funcion

del tamafio de los fragmentos que interesaba resolver: 0.5% (p/v) para resolver fragmentos > 8 kb y 2% (p/v) para

resolver fragmentos < 400 pb. Todas las electroforesis se han desarrollado en tampén Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE 1x).

El método utilizado para llevar a cabo electroforesis horizontal en geles de agarosa es el que se describe a

continuacion:

Preparacién del gel de agarosa

1.

Pesar y poner en un frasco Erlenmeyer la cantidad de agarosa (FMC, Ecogen) necesaria en funcion del volumen
de gel y del porcentaje de agarosa final deseado.

Afadir un volumen de TAE 1x equivalente al volumen final de gel a preparar. Los geles de mayor tamafio se han
utilizado para analizar el patron de restriccion del DNA gendmico viral.

Fundir la agarosa en un microondas llevando la mezcla repetidamente al punto de ebullicion. Agitar suavemente
para homogeneizar la mezcla.

Atemperar la solucion a T? amb hasta aprox. 45-50°C.

Colocar el molde que da forma al gel sobre una superficie horizontal. Colocar el “peine” que da forma a los
pocillos de aplicacién de muestra escorado a un extremo del molde. Verter la agarosa en el molde y dejar
solidificar el gel a T? amb.

Retirar el “peine” y colocar el gel en la cubeta de electroforesis. Llenar la cubeta de tampén TAE 1x hasta cubrir
en 1-2 mm la superficie del gel.

Carga de muestra y electroforesis

7.

10.

Afadir 0.33 volumenes de tampdn de aplicacion de DNA 4x a las muestras que se desea analizar. Agitar
suavemente para homogeneizar la mezcla. El tampdn de aplicacién de DNA, a la vez que secuestra iones Mg+2
necesarios en una actividad enzimatica, confiere una mayor densidad a la muestra haciendo mas facil su
aplicacion en el gel de electroforesis.

Aplicar un volumen de cada muestra preparada en un pocillo. Aplicar también los marcadores de pesos
moleculares.

Aplicar un campo eléctrico en la cubeta de electroforesis. El DNA, cargado negativamente, migra hacia el polo
positivo (anodo). La electroforesis horizontal de DNA se ha desarrollado siempre a voltage constante (40-80 V) y
a T2 amb. Para analizar el patrén de restriccion de un genoma viral, y para conseguir una mejor resolucién de los
diferentes fragmentos, se ha aplicado un voltage de 25-30 V durante 14-16 h a 4°C.

Parar el campo eléctrico cuando el marcador (azul de bromofenol) del tampén de aplicacién de DNA alcanza las
3/4 partes del recorrido total del gel.

Tincioén del gel

11.

Extraer el gel de la cubeta de electroforesis.
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12. Sumergir el gel en una bandeja con tampdn TAE 1x y 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Agitar suavemente a T@
amb durante 15-20 min.

13. Visualizar el DNA en el gel sobre un transiluminador de luz ultravioleta. EI bromuro de etidio es un agente
intercalante que emite fluorescencia cuando se aplica luz ultravioleta.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampon TAE 50x; 1L
Pesar y poner en un vaso de precipitados:

TriS DASE (SEIVA) ..eoiiiiiiiiiiiiie et 242.09
EDTA (C10H14N2N8203'2H20) (Serva) ............................................... 18.6 g

Disolver en 800ml de agua Milli-Q.

Anadir 57.1 ml de acido acético glacial (Carlo Erba).

Comprobar que la solucién tiene pH 8.0 y enrasar a 1 L con agua Milli-Q.
Conservar a T2 amb.

Tampoén de aplicacion de DNA 4x: 8% (v/v) Glicerol, 8% (v/v) 0.5 M EDTA pH 8.0, 1.6% (p/v) SDS, 0.08% (p/v) azul de
bromofenol; 5 ml

Pesar y poner en un tubo Eppendorf estéril:

SDS (FIUKA) ..ttt 80 mg
Azul de bromofenol (Merck) .........ccccoiviiiiiiiiiiieee e 4 mg

Disolver en 4.14 ml de agua Milli-Q estéril.

Anadir 0.4 ml de 0.5M EDTA pH 8.0 estéril.

Afadir 0.46 ml de glicerol 87% (p/v) (Fluka) estéril.

Agitar el tubo con vértex suavemente para homogeneizar la mezcla.
Conservar a T* amb.

En una electroforesis en gel de agarosa los fragmentos de DNA se separan de manera directamente proporcional al
logaritmo de su tamafio. Se puede determinar el tamafio de un fragmento de DNA comparando su migracion con el
patrén de migracion de los marcadores de peso molecular, que son fragmentos de tamafio conocido. Los marcadores de
peso molecular de DNA mas utilizados han sido A/BstEll (Sigma, New England Biolabs), A/Hindlll (Sigma, Boehringer
Mannheim), MEcoRI Hindlll (Sigma, Boehringer Mannheim) y pBR328/Bgll + pBR328/Hinfl (Boehringer Mannheim).

VI.D.4.A.2. Cuantificacion del DNA

La cuantificacion del DNA consiste en valorar numéricamente la concentracion de DNA de la muestra. La
cuantificacion puede ser espectrofotométrica o bien por fluorescencia a partir de geles de agarosa.

VI.D.4.A.2.a. Cuantificaciéon espectrofotométrica

La cuantificacion espectrofotométrica permite cuantificar el DNA de la muestra y determinar el grado de contaminacion
por RNA. Este método se ha utilizado para cuantificar muestras puras de DNA viral y de DNA plasmidico obtenidos por
métodos semipreparativos. La cuantificacion ha permitido ajustar las cantidades requeridas de ambos DNA en los
experimentos de co-transfeccion de células eucariotas. El método utilizado es el que se describe a continuacion:

1. Preparar una dilucion 1:200 - 1:500 de las muestras de DNA en tampdn TE 1x.

2. Transferir 1 ml de tampdn TE 1x a una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Medir al espectrofotometro la A
entre & 320nm y A 220nm (realizar una lectura de barrido). Se configura asi el blanco de absorbancia del tampédn
TE 1x.

3. Transferir 1 ml de muestra diluida a la misma cubeta. Medir al espectrofotémetro la A entre & 320nm y A 220nm
(realizar una lectura de barrido).
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Si se aplica una solucién homogénea de acidos nucleicos, la lectura presenta un perfil caracteristico con un maximo
de absorbancia a aprox. A 260nm, un minimo a aprox. A 230nm y un ligero repunte de absorbancia a A 220nm. Teniendo
en cuenta que un valor Az = 1 corresponde aprox. a 50 ug/ml de DNA doble hebra o a 40ug/ml de DNA monohebra, el
valor de absorbancia a A 260nm nos permite calcular la concentracion de DNA en la muestra aplicada. Si consideramos,
ademas, la dilucion realizada para la lectura, hallaremos la concentracion de DNA en la muestra inicial. La relacién entre
los valores de absorbancia a A 260nm y A 280nm (Azs0/A280) Nos da una estimacién de la pureza del DNA. Preparaciones
puras de DNA y RNA tienen unos valores de relacidon Azso/A2s0 de 1.8 y 2.0, respectivamente. Si la relacion Azeo/A2so de la
muestra aplicada es superior a 1.8 deduciremos que la muestra presenta contaminacion por RNA.

VI.D.4.A.2.b. Cuantificaciéon en geles de agarosa

La cuantificacién en geles de agarosa consiste en estimar la concentracion de DNA a partir de la intensidad de
fluorescencia, inducida por luz ultravioleta, que emiten las moléculas de bromuro de etidio intercaladas en el DNA. Dado
que la intensidad de fluorescencia es directamente proporcional a la masa de DNA, se puede estimar la cantidad de DNA
de la muestra comparando su fluorescencia con la que emite un patrén conocido. Este método es el que se ha utilizado
con mayor frecuencia, siempre que se disponia de poca cantidad de DNA, o cuando las muestras contenian
contaminantes que absorbian luz ultravioleta que invalidaban el analisis espectrofotométrico. EI método utilizado es el
que se describe a continuacion:

1. Preparar un gel de agarosa a un porcentaje acorde al tamafio del fragmento de DNA que se quiere cuantificar.

2. Aplicar la muestra y un volumen de marcador de peso molecular de concentracion conocida. Correr la
electroforesis.

Tefiir el gel y visualizar el patron de bandas sobre un transiluminador de luz ultravioleta.

4. Estimar la cantidad aplicada de DNA muestra comparando la fluorescencia que emite con la que emite un
fragmento de tamafo similar del marcador molecular. Conocida la dilucion realizada durante la preparacion de la
muestra aplicada, se puede calcular la concentracion de DNA en la muestra inicial.

En la Tabla XXXIV se ilustran tres ejemplos de diferentes marcadores de peso molecular para los que se ha calculado
la cantidad de masa correspondiente a cada fragmento, de tamafo conocido, en funcién de la cantidad total de marcador
aplicada.

TABLA XXXIV. Equivalencia en masa de los fragmentos del marcador de peso molecular de DNA

Marcador: A/EcoRI Hindlll Marcador: A/BstEll Marcador: A/Hindlll
Concentracién: 203 ng/ul Concentracion: 200 ng/ul Concentracion: 180 ng/ul
Volumen aplicado: 2 pl Volumen aplicado: 2 pl Volumen aplicado: 2.25 pl
pb fragmento ng DNA pb fragmento ng DNA pb fragmento ng DNA
21226 177.68 8454 69.72 23130 192.13
5184 43.39 7242 59.72 9416 78.62
4973 41.62 6369 52.52 6557 54.75
4277 35.80 5686 46.89 4361 36.41
3530 29.55 4822 39.77 2322 19.39
2027 16.97 4324 35.66 2027 16.92
1904 15.93 3675 30.31 564 4.71
1584 13.26 2323 19.16 125 1.04
1330 11.13 1929 15.91
983 8.23 1371 11.31
831 6.96 1264 10.42
564 4.72 702 5.79
125 1.05 224 1.85
117 0.96
total 48502 406 48502 400 48502 405
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VI.D.4.A.3. Transferencia Southern

La transferencia Southern (Southern, 1975) es un método analitico que permite responder a la pregunta... sen cual de
los diferentes fragmentos de un patrén de restriccion conocido se halla la secuencia de DNA complementaria a un
fragmento de DNA sonda?. En el contexto de este trabajo experimental, mediante la transferencia Southern se ha
pretendido confirmar la incorporacion y localizacién de una determinada secuencia de DNA en el genoma del BoHV-1.

El analisis de transferencia Southern realizado ha consistido en:

a) separar los fragmentos de DNA del genoma del virus segun un patrén de restriccion conocido,
b) transferir y fijar los fragmentos resueltos en su patrén de migracion sobre un filtro de nitrocelulosa,
c) desnaturalizar los fragmentos de DNA sobre el filtro de nitrocelulosa, y

d) hibridar y detectar el fragmento de DNA portador de la secuencia de interés con un DNA sonda.

El método utilizado es el que se describe a continuacion:

Electroforesis y transferencia del DNA

1. Digerir aprox. 1 ng de DNA viral. Utilizar enzimas de restriccion cuyas dianas de corte estén minimamente
mapadas en el genoma del virus.

2. Resolver el patrén de digestion del DNA viral mediante electroforesis en un gel de agarosa.
Tenir el gel con bromuro de etidio.

4. Visualizar el gel sobre un transiluminador de luz ultravioleta de longitud de onda corta. Fotografiar el gel junto a
una regla fluorescente que permita medir la distancia entre los pocillos de aplicacion de muestra y cada una de
las bandas resueltas.

5. Dejar el gel 2 min sobre el transiluminador de luz ultravioleta para romper parcialmente el DNA. Asi se facilita la
posterior transferencia del DNA al filtro de nitrocelulosa.

6. Sumergir el gel boca abajo en la solucidon de desnaturalizacién. Incubar con agitacion suave durante 1 h a T@
amb.

7. Sumergir el gel en la solucidén de neutralizacién. Incubar con agitacién suave durante 1h a T2 amb. Cambiar la
solucion al cabo de 30 min.

8. Cortar un filtro de nitrocelulosa que exceda en 1-2 mm las dimensiones del gel.
9. Sumergir la nitrocelulosa cortada en tampoén SSC 2x. Humedecer sin agitacion.

10. Cortar 1 trozo de papel Whatman 3MM (Schleicher & Schuell) que sea 2 cm més largo que el gel y tenga hasta 2
veces la anchura del gel. Cortar también 2 trozos del mismo papel que exceda en 1-2 mm las dimensiones del

gel.

11. Colocar una plancha de metacrilato o vidrio sobre una cubeta. Cubrir la plancha con el papel Whatman 3MM de
mayores dimensiones, doblando los extremos para que haga contacto con el fondo de la cubeta.

12. Verter tampon SSC 10x sobre el papel Whatman 3MM colocado sobre la plancha, llenando a su vez la cubeta
con un poco de tampoén. Humedecer uniformemente el papel Whatman 3MM.

13. Colocar el gel boca abajo sobre el papel Whatman 3MM humedecido. Asegurarse de que no quedan burbujas de
aire entre el gel y el papel Whatmann 3MM.

14. Colocar la nitrocelulosa sobre el gel situando la cara mate en contacto directo con el gel. La colocacién de la
nitrocelulosa debe acertarse a la primera para evitar “smears” o corrimientos de bandas. Asegurarse de que no
quedan burbujas de aire entre la nitrocelulosa y el gel.

15. Colocar los 2 trozos de papel Whatman 3MM de dimensiones menores sobre el filtro de nitrocelulosa.

16. Cortar 2 tiras de Parafilm® 5 cm mas largas que el gel, y 2 tiras de Parafilm® 5 cm mas anchas que el gel. Insertar
las tiras de Parafilm® 2-3 mm entre el gel y el papel Whatmann 3MM que cubre la plancha, cubriendo los 4
flancos del gel. Esta disposicion conlleva que el tampén SSC 10x de la cubeta sélo pueda ascender por
capilaridad atravesando el grueso del gel.
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17. Colocar el contenido de un paquete servilletas de papel (aprox. 100 servilletas) sobre los 2 trozos de papel
Whatman 3MM. Las servilletas deben tener un tamafo similar al del gel. Colocar una segunda plancha de
metacrilato o vidrio sobre las servilletas, y sobre ésta un peso (aprox. 1 kg).

18. Verter en la cubeta 400 ml de tampon SSC 10x. En este punto se inicia la transferencia, que tiene lugar a T2
amb.

19. Dejar transferir 14-16 h. Cambiar las primeras servilletas himedas pasadas 1-2 h de transferencia.

20. Desmontar la estructura de transferencia. Con el filtro de nitrocelulosa todavia sobre el gel, marcar con una aguja
la posicion de los pocillos de aplicacion de muestra del gel.

21. Sumergir el filtro de nitrocelulosa boca arriba en tampdn SSC 2x sin agitacion durante 10 min a T2 amb.
22. Secar el filtro entre dos hojas de papel Whatman 3MM a T2 amb.
23. Fijar el DNA al filtro de nitrocelulosa cociendo el filtro durante 2 h a 80°C en un horno de vacio.

24. Guardar el filtro cocido entre hojas de papel Whatman 3MM hasta su utilizacién.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién de desnaturalizaciéon: 0.5M NaOH, 1.5M NaCl; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Cloruro sodico (NaCl) (Fluka) ........
Hidroxido sédico (NaOH) (Fluka)

Disolver en 0.4 L de agua Milli-Q.
Enrasar a 0.5 L con agua Milli-Q.

Solucién de neutralizaciéon: 1M Tris HCI pH 8.0, 1.5M NaCl; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

TriS DASE (SEIVA) ...eiiiiiiiiiiie ettt 60.6 g
Cloruro sodico (NaCl) (FIUKQ) .......eveiiiiiiiiiiiie e 4389

Disolver en 0.4 L de agua Milli-Q.
Ajustar a pH 8.0 con HCI 1M y enrasar a 0.5 L con agua Milli-Q.
Tampon SSC 20x: 3M NaCl, 0.3M Citrato sédico pH 7.0; 1 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Cloruro s6dico (NaCl) (FIUKA) .....c.eeevieiiiiiiiceieeee e 1753 g
Trisodio citrato dihidratado (NazCeHs07-2H,0) (Panreac) ................ 88.2¢g

Disolver en 0.8 L de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 7.0 con NaOH 10M y enrasar a 1 L con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a T2 amb.

Pre-hibridacién o bloqueo del filtro de nitrocelulosa

25. Colocar el filtro en una bolsa de hibridacién sellada por todos los lados excepto por uno.

26. Afadir la solucion de hibridacion a razén de 0.2 ml/cm? de filtro en la bolsa. Sellar completamente la bolsa de
hibridacion.
27. Pre-hibridar durante 2-4 h a 42°C.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién de hibridacién: SSC 5x, 50% (v/v) formamida, 0.1% (p/v) Sodio-N-laurylsarcosina, 0.02% (p/v) SDS, 5% (p/v) Reactivo
de bloqueo; 100 ml

Transferir a un frasco tipo Erlenmeyer:

Agua Milli=Q ..o 25 ml
TamMPON SSC 20X ..eeuiiiiiiieiiiieeiee ettt 25 ml
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Formamida (CH3NO) (FIUK) .....cocueiiiiiiiiiiieeieceec e 50 ml
Agente de blogueo (‘Blocking Reagent’) (Boehringer Mannheim) ......... 59

Disolver el agente de bloqueo calentando al microondas con MUCHO CUIDADO DE NO HERVIR LA MEZCLA Y SIN
FORMAR GRUMOS. Si aparecen grumos se debera volver a preparar la mezcla.
Anadir:
Sodio-N-laurylsarcosina (C1sH2sNNaO3) (Fluka) ........cccvevveiniiinieenen. 0.10g
SDS (FIUKA) ettt 0.02¢g

Homogeneizar la mezcla.

Hibridacion
28. Cortar una esquina de la bolsa y eliminar la solucién de pre-hibridacion.

29. Afadir 0.025-0.035 ml/cm? de filtro de solucién de hibridacion que contenga 50-100 ng de DNA sonda recién
desnaturalizada. Procurar que no se seque el filtro en el cambio de soluciones. Sellar de nuevo la bolsa.

30. Hibridar durante 14-16 h a 42°C.

Lavado del filtro
31. Cortar la bolsa por una esquina y recuperar la solucidon de hibridacién. Esta solucion se puede reutilizar en un
futuro, aunque para ello se debera calentar a 95°C para desnaturalizar el DNA sonda que contiene.

32. Lavar el filtro 2 veces con 0.5 ml/cm? de filtro de tampon SSC 2x 0.1% SDS durante 5 min a T? amb. Con estos
lavados se elimina el exceso de DNA sonda adsorbido.

33. Lavar el filtro 2 veces con 0.5 ml/cm? de filtro de tampoén SSC 0.1x 0.1% SDS durante 15 min a 68°C. En este
punto se puede continuar con el revelado del filtro, o bien se puede secar el filtro a T2 amb y revelar cuando se
estime necesario.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Tampodn SSC 2x 0.1% (p/v) SDS; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados 0.5 g SDS (Fluka).
Disolver en 0.45 L de agua Milli-Q.
Anadir 50 ml de tampén SSC 20x y homogeneizar.

Tampon SSC 0.1x 0.1% (p/v) SDS; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados 0.5 g SDS (Fluka).
Disolver en 0.5 L de agua Milli-Q.
Anadir 2.5 ml de tampén SSC 20x y homogeneizar.

Revelado del filtro

34. Lavar el filtro con 1 ml/cm? de filtro de Tampén 1 durante 1 min, a T2 amb con agitacién suave.

35. Incubar el filtro con 1 ml/cm? de filtro de Tampén 2 durante 30 min, a T® amb con agitacion suave. Tener el
Tampén 2 preparado 1 h antes de usarlo pues debe atemperarse a T amb.

36. Repetir el paso 34.

37. Preparar una diluciéon 1:5000 de anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (anti-DIG/AP) en
Tampon 1. Las diluciones de anticuerpo soélo son estables durante 12 h a 4°C. Se utiliza anti-DIG/AP Unicamente
si la sonda utilizada en la hibridacién ha sido marcada con DIG.

38. Incubar el filtro con 0.2 ml/cm? de filtro de la suspensién de anticuerpo diluido durante 30 min, a T2 amb con
agitacion suave.

39. Descartar la solucion de anticuerpo. Lavar 2 veces el filtro con 1 ml/cm? de filtro de Tampén 1 durante 15 min a
T2 amb con agitacion suave.

40. Equilibrar el filtro con 0.2 ml/cm? de filtro de Tampon 3 durante 2 min, a T2 amb con agitacion suave.
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41. Introducir el filtro en una bolsa de hibridacion. Afadir 0.1 ml/cm? de filtro de la solucion de revelado de fosfatasa
alcalina (marrén) recién preparada. Incubar a oscuras durante 3-4 h (o hasta que se vean las bandas deseadas),
a T2 amb sin agitacion.

42. Sacar el filtro de la bolsa de hibridacién. Parar la reaccion con 0.5 ml/cm? de filtro de tampoén TE 1x durante 5
min, a T? amb con agitacion suave.

43. Secar el filtro a T amb y guardarlo.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Tampén 1: 0.1M Tris HCI pH 7.5, 0.15M NaCl; 1.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Tris Dase (SErva) ....coceiiiiiiiiiii e 18.17 g
Cloruro s6dico (NaCl) (FIUKA) ....cc.eeiiiiiiiiieiiceieeie e 13.15g

Disolver en 1.3 L de agua Milli-Q.
Ajustar a pH 7.5 con HCI 2M y enrasar a 1.5 L con agua Milli-Q.

Tampén 2: 0.1M Tris HCI pH 7.5, 0.15M NaCl, 0.5% (p/v) agente de bloqueo; 300 ml
Pesar y poner en un frasco Erlenmeyer 1.5 g de agente de bloqueo (‘Blocking Reagent’) (Boehringer Mannheim).
Disolver en 300 ml de Tampon 1 calentando al microondas SIN LLEGAR A HERVIR LA MUESTRA.
Homogeneizar y atemperar a T? amb. Es conveniente preparar la solucion 1 h antes de usarla.

Tampoén 3: 0.1M Tris HCI pH 9.5, 0.1M NaCl, 50mM MgCl,; 200 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Tris Das@ (SEIVa) ....coouiiiiiiiiiieet e 2429
Cloruro s6dico (NaCl) (FIUKA) ....cc.eviiiieiiiiiieeeieee e 1179

Disolver en 170 ml de agua Milli-Q.

Anadir 10 ml de MgCl, 1M.
Ajustar a pH 9.5 con HCI 0.2M y enrasar a 200 ml con agua Milli-Q.

Solucién de revelado de fosfatasa alcalina (marrén); 10 mi

IMPORTANTE: Esta solucion se debe preparar pocos minutos antes de ser utilizada.
Transferir 10 ml de Tampodn 3 a un vial estéril.

Anadir 45 pl de solucion NBT 75 mg/mly 35 ul de soluciéon BCIP 50 mg/ml.
Homogeneizar la mezcla y proteger de la luz.

Soluciéon NBT 75 mg/ml; 0.5 ml

Mezclar en un tubo Eppendorf estéril 0.7 ml de N,N-dimetil formamida (CsH;NO) (Fluka) y 0.3 ml de agua Milli-Q estéril.
La solucion resultante es 70% (v/v) N,N-dimetil formamida.

Pesar y poner en un tubo Eppendorf estéril 37.5 mg de NBT (cloruro de azul de p-nitrotetrazolio) (BioRad).

Afadir 0.5 ml de 70% (v/v) N,N-dimetil formamida y disolver el NBT con agitacion.

Conservar a —20°C.

Solucién BCIP 50 mg/ml; 0.5 ml

Pesar y poner en un tubo Eppendorf estéril 25 mg de BCIP (sal de toluidina 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) (BioRad).
Disolver en 0.5 ml de N,N-dimetil formamida (Cs;H;NO) (Fluka).
Conservar a —20°C.

VI.D.4.A.4. Secuenciacion del DNA

El método empleado para la secuenciacion de DNA se basa en el método enzimatico descrito por F. Sanger (Sanger
et al., 1977; Sanger & Coulson, 1978), y consiste en sintetizar in vitro la cadena de DNA complementaria a aquélla cuya
secuencia se pretende conocer (DNA molde). La nueva cadena se sintetiza a partir de un oligonucleétido iniciador o
cebador que hibrida sobre el DNA molde y marca asi el inicio para la actividad polimerasa 5—3'. La sintesis se da en
presencia de nucledtidos convencionales (dNTPs) y nucleétidos modificados (2’-3'-dideoxinucledsidos 5'-trifosfatos o
ddNTPs). Los ddNTPs difieren de los dNTPs en que carecen del grupo 3’-hidroxilo de la ribosa (contienen por tanto
desoxiribosa). Los ddNTPs actuan como terminadores de la sintesis de DNA pues en ausencia del grupo 3’-hidroxilo no
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se forma el enlace fosfodiéster con el extremo 5'-fosfato del siguiente dNTP. Cuando en una reaccion de sintesis hay,
ademas de los cuatro dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), una pequefa cantidad de un ddNTP en particular (ddATP,
ddGTP, ddCTP o ddTTP), se establecera una competencia entre la elongacién de la cadena mediada por los dNTPs y la
terminacion infrecuente pero especifica inducida por el ddNTP. El producto de la reaccién es un coctel de
oligonucledtidos de diferente longitud. Cuando los cuatro ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP) son usados en
cuatro reacciones enzimaticas diferentes, se obtiene un conjunto de oligonucleétidos que terminan en cada A, G, Cy T
del DNA molde. Estos oligonucledtidos obtenidos se pueden resolver por tamafio mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida capaz de resolver oligonucleétidos que difieren en un solo nucleétido.

En este trabajo experimental se ha utilizado tres kits de secuenciacion diferentes: T7SequencingT"‘ Kit (Pharmacia),
fmol™ DNA Sequencing System (Promega) y ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(PE Applied Biosystems). Los tres kits estan basados en la metodologia de la secuenciacion enzimatica descrita
anteriormente. La diferencia principal entre uno u otro kit es el origen de la polimerasa que utiliza, y la presencia de otros
nucledtidos modificados, a parte de los ddNTPs, en las mezclas de reaccion.

El T7SequencingT"’I Kit es un kit manual de secuenciacion. En él se ha utilizado la polimerasa del bacteriéfago T7 (T7
DNA polimerasa), un analogo del dATP marcado con el isétopo radiactivo ¥g ([a—358]dATP) y, ocasionalmente, las Deaza
G/A™ Sequencing Mixes que contienen los analogos 7-deaza-dNTPs. Los 7-deaza-dNTPs se han utilizado para resolver
el fenébmeno de las compresiones, muy frecuentes en la secuenciaciéon de moléculas de DNA con un alto %G+C. Las
compresiones se deben al apareamiento de bases dentro de una misma cadena, que genera estructuras dificiles de
resolver por electroforesis y que conllevan una interpretacion incorrecta de la secuencia. Los 7-deaza-dNTPs son buenos
substratos para la T7 DNA polimerasa, y se aparean débilmente con los nucleétidos convencionales evitando asi la
formacion de estructuras en una misma cadena. La incorporacion de [a->°S]dATP en el oligonucledtido en sintesis
permite su deteccion posterior mediante autoradiografia sobre el gel de poliacrilamida.

El kit fmo/™ DNA Sequencing System también es un kit manual de secuenciacion. En él se ha utilizado la Sequencing
Grade Tag DNA Polymerase y los analogos [a->°S]dATP y 7-deaza-dNTPs. La Sequencing Grade Tag DNA Polymerase
es una variante de la Taqg DNA Polymerase aislada de Thermus aquaticus. Las propiedades intrinsecas de esta enzima
permiten desarrollar la reaccion de secuenciacidon a una temperatura elevada, y acoplarla a un sistema de termociclacion.
La utilizacién de esta metodologia ofrece una serie de ventajas: a) un requerimiento menor de DNA molde, b) la
desnaturalizacion del DNA molde integrada en el programa termociclico, ¢) una mayor restringencia en la uniéon del
cebador, y d) la secuenciaciéon a través de regiones muy estructuradas de DNA ya sean palindromicas o con un alto
%G+C.

En el kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit se ha utilizado la AmpIiTaq® DNA
Polymerase, el analogo dITP y algunos analogos fluoréforos a los ddNTPs convencionales. La mayor ventaja que se
deriva de utilizar este sitema de secuenciacion es que se prescinde de usar radioactividad. El analogo dITP se utiliza en
substitucion del dGTP convencional para minimizar la compresién de bandas. Los analogos de los ddNTPs van marcados
con una molécula de fluoresceina unida a una molécula de rodamina. La absorcién de un laser de argon por parte de la
molécula de fluoresceina induce a la molécula de rodamina a emitir fluorescencia. La molécula de fluoresceina (6-FAM)
es comun para los cuatro terminadores. Por el contrario, la molécula de rodamina difiere en cada uno de ellos, y por
consiguiente también la longitud de onda a la que emiten. Las moléculas de rodamina para los terminadores A, C, Gy T
son, respectivamente, dR6G (A 568nm), dROX (A 621nm), dR110 (A 543nm) y dTAMRA (A 596nm). En este sistema de
secuenciacion, exceptuando la reaccién de secuenciacién propiamente dicha, la electroforesis capilar y la lectura de la
secuencia son procesos completamente automatizados.

En el desarrollo de este trabajo experimental se ha secuenciado el DNA doble hebra de plasmidos construidos de la
serie pUC y pMAL, y en particular de aquéllas secuencias de DNA que han sido objeto de expresion para la obtencion de
proteina recombinante. El método de secuenciacién utilizado con el T7SequencingT"’I Kit es el que describe a continuacién:

Preparaciéon del DNA. Reaccién de hibridacién
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10.
11.
12.
13.

Transferir 16 pul de una preparacion de DNA plasmidico (aprox. 1-1.3 pg) a un tubo Eppendorf estéril.

Afadir 4 pl de solucion 2M NaOH (se obtienen asi 20 ul de solucion de DNA desnaturalizado). Agitar
suavemente con vortex e incubar a T2 amb, 10-12 min.

Transferir resina Sephadex G50 Superfine (Pharmacia) hidratada con tampén TE 0.5x estéril al interior de una
minicolumna del tipo Wizard™ Minicolums o Magic™ Minicolums (Promega).

Centrifugar la minicolumna a 5200xg, 1 min. Rellenar y centrifugar la minicolumna hasta que toda ella esté
ocupada por resina.

Afadir 20 pl de tampon TE 0.5x estéril a la minicolumna. Centrifugar a 5200xg, 1 min. Repetir esta operacion
otras 3 veces.

Centrifugar la minicolumna a 5200xg durante 30 seg para eliminar el exceso de tampdn TE 0.5x.
Transferir los 20 pl de solucion de DNA desnaturalizado a la minicolumna.
Centrifugar a 5200xg, 60-90 seg. Recoger la solucion de DNA desnaturalizado en un tubo Eppendorf estéril.

Preparar 14 pul de reaccion de hibridacion o ‘Annealing Reaction’. Mezclar en un tubo Eppedorf estéril:

Solucion de DNA desnaturalizado ............ccocceeeiiieiiiiiiieie e 10 pl
Cebador 17-mer pUC/M13 Forward o Reverse (Promega) .... 2 pl (aprox. 10-20 ng)
‘Annealing Buffer’ (suministrado en el Kit) ..., 2 ul

Agitar suavemente con vortex. Incubar a 65°C, 5 min.
Incubar a 37°C, 10-15 min.
Incubar a T amb, minimo 10 min.

Consevar la ‘Annealing Reaction’ en hielo picado si se prevee utilizarla de inmediato. De lo contrario, conservar a
—20°C.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

NaOH 2M; 100 ml

Pesar y poner 8 g de hidroxido sédico (NaOH) (Fluka) en un vaso de precipitados.
Disolver en 80 ml de agua Milli-Q.
Enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Reacciones de secuenciacion

14.

15.
16.

Preparar 7 pl de reaccion de marcaje o ‘Labelling Reaction’ por cada DNA molde. Mezclar en un tubo Eppedorf
estéril, y en el siguiente orden:

AGUa Milli=Q @STEFI ... 1.5l
Mezcla de marcaje o ‘Labelling Mix-dATP’ (suministrado en el Kit) ..........cccocoveiiiiiiiiiiiiiiieees 3.0l
T7 DNA polimerasa diluida en ‘Enzyme Dilution Buffer’ (1.5 unidades/ul) (suministrado en el kit) . 2.0 pl
[-®SIATP (10 uCi/pl) (AMEISNAMY ... oo 0.5 ul

Anadir 6 ul de ‘Labelling Reaction’ a los 14 ul de ‘Annealing Reaction’. Agitar suavemente con vortex.

Incubar a T amb, minimo 5 min. Se obtienen 20 pl de solucién de DNA marcado.

Reacciones de terminacion

17.

18.
19.

Por cada DNA molde, preparar 4 tubos Eppendorf con 2.5 ul de ‘A mix, ‘C mix, ‘G mix y ‘T mix,
respectivamente. Si procede, utilizar ‘deazaA mix’, ‘deazaC mix’, ‘deazaG mix’ y ‘deazaT mix’, respectivamente.
Estas mezclas de nucleétidos y analogos correspondientes vienen suministradas en el kit de secuenciacion.

Incubar en bafo termostatico a 37°C, minimo 1 min.

Transferir 4.5 pl de solucién de DNA marcado a cada tubo atemperado a 37°C.
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20. Incubar en bafio termostatico a 37°C, 5 min.
21. Anadir 5 ul de ‘Stop Solution’ (suministrado en el kit) a cada tubo para parar la reaccion de terminacion.

22. Agitar suavemente con vortex. Conservar la reaccion a —20°C hasta aplicarla en la electroforesis de
secuenciacion.

Preparacion del gel de secuenciacion

Los geles de secuenciacion utilizados han sido geles desnaturalizantes ultrafinos (0.2 mm de espesor) de
poliacrilamida al 7.6%. La utilizacion de estos geles comporta una mejor resolucién de los oligonucledtidos asi como un
mejor control de la temperatura durante la electroforesis.

23. Pesary poner en un vaso de precipitados:

Urea (SIgMa, SEIVA) ......eeiiiiiiieiiieieie ettt 2209
Acrilamida 2X (SEIVA) ......eieiueiiiiieie e 3.8g
N,N’-metilenbisacrilamida (FIUKa) ..........ccooiuiiiiiiiii e 0.2g

24. Anadir 10 ml de tampdn Tris-Borato-EDTA 5x (TBE 5x).

25. Afadir agua Milli-Q hasta que el volumen de la mezcla sea 40-45 ml. Disolver con agitacion a 65-70°C, durante
20-25 min.

26. Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.
27. Filtrar con filtro de acetato de celulosa de 0.22 um (Millipore, Corning).
28. Desgasificar en bomba de vacio, 7-8 min.

29. Tratar el vidrio mellado de electroforesis con ‘Bind-Silane’, y la camisa termostatizadora con ‘Repel-Silane’ segun
se describe en el manual “Macrophor Sequencing System. Users Manual” (Pharmacia LKB Biotechnology AB,
1991).

30. Colocar los espaciadores de 0.2 mm sobre la camisa termostatizadora.

31. Iniciar la polimerizacion del gel con 0.4 ml de solucion persulfato aménico 10% (p/v) recién preparada y 40 pl de
N,N,N,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) (BioRad).

32. Verter el gel sobre la camisa termostatizadora a la vez que se desliza el vidrio mellado sobre la camisa
termostatizadora. Las caras tratadas de la camisa termostatizadora y del vidrio mellado son las que deben
quedar en contacto con el gel de poliacrilamida.

33. Dejar polimerizar el gel minimo 2 h. Es conveniente preparar el gel de poliacrilamida el dia antes a la
electroforesis de secuenciacion.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampoén TBE 5x: 0.5M Tris pH 8.3, 0.43M &cido bérico, 10mM EDTA; 2 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Tris base (Serva) ..o 121.0g
Acido borico (H3BO3) (Serva, Merck) .......coocveveeiiiieeiiee e 5349
EDTA (C1oH1aN2Nax0g-2H20) (S€rva) .oeeeeveereeeeeeeerieee e 744

Disolver en 1.8 L de agua Milli-Q.

Comprobar que la solucién tiene aprox. pH 8.3
Enrasar a 2 L con agua Milli-Q.

Conservar a T? amb.

Persulfato aménico 10% (p/v); 1 ml

Pesar y poner 100 mg de persulfato aménico (Promega, BioRad) en un tubo Eppendorf estéril.
Disolver en 1 ml de agua Milli-Q estéril.
Conservar en hielo picado hasta su uso. Se puede conservar a 4°C durante 1 semana.
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Electroforesis, autoradiografia y revelado

La electroforesis de secuenciacion se ha llevado a cabo en una unidad de secuenciacién Macrophor (Pharmacia LKB)
y con una fuente de alimentacién LKB Bromma modelo 2297 Macrodrive 5.

34. Montar las cubetas inferior y superior, gomas, electrodos y el gel de secuenciacion polimerizado en la unidad de
secuenciacion.

35. Llenar las cubetas superior e inferior con 1 L de tampdn TBE 1x (es conveniente utilizar la misma solucién de
tampon TBE 5x utilizada para la preparacién del gel de secuenciacion).

36. Conectar la camisa termostatizadora a un bafio termostatico a 55-60°C.
37. Realizar una pre-electroforesis a 3000 V, 60 min.
38. Limpiar la urea que difunde del gel inyectando tampdn TBE 1x con una jeringa.

39. Insertar el peine de teflon que permite la aplicacion de muestra. Durante este trabajo se ha utilizado los peines
denominados “diente de tiburdn” o “toothshark”.

40. Desnaturalizar las muestras de secuenciacion a 80-85°C, 5 min. Incubar en hielo picado.

41. Aplicar 2.5-3 ul de cada muestra (A, C, G o T) en bolsillos contiguos para un mismo DNA molde. Enjuagar la
jeringa de secuenciaciéon (Macrophor Secuencing Syringe, Pharmacia Biotech) con agua Milli-Q después de cada
aplicacion.

42. Programar la electroforesis a 2750 V. La duracion depende de la longitud de la secuencia que se quiera leer y del
punto de hibridaciéon del cebador con respecto a la secuencia de interés.

43. Finalizada la electroforesis, desmontar la unidad de secuenciacion y fijar el gel adherido al vidrio en una solucion
de acido acético 10% (v/v), 15-20 min. Este tratamiento también elimina la urea del gel de secuenciacion.

44. Secar el gel de secuenciacion durante 2 h, a 75°C. En este tiempo limpiar y ordenar TODO el material y espacio
utilizado para la electroforesis de secuenciacion.

45. En una camara oscura, colocar una pelicula de autoradiografia Hyperfilm™-Bmax (Amersham) sobre el gel de
secuenciacion. Envolver en papel de aluminio y pinzar. Dejar como minimo 20 h de exposicion.

46. En una camara oscura, revelar la pelicula de autoradiografia con bafios de revelador (Kodak, Agfa), agua
destilada y fijador (Kodak). Dejar secar la pelicula revelada.

47. Sumergir el gel de secuenciacion todavia adherido al vidrio mellado en una solucion 2M NaOH, durante 1-2 dias.
Retirar y desecar el gel de secuenciacion. Lavar el vidrio mellado de electroforesis.

VIL.E. Métodos analiticos de proteinas

En este apartado se describe las técnicas analiticas aplicadas en los experimentos de expresion de proteina
recombinante. Los métodos utilizados han sido la electroforesis desnaturalizante de proteinas en gel de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE), la transferencia ‘Western’ y la medida de la actividad p-galactosidasa.

VI.E.1.A.1. SDS-PAGE

La SDS-PAGE es una técnica analitica que permite resolver los polipéptidos de una muestra segun su tamario. Esta
técnica se desarrolla en unas condiciones que aseguran la disociacion de las proteinas en sus diferentes polipéptidos, y
que minimizan los fendmenos de agregacion (Sambrook et al., 1989b). Las proteinas son disociadas por la accion
combinada del SDS (potente detergente ani6nico), un agente reductor y calor, antes de ser aplicadas al gel de
poliacrilamida. Los polipéptidos desnaturalizados unen el SDS y adquieren carga negativa. La union del SDS es casi
siempre proporcional a la masa del polipéptido e independiente de su secuencia. Por ello, el complejo polipéptido-SDS
migra a través del gel de poliacrilamida unicamente en funcién de su tamafio. La aplicacion de marcadores de peso
molecular conocido permite estimar el tamarfio del polipéptido problema. Aunque en el desarrollo de este trabajo no se ha
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dado en ningiin momento el caso, bien es cierto que las modificaciones post-traduccionales sobre la estructura de los
polipéptidos, como por ejemplo las glicosilaciones, alteran el patrén de migracion del polipéptido. En estos casos sélo
cabe eliminar dichos azucares antes de aplicar la muestra en el gel de poliacrilamida.

Las electroforesis de proteinas realizadas han sido del tipo de tamponacién discontinua. En ellas, el tampén de cubeta
con el que ocurre la electroforesis tiene un pH y una fuerza iénica diferente al tampén utilizado en la elaboracion del gel.
Cuando se aplica un campo eléctrico, se crea un frente cuyo avance barre los complejos polipéptido-SDS a través del gel.
Segun el sistema de tamponacion discontinua, las muestras atraviesan primero un gel muy poroso hasta quedar
concentradas en una superficie muy pequefia sobre un gel separador, de porosidad menor. Esta capacidad de concentrar
la muestra sobre una superficie pequefia juega a favor de una mejor resolucion de los geles de poliacrilamida-SDS.

Los geles de poliacrilamida estan formados por cadenas polimerizadas de acrilamida que se entrelazan con cadenas
de bisacrilamida, formando poros. La resolucién o rango efectivo de separacion de los geles de poliacrilamida-SDS
depende de la concentracion de acrilamida y del grado de entrelazamiento. Este grado de entrelazamiento es el que
genera poros mayores 0 menores: a mayor porcentaje de acrilamida:bisacrilamida menor es el tamario del poro a través
del cual debera pasar el complejo polipéptido-SDS. La capacidad de resolucion del gel esta pues condicionada al tamafio
del poro, esto es, a la concentracién de acrilamida:bisacrilamida utilizada para la elaboracion del gel.

El método utilizado para llevar a cabo la SDS-PAGE es el que se describe a continuacion:

Preparacion del gel de SDS-PAGE

Los geles de SDS-PAGE han sido preparados con el material del equipo Mini-Protean Il (BioRad). El gel de
electroforesis polimeriza entre dos vidrios y consta, a su vez, de un gel superior o de apilamiento y de un gel inferior o de
separacion.

1. Colocar los vidrios del equipo Mini-Protean 1l (BioRad) segun las instrucciones del fabricante. Utilizar
espaciadores de 0.8 mm 6 1.5 mm segun vaya a ser el grosor del gel.

2. Preparar el volumen de gel separador deseado. En la Tabla XXXV se indica el orden a seguir en la mezcla de los
reactivos asi como el volumen requerido de cada uno de ellos para la elaboraciéon de 1 gel en funcién de su
porcentaje y su grosor. La polimerizacion del gel empieza en cuanto se afiade el TEMED. Homogeneizar la
mezcla con agitacién suave.

TABLA XXXV. Preparacion del gel separador en la SDS-PAGE

0.8 mm de grosor 1.5 mm de grosor
% de acrilamida % de acrilamida

Reactivos 10 12 15 10 12 15

1°. Agua Milli-Q (ml) 25 2.1 1.5 4.0 34 24
2°. Solucién acrilamida 30% (p/v):bisacrilamida 0.8% (p/v) (ml) 2.0 2.4 3.0 3.2 3.8 4.8
3°. Tampodn de gel separador 4x (ml) 1.5 1.5 1.5 2.4 2.4 2.4
4°. Persulfato amonico 10% (p/v) (ul) 240 240 240 384 384 384
5°. N,N,N,N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) (ul) 3.0 3.0 3.0 4.8 4.8 4.8

3. Verter 3.8 ml (0.8 mm de grosor) 6 7.1 ml (1.5 mm de grosor) de gel separador recién preparado entre los dos
vidrios.

4. Andadir, con cuidado, un frente de 0.1% (p/v) SDS sobre el gel separador. Dejar polimerizar durante 25-30 min a
T2 amb.

5. Decantar el frente de 0.1% (p/v) SDS. Eliminar los restos de acrilamida no polimerizada de la parte superior del
gel con agua Milli-Q. Secar el agua remanente.
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6. Preparar el volumen de gel apilador deseado. En la Tabla XXXVI se indica el orden a seguir en la mezcla de los
reactivos asi como el volumen requerido de cada uno de ellos para la elaboracién del gel en funcién de su
porcentaje y su grosor. La polimerizacién del gel empieza en cuanto se afiade el TEMED. Homogeneizar la
mezcla con agitacion suave.

TABLA XXXVI. Preparacion del gel apilador en la SDS-PAGE

Reactivos 0.8 mm de grosor 1.5 mm de grosor
1°. Agua Milli-Q (ml) 1.3 2.6
2°. Solucién acrilamida 30% (p/v):bisacrilamida 0.8% (p/v) (ml) 0.2 0.4
3°. Tampon de gel apilador 4x (ml) 0.5 1.0
4°. Persulfato amonico 10% (p/v) (uh) 20.0 40.0
5°. N,N,N,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) (uh) 2.0 4.0

7. Verter 2 ml (0.8 mm de grosor) 6 4 ml (1.5 mm de grosor) de gel apilador recién preparado sobre el gel separador
polimerizado. Insertar el peine formador de pocillos sin atrapar burbujas de aire. Dejar polimerizar durante 25-30
min a T amb.

Preparar las muestras a aplicar (ver VI.C.1.C.1.).
Retirar el peine formador de pocillos y lavar los restos de poliacrilamida no polimerizada con agua Milli-Q.

10. Colocar el gel de poliacrilamida en la cubeta de electroforesis. Afiadir 0.5-0.8 L de tampdn de cubeta 10x diluido
1:10 en agua Milli-Q a los reservorios catodo y anodo del tampon.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién acrilamida 30% (p/v):bisacrilamida 0.8% (p/v); 200 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Acrilamida 2X (SEIrva) ......coovieiiieieieee e 60.0 g
N,N’-metilenbisacrilamida (FIuKa) ..........ccccooiiiiiiiie e 169

Disolver en 190 ml de agua Milli-Q sobre agitador magnético con calor.

Comprobar que la solucién tiene pH <7.0.

Enrasar a 200 ml con agua Milli-Q.

Afiadir 4 g de resina de intercambio idnico AG® 501-X8(D) (BioRad) para desionizar la solucion.
Agitar durante 1 h.

Filtrar con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).

Conservar a 4°C, protegida de la luz.

Tampon de gel separador 4x: 1.5M Tris HCI pH 8.8, 0.4% (p/v) SDS; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Tris base (Serva) (NO USAR Tris-Cl ni THzma) .......ccocceeveienieiniiieieeene 91¢g
SDS (FIUK) -eeieieeieeee ettt 2g

Disolver en 400 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 8.8 con HCI 1M y enrasar a 0.5 L con agua Milli-Q.
Conservar a T2 amb.

Tampoén de gel apilador 4x: 0.5M Tris HCI pH 6.8, 0.4% (p/v) SDS; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Tris base (Serva) (NO USAR Tris-Cl ni THzma) .......ccccceevieeiiieeninennnn. 6.06 g
SDS (FIUKA) ettt 040g

Disolver en 80 ml de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 6.8 con HCI 2M y enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.
Conservar a T# amb.

Tampon de cubeta 10x: 0.25M Tris, 1% (p/v) SDS, 1.92M glicina; 1 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

210



VI. Material y Métodos

Tris base (SErva) ......ooieiiiiieiii e 30.3¢g
SDS (Fluka) ............
Glicina (Sigma)

Disolver en 0.95 L de agua Milli-Q.

Comprobar que la solucion tiene pH 8,3-8.5. NO SE DEBE AJUSTAR el pH de la solucion.
Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.

Conservar a T? amb. Se utiliza diluido 1:10 en agua Milli-Q (concentracion final 1x).

Electroforesis vy tincién

11. Aplicar 10-15 pl de muestra por pocillo en el gel de electroforesis. Aplicar también 5-10 pul de marcador de peso
molecular preparado como indica el fabricante (en este trabajo se ha utilizado generalmente Wide Molecular
Weight Range Sigma Marker (Sigma)). Si procede, aplicar 10-15 ul de tampdn de aplicacion de proteina 4x
diluido 1:4 en agua Milli-Q (concentracion final 1x) a los pocillos que no contengan muestra.

12. Aplicar un campo eléctrico a 12.5-25 mA de amperaje constante. Se considera acabada la electroforesis cuando
el azul de bromofenol del tampdn de aplicacion de proteina escapa del gel separador.

13. Decantar el tampdn de cubeta y desmontar el gel de electroforesis.
14. Fijar el gel separador con 15-20 ml de solucion de fijacion, 20-25 min a T2 amb.
15. Tedir el gel separador con 10-15 ml de solucién azul de Coomassie, 10-15 min a T amb.

16. Desteiiir el gel en sucesivos lavados con 10-15 ml de 7% (v/v) acido acético, 2-14 h a T? amb. La destincién se
acelera si se utiliza 30% (v/v) metanol 10% (v/v) acido acético, si se incrementa la T? de la solucion de lavado a
45°C, o si se sumerge una esponja para absorber el tinte.

17. Fotografiar o conservar el gel. El gel se puede conservar en una bolsa sellada con solucion 20% (v/v) glicerol, o
bien secado sobre un trozo de papel Whatman 3MM (Schleicher & Schuell).

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Solucién de fijacién: 50% (v/v) metanol 10% (v/v) acido acético; 1 L

Transferir a un vaso de precipitados:

Metanol (FIUK@) ... 500 ml
Acido acético glacial (Carlo Erba) ..........cccooceeiiiiniiiiiieiceeeee 100 ml

Enrasar a 1 L con agua Milli-Q.
Conservar a T? amb.

Solucién azul de Coomassie: 45% (v/v) metanol, 10% (v/v) acido acético, 0.1% (p/v) Coomassie Brilliant Blue R250; 250 ml

Poner 112.5 ml de metanol (Fluka) en un vaso de precipitados.
Anadir y disolver 250 mg de Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma).
Anadir 25 ml de acido acético glacial (Carlo Erba).

Enrasar a 250 ml con agua Milli-Q.

Conservar a T* amb.

Acido acético 7% (viv); 0.5 L

Diluir 35 ml de acido acético (Carlo Erba) en 465 ml de agua Milli-Q.

Solucién 30% (v/v) metanol 10% (v/v) acido acético; 0.5 L

Transferir a un vaso de precipitados:

Metanol (FIUK@) ... 150 ml
Acido acético glacial (Carlo Erba) .........c.cccevuieiieiiiiniiieiec e 50 ml

Enrasar a 0.5 L con agua Milli-Q.
Conservar a T2 amb.

Solucion 20% (v/v) glicerol; 100 ml

Diluir 23 ml glicerol 87% (Fluka) en 77 ml agua Milli-Q.
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VI.E.1.A.2. Transferencia ‘Western’

La transferencia ‘Western’ (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981) es a las proteinas como la transferencia Southern es
al DNA. En la transferencia ‘Western’ primero se separan las proteinas mediante electroforesis, a continuacion se
transfiere las proteinas a un filtro de nitrocelulosa vy, finalmente, se ensaya sobre éste la deteccidon especifica de una
determinada secuencia de aminoacidos con un antisuero o anticuerpo (inmunodeteccion). A diferencia de la transferencia
Southern donde la hibridacion del DNA se da con una especificidad e intensidad predecibles, en la transferencia
‘Western’ el resultado depende de la idiosincrasia de cada anticuerpo. En la transferencia ‘Western’, la electroforesis de
proteinas se desarrolla en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), y por consiguiente sélo los anticuerpos
que reconocen epitopos lineales son adecuados para detectar la proteina de interés.

En la transferencia ‘Western’, la SDS-PAGE se ha realizado como se ha descrito anteriormente. La Unica diferencia es
que se aplican marcadores de peso molecular pretefiidos, es decir, unidos a moléculas de colorante que permiten
visualizarlos una vez transferidos sobre el filtro de nitrocelulosa. En este trabajo se ha utilizado los marcadores SeeBlue™
Pre-Stained Standards (Novex) y Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range (BioRad). La electrotransferencia de
proteinas se ha llevado a cabo con el equipo Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). La inmunodeteccion
de proteina recombinante se ha realizado aplicando primero un suero policlonal de conejo dirigido contra la MBP (anti-
MBP), disponible en el kit Protein Fusion and Purification System pMAL™-2 (New England Biolabs). A continuacion, se ha
aplicado un anticuerpo de cabra anti-IlgG de conejo conjugado a la enzima peroxidasa (goat anti-rabbit/PO) (Nordic
Immunology, The Binding Site).

El método utilizado para la transferencia ‘Western’ es el que se describe a continuacion:

Electroforesis vy transferencia

1. Separar mediante SDS-PAGE los polipéptidos de la muestra a analizar. Generalmente, las muestras aplicadas
han sido ‘control del cultivo no inducido’ (No ind.), ‘cultivo inducido 1 h’ 6 ‘cultivo inducido 2 h’. También se ha
aplicado marcadores de peso molecular pretefidos.

2. Equilibrar el gel de SDS-PAGE en 40-50 ml de tampén de transferencia, 30-45 min a T? amb. La manipulacién
del gel se debe hacer con guantes. En caso de no usar guantes, las secreciones cutaneas pueden interferir en la
transferencia de las proteinas a la nitrocelulosa.

3. Recortar 1 trozo de filtro de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell) y 4 trozos de papel Whatman 3MM (Schleicher &
Schuell) de las dimensiones del gel. La manipulacion del filtro y del papel Whatman 3MM también se debe hacer
con guantes.

4. Equilibrar el filtro de nitrocelulosa, los 4 trozos de papel y 2 trozos de fibra (suministrados por el fabricante) en
250 ml de tampdn de transferencia, 30-45 min a T2 amb.

5. Colocar sobre el anodo (+) (placa clara) del Gel Holder Cassette, y en este orden, 1 trozo de fibra, 2 trozos de
papel Whatman 3MM, el filtro de nitrocelulosa, el gel, 2 trozos de papel Whatman 3MM y 1 trozo de fibra. A
medida que se colocan los distintos componentes, humedecerlos con tampén de transferencia procurando que
no queden burbujas de aire atrapadas. Es importante no marcar el gel para no originar cortocircuitos. El catodo (-
) (placa oscura) del cassette es el electrodo que debe quedar mas proximo al gel.

6. Colocar el Gel Holder Cassette en la cubeta de transferencia de manera que el gel esté situado mas préximo al
catodo (-). Las proteinas desnaturalizadas y cargadas negativamente por efecto del SDS migraran hacia el
anodo (+) donde se halla la nitrocelulosa.

7. Aplicar 0.2-0.25 A, 1h. Mantener el tampén de transferencia refrigerado y en agitacion.

8. Desmontar el Gel Holder Cassette. Marcar la orientacion del gel sobre la nitrocelulosa durante la
electrotransferencia.

9. Equilibrar el filtro en 40-50 ml de PBS 1x 0.05% (v/v) Tween®20, 20-30 min a T2 amb con agitacion suave.

10. (Opcional) Tedir el gel de poliacrilamida para comprobar que ha habido transferencia.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Tampon de transferencia: 25mM Tris, 192mM Gilicina, 20% (v/v) Metanol; 1.5 L
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Pesar y poner en un vaso de precipitados:

TriS DASE (SEIVA) .eceiiiiiiiieiiie ettt 453¢
GliCiNG (SIGMA) ..ot 21.62g

Disolver en 1.2 L de agua Milli-Q.

Comprobar que la solucion tiene pH 8.3-8.5. NO SE DEBE AJUSTAR el pH de la solucion.
Anadir 300 ml metanol (Panreac, Fluka).

Conservar en frio/hielo.

Tampoén PBS 10x: 10mM KH,PO,, 0.1M Na;HPO,4, 1.37M NaCl, 27mM KCI, pH 7.0; 1L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Potasio dihidrégeno fosfato anhidro (KH,PO,) (Fluka) .........ccoceeeenes 1449
Disodio hidrogeno fosfato dodecahidratado (Na,HPO,4-12H,0) (Fluka) 35.8 g
Cloruro sédico (NaCl) (Fluka) 80.0
Cloruro potasico (KCI) (Fluka) ....

Disolver en 0.8 L de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 7.0 con HCI 2M y enrasar a 1 L con agua Milli-Q.

Esterilizar mediante autoclavado a 121°C, 15 min segun programa de autoclavado de liquidos.
Conservar a T2 amb.

NOTA: El tamp6n PBS 1x preparado como dilucion 1:10 del tampdn PBS 10x tiene pH 7.4.

Tampon PBS 1x 0.05% (viv) Tween®20; 1 L

Diluir 100 ml de tampon PBS 10x en 0.9 L de agua Milli-Q.
Afiadir 0.5 ml de Tween®20 (Fluka).

Homogeneizar con agitacion.

Conservar a T* amb.

Inmunodeteccion

11.
12.
13.

14.

15.

16.
17.

18.

Incubar el filtro en 40-50 ml de solucién de bloqueo 12-14 h, a 4°C con agitacién suave de balanceo.
(Opcional) Incubar el filtro en 40-50 ml de PBS 1x 0.05% (v/v) Tween®20, 10 min a T2 amb con agitacion suave.

Incubar el filtro en 50 ml de una dilucién 1:5000 de suero policlonal de conejo anti-MBP (suministrado en el kit
Protein Fusion and Purification System pMAL™-2 (New England Biolabs)) en solucion de bloqueo, 3 h a T2 amb
con agitacién suave de balanceo.

Lavar 4 veces el filtro en 50 ml PBS 1x 0.05% (v/v) Tween®20, 15 min a T2 amb con agitacion suave.

Incubar el filtro en 50 ml de una dilucién 1:2000 de anticuerpo secundario goat anti-rabbit/PO en solucién de
bloqueo, 1 h a T? amb con agitacion suave de balanceo.

Repetir el paso 14.

Revelar el filtro con una solucion de cloronaftol y agua oxigenada suministradas en el kit Horseradish Peroxidase
Conjugate Substrate Kit (BioRad). Revelar hasta que las bandas se vean nitidas.

Parar la reaccion con agua abundante. El filiro se puede fotografiar y conservar seco entre dos trozos de papel
Whatman 3MM.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Solucién de blogueo: PBS 1x, 0.05% (v/v) Tween®20, 1% (p/v) Albumin Fraction V; 150 ml

Tranferir a un frasco tipo Erlenmeyer 150 ml de tampén PBS 1x 0.05% (v/v) Tween®20.

Anadir, poco a poco, 1.5 g de Albumin Fraction V (Boehringer Mannheim) bajo agitacién constante de la solucién.
Homogeneizar con agitacion.

Conservar a 4°C.

VI.LE.1.A.3. Valoracién de la actividad B-galactosidasa

En todo experimento de expresion y purificacion de proteina recombinante es aconsejable disponer de un método que

permita valorar de manera especifica la proteina de interés e, indirectamente, la evolucion del experimento. La
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acumulacién visible de un polipéptido de un tamarfio acorde al esperado por SDS-PAGE puede ser indicativa de que la
proteina de interés se expresa en abundancia. Segun el método de extraccion seguido, la SDS-PAGE también puede
aportar informacion del grado de solubilidad o de degradacién de la proteina acumulada. Cuando la cantidad de proteina
expresada o el grado de degradacion no conlleva la acumulacion visible de la proteina recombinante, generalmente se
recurre entonces a los métodos de inmunodeteccion especifica (p.e. la transferencia ‘Western’). Sin embargo, ni la SDS-
PAGE ni la inmunodeteccion son métodos inmediatos y no siempre se dispone de los antisueros necesarios. En
ocasiones se opta por expresar la proteina recombinante fusionada a otra proteina denominada ‘carrier’ con la intencién
de mejorar el nivel de expresion y la solubilidad de la proteina de interés. La B-galactosidasa, la glutation-S-transferasa
(GST) o la proteina verde fluorescente (GFP, ‘Green Fluorescent Protein’) son ejemplos de proteinas ‘carrier que ademas
desarrollan una actividad propia que se puede utilizar como indicadora de la presencia de la proteina. Las proteinas con
actividad propia se denominan proteinas ‘reporter’. La valoracion de esta actividad constituye un método agil, especifico,
mas sensible y sobretodo cuantificable que rinde cuentas del grado alcanzado en la expresion o en la purificacién de la
proteina recombinante.

En este trabajo experimental se ha utilizado la B-galactosidasa como proteina ‘carrier’ para la expresion de
determinados péptidos, y como proteina ‘reporter’ de la intensidad de transcripcidon a partir del promotor PrpoDys de
respuesta heat-shock. La valoracién de la actividad B-galactosidasa ha servido pues para estimar, i) la toxicidad asociada
a la expresion de ciertos péptidos integrados en la B-galactosidasa, y ii) la activacion de respuesta heat-shock asociada a
la expresion de secuencias téxicas en E. coli.

La B-galactosidasa es una enzima que hidroliza B-D-galactdsidos como la lactosa. La actividad de esta enzima se
puede medir facilmente mediante el método de J. H. Miller (Platt et al., 1972). Este método utiliza analogos cromogénicos
de la lactosa cuya hidrolisis da lugar a subproductos con color que se pueden visualizar in situ y cuantificar en un
espectrofotometro. Los substratos mas utilizados son el orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), el clorofenol-rojo-
galactopiranésido (CPRG) y el X-Gal. El ONPG es un compuesto incoloro que en presencia de la B-galactosidasa se
hidroliza a galactosa y orto-nitrofenol. Este Ultimo es un compuesto de color amarillo y por consiguiente cuantificable en
un espectrofotdmetro a A 420nm. Cuando la concentraciéon de ONPG es alta, la cantidad de orfo-nitrofenol que se
produce es proporcional a la cantidad de enzima y al tiempo de reacciéon. Para que la valoracion sea lineal, el ONPG
debe estar en exceso. La reaccion se interrumpe tras la adicion de una solucién concentrada de carbonato sédico que
cambia el pH de la mezcla de reaccién de 7 a 11-12, y que convella la ralentizacién de la actividad enzimatica.

El método utilizado para valorar la actividad -galactosidasa es el que se describe a continuacion:
Tomar 0.1-0.5 ml del cultivo de expresion y transferirlos a un tubo de hemodialisis de vidrio de 3 ml.

Anadir 0.1 ml de cloroformo. Agitar con vortex vigorosamente durante 30 seg para lisar las células.

Anadir 0.5-0.9 ml de tampdn Z con B-mercaptoetanol. El volumen final en el tubo de hemodialisis debe ser 1.1 ml.

0N =

Guardar las muestras en hielo picado a 4°C. Antes de proceder al ensayo enzimatico de la B-galactosidasa es
preferible extraer y acumular en este punto todas las muestras a valorar.

Incubar las muestras en bafio termostatico a 28°C, 5 min.
Anadir 0.2 ml de solucion de ONPG a cada muestra.

Incubar las muestras en bafio termostatico a 28°C hasta que adquieren un color amarillo.

© N o O

Afadir 0.5 ml de solucién 1M Na>COs para parar la reaccion. El tiempo transcurrido entre la adicion del ONPG y
la del Na,COs3; constituye el tiempo de reaccion, que oscila entre 2 y 360 min segun la cantidad de j-
galactosidasa de la muestra.

9. Medir la absorbancia de cada muestra a A 420nm (As20) y A 550nm (Asso).

10. Calcular la actividad pB-galactosidasa de cada muestra expresada como unidades/ml segun la férmula

Ao - (1.75 X Asso)
X 1000

V (ml) x t(min)
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donde V' representa el volumen de muestra utilizado en el ensayo y ‘t’ el tiempo de reaccién. Referir también la
actividad pB-galactosidasa de cada muestra segun la densidad celular del cultivo (Asso) en cada punto. Una unidad
enzimatica se define como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de orto-nitrofenol por minuto a 28°C y pH
7.0.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampoén Z: 60mM NaHPO,4, 40mM NaH,PO,, 10mM KCI, 1mM MgSQO,4, 50mM B-Mercaptoetanol, pH 7.0; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Disodio hidrégeno fosfato dodecahidratado (Na;HPO,-12H,0) (Fluka) 10.74 g
Sodio dihidrégeno fosfato monohidratado (NaH,PO,-H,0) (Merck) ..... 275¢9
Cloruro potasico (KCI) (FIUK) ......ccuiiiiiiiiieiiieeeee e 0.37g
Sulfato magnésico heptahidratado (MgSO,4-7H,0) (Fluka) ................... 0.12¢g

Disolver en 0.45 L de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 7.0 y enrasar a 0.5 L con agua Milli-Q.

Conservar a 4°C. No autoclavar.

IMPORTANTE: Antes de utilizar afiadir 140 ul de B-Mercaptoetanol (Fluka) por cada 50 ml de Tampon Z.

Solucion ONPG 4mg/ml; 5 ml

IMPORTANTE: Esta solucidn debe prepararse poco antes de ser utilizada.
Pesar y poner en un vial 20 mg de ONPG (Boehringer Mannheim, Fluka).
Disolver en 5 ml de Tampon P.
Mantener a T2 amb protegida de la luz.

Tampén P: 60mM Na,HPO,, 40mM NaH,PQ,, pH 7.0; 100 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

Disodio hidrogeno fosfato dodecahidratado (Na,HPO,4-12H,0) (Fluka).. 2.15 g
Sodio dihidrégeno fosfato monohidratado (NaH,PO4-H,0) (Merck) ...... 0.55¢

Disolver en 90 ml de agua Milli-Q.
Enrasar a 100 ml con agua Milli-Q.

Solucion 1M Na,COgs; 50 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 5.3 g de carbonato sédico (Na,COs3) (Fluka).
Disolver en 40 ml de agua Milli-Q.
Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

VL.F. Métodos de obtencién y caracterizacion de virus recombinantes

VI.F.1. Métodos de obtencidn de virus recombinantes

En este apartado se describe el método utilizado para introducir en una célula eucariota las moléculas de DNA viral y
DNA plasmidico que deben recombinar para dar lugar al virus recombinante. También se describe los métodos utilizados
para aislar y enriquecer la poblacién de virus recombinante con la finalidad de obtener una suspension viral recombinante
homogénea.

VI.F.1.A.1. Co-transfeccién de lineas celulares

Se habla de transfeccion cuando una célula es infectada por un acido nucleico desnudo y la entrada de éste no
depende de receptores especificos (Coen, 1990). En este trabajo experimental hablamos de co-transfeccion para
referirnos a la entrada en la célula de un DNA viral desnudo conjuntamente con un DNA plasmidico que contiene un
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fragmento de DNA viral. En la co-transfeccion, el DNA plasmidico actua de portador o lanzadera del fragmento de DNA
viral. Asimismo, entendemos por co-transfectar al hecho concreto de inducir la entrada conjunta de ambas moléculas de
DNA. El objetivo de la co-transfeccion es que el DNA viral incorpore el fragmento viral de la molécula de DNA plasmidico
mediante mecanismos de recombinacion homéloga. El resultado final es la obtencion de un virus recombinante.

Existen diversas técnicas para introducir DNA en una célula eucariota. En la bibiografia se habla de la fusion con
liposomas que contienen DNA, de la utilizacion de precipitados de ortofosfato calcico/DNA, de la utilizacion de moléculas
tipo lipofectinas o de la electroporacion. De entre estas técnicas, para este trabajo experimental se ha escogido la
electroporacion de células. La electroporacion consiste en aplicar pulsos de campo eléctrico de alto voltaje y de corta
duracion que, de manera temporal, crean poros en las membranas celulares. La membrana celular no es conductora de
corriente eléctrica y su exposicion a campos eléctricos de alto voltaje genera una diferencia de potencial transmembrana.
En estas condiciones, las cargas eléctricas de sentido contrario a uno y otro lado de la membrana se atraen entre si y
comprimen la membrana (‘membrane thinning’). A una diferencia de potencial critica, la membrana se puede llegar a
romper localmente (rotura dieléctrica de la membrana celular) formando poros por el que fluyen las cargas. Si estos poros
son lo suficientemente grandes también pueden fluir macromoléculas de DNA viral y DNA plasmidico al citoplasma
celular. Cuando desaparece el campo eléctrico, y la diferencia de potencial creada no ha sido excesiva o el tiempo de
duracion del pulso muy prolongado, los poros vuelven a cerrarse sin comprometer la viabilidad de las células
electroporadas (Hofmann, 19897). Se ha observado, no obstante, que para que una co-transfeccién sea eficiente es
necesario trabajar en unas condiciones en las que si se dé la lisis de una parte de las células electroporadas (Neumann
etal., 1982).

Durante la construccion del virus BoHV-1 gE™ (Rebordosa, 1996), nuestro grupo de investigacion introdujo una serie
de cambios en las condiciones de electroporacion y en la linea celular descritas en la bibliografia, utilizadas para obtener
virus BoHV-1 recombinantes (Liang et al., 1991). El cambio de células MDBK por GBK mejoré notablemente los
resultados de la co-transfeccion, obteniéndose eficiencias medias de transfeccion de 2.5x10° pfu/ug de DNA viral, veinte
veces mayor que la hasta entonces descrita (Liang et al.,, 1991). Estos cambios son los mismos que se ha utilizado en
este trabajo experimental para construir el virus recombinante BoHV-1 RAPPR'. El electroporador utilizado ha sido el BTX
Electroporation System® (Electro Cell Manipulator® 600), y el método es el que se describe a continuacion:

1. Disponer de 1 ug de DNA viral y 0.5 ng de DNA plasmidico linearizado, por cada 1 co-transfeccion que se quiera
realizar. Ambos deben estar en tampon TE 1x y en un volumen < 5 pl. La linearizacion del plasmido minimiza
cualquier episodio de recombinacion entre ambas moléculas que pudiera incorporar secuencias propias del
plasmido a la molécula resultante de DNA viral.

2. Utilizar 1 monocapa de células GBK 70-80% confluente en frasco de cultivo de 175 cm? de superficie, para cada
1 co-transfeccién que se quiera realizar.

Tripsinizar la/s monocapals de células GBK. Resuspender en medio A.

Calcular la concentracion de células/ml utilizando una cdmara de recuento de Neubauer.

Centrifugar la suspension celular a 250xg, 10 min a 4°C. Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril.
Resuspender las células de cada monocapa en 2-3 ml de tampdn HBS pre-enfriado en hielo picado.
Centrifugar la suspension celular a 250xg, 10 min a 4°C. Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril.

Repetir 2 veces mas los pasos 6.y 7.

© ©®© N o g M~ w

Resuspender las células en tampén HBS frio/hielo. La concentracion celular final de la suspensién debe ser
3x10’ células/ml. La formula “nimero de células totales / 3x10’ =" da como resultado el volumen de resuspension
a utilizar.

10. Para cada transfeccion, transferir 400 pl de células resuspendidas a una cubeta de eIectroPoracién de 0.2 cm de
separacion entre electrodos, pre-enfriada en hielo picado. En total se utiliza 1.2x10" células por cada 1
transfeccion.

11. Adadir 1 ug de DNA viral y 0.5 pg de DNA plasmidico linearizado. Agitar suavemente.
12. Incubar la suspension en hielo picado, 10 min.

13. Colocar la cubeta en el electroporador y aplicar 6 pulsos de 140 V, 25x10 uF y 13 Q. Incubar la cubeta en hielo
picado 30 seg entre pulso y pulso.
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14.
15.

16.

17.
18.
19.

20.
21.
22.

Incubar la cubeta de electroporacion en hielo picado 10 min.

Transferir la suspensién de células electroporadas a una placa de cultivo de 90 mm de diametro con 10 ml de
Medio A atemperado a 37°C. Distribuir las células homogéneamente sobre la superficie.

Incubar las células a 37°C hasta que estén totalmente adheridas a la superficie de la placa (aprox. 3-4 h). Las
células muertas durante la electroporacién permanecen en suspension.

Eliminar el Medio A y las células muertas en suspension mediante aspiracion con un pipeta Pasteur estéril.
Afadir 15 ml de Medio A atemperado a 37°C.

Incubar las células a 37°C, 72 h. En las células electroporadas, el efecto citopatico aparece con la misma
progresion que durante la infeccion normal de las monocapas, y es total a aprox. 72 h post-electroporacion.

Recoger el sobrenadante del cultivo y clarificarlo mediante centrifugacion (1000xg, 30 min a 4°C).
Anadir glicerol estéril al sobrenadante de centrifugacion a una concentracion final 15% (v/v).

Preparar alicuotas y conservar el sobrenadante del cultivo a —80°C. Es conveniente preparar 2-3 alicuotas
pequefias (aprox. 100 pl) para futuras titulaciones, y alicuotas mayores (aprox. 3 ml) del resto del sobrenadante.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampon HBS: 20mM HEPES pH 7.1, 137mM NaCl, 5mM KCI, 0.7mM NaH,PO,, 5mM glucosa; 0.5 L

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

HEPES (CsH1gN204S) (MErCK) ...cvveuiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 2.38¢g
Cloruro sédico (NaCl) (Fluka) .

Cloruro potasico (KCl) (Fluka) .
Sodio dihidrégeno fosfato monohidratado (NaH,PO,-H,O) (Merck) ... 0.05 g
D-glucosa monohidratada (CsH1206-H20) (Merck) ........cccvvvvvevneeennen. 0.49¢g

Disolver en 0.45 L de agua Milli-Q.

Ajustar a pH 7.1 con NaOH 0.5M y enrasar a 0.5 L con agua Milli-Q.
Esterilizar por filtracion.

Conservar a 4°C.

VI.F.1.A.2. Infeccién de cultivos celulares en medio semisolido

La infeccidon de cultivos celulares en medio semisdlido consiste en aplicar medio de cultivo semisélido (GMEMss)

sobre una monocapa celular recién infectada, de modo que los viriones formados a partir de una célula pueden infectar

las células inmediatamente vecinas pero no difundir a un punto mas alejado de la monocapa celular. El objetivo de este

tipo de cultivo es obtener una monocapa celular que presente nucleos de infeccion aislados, cada uno fruto de la

infeccion de una particula virica distinta.

Cuando se utiliza el sobrenadante de un cultivo de células co-transfectadas para infectar una monocapa celular en

medio semisolido, se puede obtener nucleos de infeccidn aislados producto de la infeccion de virus recombinantes. En tal

caso, se puede recuperar las particulas viricas que han difundido localmente y que han quedado atrapadas en el medio

semisolido que cubre el nucleo de infeccion, e iniciar con ellas una nueva ronda de infeccién, aislamiento y recuperacion

del virus.

El método utilizado para infectar cultivos celulares en medio semisélido es el que se describe a continuacion:

Tripsinizar una monocapa de células 95-100% confluente de un frasco de cultivo de 175 cm?® de superficie.
Contabilizar al microscopio el nimero de células/ml utilizando una camara de Neubauer.

Disponer de 3 placas de cultivo de 90 mm de diametro y sembrar en cada una de ellas 2x10° células en un
volumen final de 10 ml de Medio A. Procurar que la suspension celular sea homogénea.

Incubar las placas 24-48 h hasta que se obtenga una monocapa 95-100% confluente.

Aspirar el Medio A con una pipeta Pasteur estéril.
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6. Infectar las monocapas celulares con 10, 50 y 250 pl, respectivamente, del sobrenadante de un cultivo de células
co-transfectadas en un volumen final de 2.5 ml de Medio A. Distribuir la suspension de infeccion por toda la
monocapa celular.

7. Incubar a 37°C, 1.5-2 h. Cada 25-30 min, distribuir la suspension de infeccion de forma homogénea sobre la
superficie de la monocapa celular.

8. Aspirar la suspensién de infeccién con una pipeta Pasteur estéril.
9. Cubrir las monocapas celulares con 12 ml de medio GMEMss y dejar solidificar a T* amb,15-20 min.

10. Incubar las monocapas celulares a 37°C, 48-72 h. Pasado este tiempo y si ha habido infeccion, se puede
visualizar las calvas formadas a través del medio de cultivo. En este punto las monocapas celulares ya estan a
punto para ensayar una hibridacion in situ de deteccién del virus recombinante.

VI.F.1.A.3. Hibridacién in situ sobre placa de cultivo

La hibridacion in situ sobre placa de cultivo es un método analitico que permite saber si el genoma de una particula
virica infectiva obtenida en un experimento de co-transfeccion ha incorporado o no el fragmento de DNA deseado. Este
método se basa en el reconocimiento especifico entre un DNA sonda y el DNA fijado y desnaturalizado de las particulas
viricas atrapadas en una calva en particular. Aunque técnicamente son distintas, la hibridacion in situ sobre placa de
cultivo y la a-complementacién de clones transformantes bacterianos han sido utilizadas con la misma idea: seleccionar
los individuos de una poblacion, llamense virus infectivos o clones transformantes, que son portadores de la modificacion
deseada en su genoma.

En este trabajo experimental se ha utilizado la hibridacion in situ como un sistema de seleccion positivo, es decir, para
seleccionar las particulas viricas infectivas que hibridan con el DNA sonda. En concreto, se ha seleccionado las particulas
viricas BoHV-1 que han recuperado el gen gE.

La metodologia de la hibridacién in situ sobre placa de cultivo no es sencilla. EI método utilizado, y que se describe a
continuacién, es una adaptacion de un método de hibridacion in situ sobre células crecidas en portaobjetos de vidrio
(Heiles et al., 1988), desarrollada para obtener el virus defectivo BoHV-1 gE™ (Rebordosa, 1996).

Desprendimiento de la agarosa

1. Comprobar visualmente la presencia de calvas en un cultivo de infeccidon en medio semisélido.

2. Disponer de recortes circulares de papel Whatman 3MM (Schleicher & Schuell) de diametro ligeramente inferior
al de la placa de cultivo. Los recortes deben ir marcados con 3 agujeros que ocupen los vértices de un tridngulo
escaleno imaginario. Los recortes, ademas, deben haber sido esterilizados mediante autoclavado durante 20
min, a 135°C segun un programa de autoclavado de solidos.

3. Colocar un recorte de papel Whatman 3MM sobre el medio GMEMss de la placa de cultivo. Dejar que el papel se
empape de la fraccién liquida del medio GMEMss durante minimo 5 min. El papel Whatman tiene tres funciones:
i) dar consistencia a la agarosa para desprenderla mejor de la monocapa celular, ii) empaparse y evitar en lo
posible la mezcla de particulas viricas de diferentes calvas, y iii) marcar la posicion original de la agarosa sobre
la monocapa.

4. Marcar con rotulador indeleble la posicion de los tres agujeros del recorte de papel Whatman 3MM en la base de
la placa de cultivo.

5. Voltear la placa de cultivo. Desprender el medio GMEMss en una placa de Petri estéril con ayuda de una
espatula.

6. Sellar con Parafim®y guardar el medio GMEMss a 4°C. En caso de que la seleccion resulte positiva, los virus de
la calva hibridada seran rescatados a partir de este medio.

Tratamiento de monocapas para la hibridacion in situ

7. Por 2 veces, lavar con 10 ml de tampdn PBS 1x agitando muy suavemente. Aspirar el sobrenadante con pipeta
Pasteur estéril.
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8. Fijar la monocapa celular a la placa de cultivo con 10 ml de etanol absoluto (Carlo Erba). Incubar a T2 amb, 10
min. Retirar el sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

9. Rehidratar la monocapa celular con 10 ml de etanol 70% (v/v), agitar suavemente e incubar a T amb, 5 min.
Retirar el sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

10. Repetir 2 veces el paso 9. con etanol 50% (v/v) y etanol 30% (v/v), respectivamente.

11. Por 2 veces, lavar con 10 ml de tampon PBS 1x 5mM MgCl,, agitando suavemente e incubando a T amb, 5 min.
Retirar el sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

12. Incubar la monocapa celular con 10 ml de solucién 0.2M HCI a T2 amb, 20 min. Retirar el sobrenadante mediante
aspiracion con pipeta Pasteur.

13. Incubar la monocapa celular con 10 ml de tampén SSC 2x 5mM EDTA a 50°C, 30 min. Retirar el sobrenadante
mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

14. Incubar la monocapa celular con 5 ml de tampdén PBS 1x Proteinasa K 1ug/ml a 37°C, 15 min. Retirar el
sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

15. Por 2 veces, lavar con 10 ml de tampdn PBS 1x 0.2% (p/v) glicina, agitando suavemente e incubando a T2 amb,
5 min. Retirar el sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

16. Fijar la monocapa celular con 10 ml de tampdn PBS 1x 4% (p/v) paraformaldehido a T2 amb, 30min. Retirar el
sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

17. Por 2 veces, lavar con 10 ml de tampon PBS 1x 5mM MgCl,, agitando suavemente e incubando a T amb, 10
min. Retirar el sobrenadante mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampén PBS 1x 5mM MgCl,; 100 ml

Diluir 10 ml de tampo6n PBS 10x con 80 ml de agua Milli-Q.
Anadir 0.5 ml de 1M MgCl, y homogeneizar.
Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Solucién HCI 0.2M; 50 ml
Diluir 0.84 ml de solucién 37% (11.94M) HCI (Carlo Erba, Fluka) con 50 ml de agua Milli-Q.

Tampén SSC 2x 5mM EDTA; 50 ml

Diluir 5 ml de tampdn SSC 20x con 40 ml de agua Milli-Q.
Anadir 0.5 ml de EDTA 0.5M pH 8.0 y homogeneizar.
Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Tampén PBS 1x 1 pug/ml Proteinasa K; 100 ml

Pesar y poner en un tubo Eppendorf 0.1 mg de Proteinasa K (Gibco BRL).

Anadir 1 ml de agua Milli-Q y disolver la Proteinasa K.

Diluir 10 ml de tampén PBS 10x con 89 ml de agua Milli-Q.

Afadir 1 ml de solucién de Proteinasa K disuelta al tampén PBS 1x preparado y homogeneizar.

Tampdn PBS 1x 0.2% (p/v) glicina; 50 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 0.1 g de glicina (Sigma).
Disolver en 40 ml de agua Milli-Q.

Anadir 5 ml de tampén PBS 10x y homogeneizar.

Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Tampén PBS 1x 4% (p/v) paraformaldehido; 50 ml

Pesar y poner en un frasco tipo Erlenmeyer 2 g de paraformaldehido (Merck).
Anadir en 40 ml de agua Milli-Q y 30 pl de 1M NaOH.

Disolver con incubacion al bafio maria.

Anadir 5 ml de tampoén PBS 10x y homogeneizar.

Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Prehibridacion de la monocapa celular

18. Preparar la solucion de prehibridacion.
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19.
20.
21.
22.
23.

Afadir a la placa 10 ml de solucién de prehibridacion.

Incubar la placa a 95-97°C, 3 min.

Incubar la placa a 42°C, 20 min con agitacion suave (aprox. 40 rpm).
Incubar la placa a 95-97°C, 3 min.

Enfriar répidamente la placa sobre un bafio de agua/hielo.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién de prehibridacién: SSC 5x, 50% (v/v) formamida, 5x Denhart’s, 100 ng/ml DNA monohebra; 10 mi

Poner en un vial 1.9 ml de agua Milli-Q.
Anadir:

TamMPON SSC 20X ..uveiieiiiiie ettt e et e e e e e e et a e e enrea e

Formamida (Fluka) .......
Solucién Denhart’s 100X ................

Solucién DNA monohebra 10 mg/ml

Homogeneizar.

Solucién Denhart’'s 100x: 2% (p/v) Ficoll, 2% (p/v) polivinilpirrolidona, 2% (p/v) Albumina Sérica Bovina (BSA); 50 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

FICOIl (SIGMA) et
Polivinilpirrolidona (Sigma) ......cc.coeoiiiiiiiiiie e
Albumina Sérica Bovina (BSA) fraccion V (Boehringer Mannheim)

Disolver en 40 ml de agua Milli-Q.

Enrasar a 50 ml con agua Milli-Q.

Filtrar con un filtro de acetato de celulosa 0.45 um (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas de 5 ml y conservar a —20°C.

Solucién DNA monohebra 10 mg/ml; 25 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados 0.25 g de DNA de esperma de salmén (Boehringer Mannheim).

Disolver en 25 ml de tampé6n TE 1x.
Sonicar hasta que disminuye la viscosidad.

Por 2 veces, incubar durante 10 min a 100°C y enfriar en bafio de agua/hielo durante 10 min.

Preparar alicuotas y conservar a —20°C.

Hibridacion de la monocapa celular

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

Preparar la solucién de hibridacion in situ.

Desnaturalizar 50-100 ng de DNA sonda marcado incubandolo a 95°C, 10 min.

Enfriar rapidamente el DNA sonda en un bafio de agua/hielo durante 10 min.

Anadir el DNA sonda desnaturalizado a la solucién de hibridacion in situ precalentada a 42°C.

Retirar la solucion de prehibridacién de la placa mediante aspiraciéon con pipeta Pasteur.

Afadir 3 ml de solucién de hibridacion in situ con DNA sonda y sellar la placa con Parafilm®.

Incubar la placa a 42°C, 12-14 h sin agitacion.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién de hibridacion in situ: SSC 5x, 45% (v/v) formamida, 5x Denhart’s, 5-10% (p/v) sulfato dextrano; 10 ml

Poner en un vial 1.2 ml de agua Milli-Q.
Anadir:
Tampoén SSC 20x
Formamida (Fluka)

Pesar 0.8 g de sal sédica de sulfato dextrano (Sigma).

Anadir el sulfato dextrano poco a poco y agitando con vortex hasta su disolucion.

Anadir 0.5 ml de solucién Denhart’'s 100x y homogeneizar.
IMPORTANTE: falta afiadir todavia el DNA sonda desnaturalizado.
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Lavado post-hibridacién de la monocapa

31. Recuperar la solucién de hibridacion in situ y conservarla a —20°C. Esta solucién se puede reutilizar varias veces.
En los usos posteriores, esta solucidon se debe incubar 10 min a 95°C mas otros 10 min en un bafo de agua/hielo
para desnaturalizar el DNA sonda que todavia contiene.

32. Por 2 veces, incubar la placa con 10 ml de tampoén SSC 5x 45% (v/v) formamida a 42°C, 15 min. Retirar cada vez
el sobrenadante mediante aspiracién con pipeta Pasteur.

33. Por 2 veces, incubar la placa con 10 ml de tampén SSC 2x a T? amb, 5 min. Retirar cada vez el sobrenadante
mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

34. Por 2 veces, incubar la placa con 10 ml de tampon SSC 0.1x a 60°C, 15 min. Retirar cada vez el sobrenadante
mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Tampédn SSC 5x 45% (v/v) formamida; 50 ml

Diluir 12.5 ml de tampdn SSC 20x con 15 ml de agua Milli-Q.
Afnadir 22.5 ml de formamida (Fluka) y homogeneizar.

Estabilizacién del DNA sonda (opcional)

Este paso solo es necesario si sobre una misma monocapa celular se desea diferenciar hibridos distintos. En este
caso el DNA sonda de uno y otro hibrido habra sido marcado con moléculas distintas, y se utilizara substratos
cromogénicos distintos para sendos DNA sonda. En este trabajo experimental se ha hibridado el gen lacZ y el gen gE,
marcados con biotina y digoxigenina respectivamente, sobre una misma monocapa celular. Debido a que en el revelado
de ambos DNA sonda participa la misma enzima (fosfatasa alcalina), y para poder diferenciar un hibrido del otro, ambos
DNA sonda han sido revelados por separado. Ello conlleva, ademas, la necesidad de inactivar la fosfatasa alcalina del
primer revelado antes de proceder al segundo revelado. Este paso de inactivacion es por incubacion a alta temperatura, y
podria provocar la desnaturalizacion del segundo DNA sonda antes de ser revelado. Por consiguiente, es necesario
estabilizar la hibridacién de los DNA sonda. El método utilizado para estabilizar el DNA sonda es el que se describe a
continuacion:

35. Colocar la placa a 8 cm de una fuente de luz ultravioleta de A 254nm (Lampara ATOM, modelo UVATOM-70).
Irradiar durante 4 min.

36. Anadir rapidamente a la placa 5 ml de tampdn 1 para evitar que se seque en exceso.

Revelado primero

37. Lavar la placa con 10 ml de tampon 1 a T2 amb, 2 min con agitacion suave. Retirar el sobrenadante mediante
aspiracién con pipeta Pasteur.

38. Incubar la placa con 10 ml de tampdn 2 a T2 amb, 20 min con agitacién suave. El tampén 2 debe estar preparado
1 h antes de usarlo pues debe atemperarse a T? amb. Retirar el sobrenadante mediante aspiraciéon con pipeta
Pasteur.

39. Preparar una dilucién 1:5000 de anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (anti-DIG/AP)
(Boehringer Mannheim), o una dilucién 1:2500 de streptavidina conjugada a fosfatasa alcalina (streptavidina/AP)
(Boehringer Mannheim) en tampdn 2, segun sea el DNA sonda a revelar primero. En este trabajo, primero se ha
revelado el DNA sonda marcado con biotina y para ello se ha utilizado streptavidina/AP.

40. Incubar la placa con 5 ml de anticuerpo diluido a T amb, 30 min con agitacién suave. Retirar el sobrenadante
mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

41. Por 2 veces, lavar la placa con 15 ml de tampon 1 a T2 amb, 15 min con agitacion suave. Retirar el sobrenadante
mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

221



VI. Material y Métodos

42. Equilibrar la placa con 10 ml de tampdn 3 a T amb, 2 min con agitacion suave. Retirar el sobrenadante mediante
aspiracion con pipeta Pasteur.

43. Incubar la placa con 5 ml de solucién de revelado de fosfatasa alcalina recién preparada. Incubar a oscuras a T2
amb, 2-3 h (o hasta que se vean las calvas de color) sin agitacion. Si se desea acelerar el revelado se puede
incubar a 37°C. También se puede renovar cada 45 min la solucién de revelado de fosfatasa alcalina.

44. Retirar la solucién de revelado de fosfatasa alcalina mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

45. Lavar la placa con 10 ml de tampdn TE 1x a T# amb, 5 min con agitacion suave.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién de revelado de fosfatasa alcalina (rojo); 10 ml

Transferir a un vial 10 ml de tampén 3.
Anadir y disolver 1 pastilla de ‘AP substrate tablets red’ que contiene 2 mg de naftol-AS-fosfato y 1 mg de Fast Red TR.
Este producto viene suministrado en el kit Multicolor Detection Set (Boehringer Mannheim).

Inactivacion de la fosfata alcalina (opcional)

46. Incubar la placa con 10 ml de solucion 50mM EDTA pH 8.0 a 82°C, 15 min. Retirar el sobrenadante mediante
aspiracion con pipeta Pasteur.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

EDTA 50mM pH 8.0; 50 ml
Diluir 5 ml de EDTA 0.5M pH 8.0 con 45 ml de agua Milli-Q.

Revelado sequndo (opcional)

47. Por 2 veces, lavar la placa con 15 ml de tampén 1 a T? amb, 5 min con agitacion suave. Retirar el sobrenadante
mediante aspiracion con pipeta Pasteur.

48. Repetir los pasos 38. a 45. del revelado primero de la placa usando un substrato cromogénico diferente al
utilizado en el primer revelado (p.e. NBT / BCIP).

49. Secar la placa a T? amb y conservar.

VI.F.1.A.4. Rescate del virus recombinante del medio semisdlido

Las particulas viricas que, en el conjunto de una monocapa celular infectada, han proliferado y formado una calva
considerada de interés por hibridacion in situ, pueden ser parcialmente recuperadas a partir del medio semisoélido que las
cubria. Con estas particulas viricas recombinantes se puede infectar nuevos cultivos, sobre éstos hacer nuevas
hibridaciones in situ y volver a recuperar las particulas viricas recombinantes del medio semisdlido. El resultado de este
segundo ciclo de infeccidn-deteccion-recuperacion es un enriquecimiento del nimero de particulas viricas recombinantes
con respecto al conjunto de particulas viricas producidas en el cultivo. Si se enlaza 3-4 de estos ciclos de
enriquecimiento, el resultado final es la obtencién de una suspension virica homogénea, es decir, un conjunto de
particulas viricas que presentan el patron de hibridacion in situ seleccionado. A partir de estas suspensiones viricas se
puede infectar cultivos celulares en medio liquido, inicialmente pequefios y mas tarde monocapas mayores, para obtener
suficientes particulas viricas que permitan realizar las pruebas analiticas necesarias que confirmen o no la realidad de
una nueva cepa viral.

El método utilizado para recuperar virus recombinantes del medio semisdlido es el que se describe a continuacion:
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Marcar en la base de la placa de la hibridacion in situ la calva recombinante positiva.

Posicionar el medio GMEMss adsorbido al papel Whatmann 3MM (Schleicher & Schuell) sobre la base de la
placa hibridada haciendo coincidir los 3 agujeros del papel Whatman con los 3 puntos rotulados en la placa de
hibridacion in situ. Esta posicion es exactamente la que ocupaba el medio sobre la monocapa celular.

Comprobar que la calva recombinante es visible a través del medio GMEMss.

Recuperar la porcion de medio semisdlido que esta sobre la calva recombinante utilizando una pipeta automatica
de 1 ml con una punta cortada en el extremo.

Transferir el trozo de medio seccionado a un tubo Eppendorf con 0.5 ml de Medio A.

Incubar el trocito de medio seccionado en Medio A a 4°C, 12-14 h con agitacion ‘end-over-end’. De esta manera
las particulas viricas difunden del medio semisélido al medio liquido. Cabe sefialar que tiempos de incubacion
mayores conllevan la pérdida de titulo viral.

Si procede, infectar nuevas monocapas celulares con una fraccién (50-100 pl) del Medio A obtenido, iniciando asi
un nuevo ciclo de infeccion-deteccion-recuperacion. Conservar el resto de la suspensién virica a —80°C, en
Medio A y en presencia de glicerol estéril al 15% (v/v).

VIL.F.2. Métodos de caracterizacion de virus recombinantes

En este apartado se describe las técnicas analiticas utilizadas para la caracterizacion in vitro del virus recombinante

obtenido. Se ha estudiado la cinética de infeccién del virus recombinante en un cultivo en medio liquido y en medio

semisodlido. También se ha determinado el area de las calvas que forma el virus recombinante en un cultivo en medio

semisolido.

VI.F.2.A.1. Cinética de crecimiento

En este trabajo experimental se ha comparado la tasa de produccién de las cepas FM, gE" y RAPPR’ del BoHV-1 en

medio semisolido. También se ha comparado la tasa de produccién en medio liquido de las cepas FM y RAPPR". En uno

y otro caso se ha utilizado cultivos confluentes de células MDBK.

Para la obtencion de la curva de crecimiento en medio liquido se ha utilizado el método que se describe a

continuacion:

o a0 bk w N

N

Disponer para cada virus de 1-2 monocapas celulares confluentes en un frasco de cultivo de 175 cm? de
superficie.

Infectar las monocapas a una m.o.i. de 0.001, en un volumen de infecciéon de 10 ml de Medio A.

Incubar las monocapas infectadas a 37°C, 1 h.

Retirar el sobrenadante de la infeccién mediante aspiracion con pipeta Pasteur estéril.

Afadir 35 ml de Medio A e incubar a 37°C. Este se ha escogido como el momento de infeccion tiempo 0.

Tomar fracciones de 0.9 ml y afiadir glicerol estéril a una concentraciéon final 15% (v/v). Homogeneizar y
conservar a —80°C.

Tomar fracciones del cultivo hasta las 50 h de incubacion.

Titular el sobrenadante de infeccidén de cada fraccidon obtenida en placas de cultivo de células MDBK.

Para la obtencion de la curva de crecimiento en medio semisdlido se ha utilizado el método que se describe a

continuacion.
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1. Disponer de 5 monocapas celulares confluentes en placas de cultivo de 60 mm de didametro para cada virus con
el que se prevee infectar.

2. Infectar cada placa a una m.o.i. de 0.001, en un volumen de infeccién de 2.5 ml de Medio A.

3. Incubar las monocapas infectadas a 37°C, 1 h.

4. Retirar el sobrenadante de la infeccion mediante aspiracién con pipeta Pasteur estéril.

5. Afadir 12 ml de medio GMEMss y dejar solidificar a T* amb, 30 min.

6. Incubar a 37°C. Extraer una placa cada 24 h.

7. Desprender el medio semisdlido y trocearlo con una gillette sobre una placa de cultivo. Transferir el medio
troceado a un vial y afiadir 12.5 ml de Medio A.

8. Incubar a 4°C, 12-14 h con agitacioén ‘end-over-end’.

Centrifugar la suspension a 1000xg, 5 min a 4°C para sedimentar los restos del medio semisdlido.

10. Tomar una fracciéon de 0.9 ml y afadir glicerol estéril a una concentracién final 15% (v/v). Homogeneizar y
conservar a —80°C.

11. Titular el sobrenadante de infeccién de cada fraccidn obtenida en placas de cultivo de células MDBK.

VI.LF.2.A.2. Determinacion del area de calva

El area de la calva que forma un viriéon de alphaherpesvirus cuando infecta un cultivo celular es un parametro que
caracteriza al virus en cuestion. En presencia de medio semisdlido, el area de la calva ayuda a determinar la capacidad
del virus para transmitirse de célula a célula y propagar la infecciéon sin necesidad de acceder al medio extracelular. De
hecho, asi fue como se estimé el papel que juega la gE en la transmision directa célula a célula del BoHV-1 (Rebordosa
et al., 1996).

En este trabajo se ha medido y comparado estadisticamente el area de las calvas que forman las cepas FM, gE" y
RAPPR" del BoHV-1 tras infectar un cultivo celular en medio semisodlido. Las calvas medidas corresponden a 2
monocapas celulares infectadas conjuntamente con viriones FM y gE’, o RAPPR™ y gE’, respectivamente. Ambas
infecciones se han ensayado a una m.o.i. de 0.0001. Tras 72 horas de infeccion, se ha aplicado la técnica de la
hibridacion in situ sobre placa de cultivo para detectar los tres tipos de calvas formados. Primero, se ha utilizado la sonda
lacZ*BIO (rojo) para detectar las calvas formadas por los viriones gE". A continuacién, se ha utilizado la sonda gE*DIG
(marrén) para detectar las calvas formadas por los viriones FM y RAPPR'. El area de las calvas se ha hallado mediante el
programa de dibujo asistido por ordenador AutoCAD 14 (Autodesk) sobre una imagen digital de cada una de las placas.
Para ello, se ha trazado manualmente una linea poligonal que resigue el perimetro del area hibridada de cada calva.

VI.F.2.A.2.a. Andlisis descriptivo de valores

La distribucién del area de calva de las tres cepas del BoHV-1 ha sido descrita con indices basados en ordenaciones
(p-e. mediana, amplitud intercuartil, etc.) y en momentos (p.e. media, desviacién estandar, etc.) (Doménech Massons &
Granero, 1998b). Para representar graficamente estas distribuciones se ha utilizado el diagrama de caja o “boxplot” (Fig.
72). Este diagrama utiliza los indices basados en ordenaciones. Estos indices se caracterizan porque no consideran
todos los valores de una distribucién, de manera que los valores mas extremos o anormalmente alejados pierden peso y
no afectan el valor del indice. El “boxplot” ofrece una representacion sintética de la distribucion a la vez que permite,

i) localizar la tendencia central de la distribucion,

ii) comprobar la dispersion del 50% central de los valores de la distribucion (longitud de la caja),

iii) observar la posible asimetria en el centro de la distribucidn (posicion de la mediana dentro de la caja),
iv) observar la posible asimetria de las colas de la distribucion (patillas de diferente longitud), y

v) detectar los valores mas extremos de la distribucion (valores exteriores y alejados).
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Valores exteriores y alejados: valores
¢ altos anémalos de la distribucion

Valor adyacente: valor méximo no anémalo
de la distribucion

Caja
*

Amplitud intercuartil: medida de dispersion
de valor igual a la longitud del intervalo que
contiene el 50% central de los
< Mediana: valor central en el valores de la distribucion

conjunto ordenado de los

valores de la distribucién

Patillas

-« Valor adyacente: valor minimo no anémalo
f de la distribucion

Valores exteriores y alejados: valores
baios anémalos de la distribucion

Figura 72. Interpretacién de un diagrama de caja o ‘boxplot’

VI.F.2.A.2.b. Andlisis estadistico

Para comparar entre si el area de calva de las cepas FM, gE" y RAPPR" del BoHV-1, se ha aplicado analisis
estadisticos mediante el programa SPSS 10.0 (SPSS, Inc.).

La primera prueba realizada ha servido para determinar si las condiciones de cultivo en ambas placas han sido las
mismas, esto es, que no ha habido un grado de confluencia celular distinto en ambas monocapas que haya condicionado
el tamafio de unas u otras calvas. Para ello se ha comparado el area de las calvas gE* de ambas placas. La prueba
estadistica aplicada ha sido la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Cabe sefialar que en este caso particular no
es aplicable la prueba paramétrica t de Student-Fisher porque ambas distribuciones, aunque siguen una distribucion
Normal y tienen igual variabilidad, presentan una asimetria que supera 2 veces su error estandar (Doménech Massons &
Granero, 1998a).

Para comparar entre si el area de calva de las tres cepas del BoHV-1 se ha aplicado un analisis de la variancia
(ANOVA). El resultado de esta prueba determina que la diferencia entre el area media de las calvas FM, gE” y RAPPR’
es, en conjunto, significativa (P<0.05). El ANOVA, no obstante, no determina entre qué tipos de calva es significativa la
diferencia de area. Para ello, ha sido necesario aplicar un analisis complementario de contrastes. Los contrastes definidos
han sido FM vs gE', RAPPR" vs gE" y RAPPR" vs FM, y el analisis aplicado compara el area media de los dos tipos de
calvas definidos en cada uno de ellos. Cabe sefialar, que la prueba de Levene para la homogeneidad de variancias
detecta diferencias significativas en el conjunto de las distribuciones, y que por ello el estadistico de contraste t utilizado
es aquél que asume que no hay homogeneidad de variancias. Para cada contraste, el intérvalo de confianza del 95% de
la diferencia de medias se calcula segun la férmula 1C95% = d + tn.c,2 X EE(d), donde ‘d’ es la diferencia de medias, ‘N’
la suma de calvas que se comparan en cada constrate, ‘C’ el numero total de tipos de calvas, y ‘EE(d)’ el error estandar
de la diferencia de medias.
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VI.G.Método de obtencion de anticuerpos monoclonales

En este apartado se decribe el método utilizado para obtener el anticuerpo monoclonal 3F9 (MAb 3F9) dirigido contra

la gE del BoHV-1 FM, y que ha servido para desarrollar un modelo de test ELISA de bloqueo para el diagndstico

diferencial de animales infectados por BoHV-1. El método utilizado fusiona esplenocitos de ratén infectado

experimentalmente con BoHV-1 FM, y células de mieloma NSI-D8.

Esplenectomia

El MAb 3F9 pertenece a una coleccion de MAbs anti-gE obtenida a partir de ratones hembra BalbC infectados

experimentalmente con BoHV-1 FM mediante puncién intraperitoneal. La pauta de inoculaciéon seguida ha sido de 1

inoculacion cada 2-3 semanas, hasta un total de 3-4 inoculaciones.

10.
11.

12.
13.

Sacrificar el ratdn mediante asfixia en atmdsfera de COs.

Proceder a diseccionar el ratdn en condiciones estériles en una cabina de flujo laminar. Mojar el pelaje del vientre
del animal con etanol 70% (v/v). Escurrir el exceso de etanol y colocar el animal sobre una placa de Petri.
Recortar un poco el pelaje del vientre del animal.

Pinzar y levantar un poco la piel del lado izquierdo del vientre del animal. Cortar la piel en dicho punto y separarla
poco a poco de la membrana peritoneal.

Cortar la membrana peritoneal y localizar el bazo bajo el pancreas. Extraer el bazo lo mas limpio posible de
grasa y colocarlo sobre una placa de Petri de 40 mm de diametro.

Pinchar un extremo del bazo con una aguja hipodérmica. Inyectar 1 ml de medio RPMI + 2%FCS con una jeringa
tipo tuberculina o insulina por el otro extremo del bazo. Recoger en un tubo aparte los esplenocitos que se eluyan
del bazo. En caso necesario, presionar suavemente el bazo para extraer una mayor cantidad de células.

Repetir la operacion del paso 5 inyectando un segundo ml de medio RPMI + 2%FCS por el otro extremo del
bazo.

Repetir los pasos 4 y 5 hasta vaciar el bazo de su contenido. El bazo pierde opacidad conforme se vacia de
células.

Dejar reposar el material extraido durante 5 min para sedimentar los fragmentos del bazo que se hayan podido
desprender durante la elucidn de los esplenocitos. Transferir el sobrenadante que contiene los esplenocitos a un
vial estéril de centrifugacion.

Centrifugar la suspension celular a 300xg, 5 min a T?amb. En este punto empezar a preparar las células
parentales de mieloma NSI-D8.

Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril.

Lavar los esplenocitos sedimentados de nuevo con 10 ml de medio RPMI + 2%FCS, suavemente y con ayuda de
una pipeta Pasteur estéril.

Resuspender los esplenocitos en 10 ml de medio RPMI + 2%FCS.

Contar al microscopio los esplenocitos extraidos mediante una camara de Neubauer. Para una camara de
Neubauer de 5x5 cuadros y una superficie total de recuento de 1 mm?, la concentracion de células (n® células/ml)
se calcula mediante la formula “(media de células en 10 campos) x factor de dilucién aplicado x 25 cuadros x 10*
=", El factor 10* depende del tipo de camara de recuento utilizada.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Medio RPMI + 2%FCS: 98% (v/v) RPMI, 2% (v/v) FCS; 50 ml

Dispensar en un vial estéril 49 ml de medio RPMI 1640 glutamax (Gibco BRL).

Anadir 1 ml de FCS inactivado (VI.C.2.A.1.) (La funcion del FCS es evitar que las células se adhieran a las paredes del
vial).

Homogeneizar y conservar a 4°C.

NOTA: Si no dispone de medio RPMI 1640 glutamax, se puede utilizar medio RPMI y suplementar entonces con
glutamina atemperada a 37°C a una concentracion final de 0.5-2mM.
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Preparacion de las células de mieloma NSI-D8

14. Descongelar un vial de células NSI-D8 cuatro o cinco dias antes de fusionarlas con los esplenocitos. Seguir el
método descrito en VI.C.2.B.3. utilizando medio RPMI completo + 8-Azaguaninax1.

15. Sembrar las células en un frasco de cultivo de 75 cm? con 25 ml de medio RPMI completo + 8-Azaguaninax1.

16. Al dia siguiente, aspirar el medio de cultivo de las células NSI-D8 con una pipeta Pasteur estéril y reponer con 25
ml de medio RPMI completo.

17. Cambiar el medio de cultivo de las células NSI-D8 descongeladas cada dia. La reposicion del medio de cultivo de
las células NSI-D8 garantiza unas condiciones optimas de las células NSI-D8, determinantes de cara a la fusion
con los esplenocitos.

18. Desprender las células (no es necesario utilizar tripsina ya que las células no se adhieren fuertemente a la
superficie de cultivo) y dividir el cultivo en dos frascos el dia antes a la fusion con los esplenocitos. Sembrar las
células en frascos de 75 cm? con 25 ml de medio RPMI completo cada uno.

19. Desprender y dispensar las células NSI-D8 en un vial estéril de centrifugacion mientras se desarrolla el paso 9 de
la esplenectomia.

20. Centrifugar la suspension celular a 300xg, 5 min a T2%amb.

21. Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril, y resuspender las células suavemente en 10 ml de medio
RPMI + 2%FCS.

22. Contar al microscopio las células NSI-D8 mediante una camara de Neubauer.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracion.

Medio RPMI completo + 8-Azaguaninax; 50 ml

Suplementar 50 ml de medio RPMI completo con 8-Azaguaninax (Sigma) a una concentracion final 20uM.

Medio RPMI completo: 90% (v/v) RPMI, 10% (v/v) FCS, 50ug/ml gentamicina; 50 ml

Dispensar en un vial estéril 45 ml de medio RPMI 1640 glutamax (Gibco BRL).

Anadir:
FCS inactivado (VL.C.2.A.1.) oo vee 5ml
Gentamicina 50 mg/ml (Gibco BRL, Biological Industries) ...........c......... 50 pl

Homogeneizar y conservar a 4°C.
NOTA: Si no dispone de medio RPMI 1640 glutamax, se puede utilizar medio RPMI y suplementar entonces con
glutamina atemperada a 37°C a una concentracion final de 0.5-2mM.

Fusion

23. Mezclar esplenocitos y células NSI-D8 a razén de 4 esplenocitos : 1 célula NSI-D8 en un vial estéril de 50 ml.
Generalmente se cuenta fusionar 0.75-1.2x10° esplenocitos con 1.9-3.0x10" células NSI-D8, de manera que se
dispone de 0.94-1.5x10° células totales (esplenocitos + células NSI-D8). Enrasar a 40 ml con medio RPMI sin
suero. Homogeneizar suavemente la suspension de células.

24. Atemperar la cantidad de solucién PEG 1500 a utilizar (v. paso 28) y 50 ml de medio RPMI sin suero, en un bafo
termostatizado a 37°C.

25. Centrifugar la suspension celular a 300xg, 5 min a T2%amb.
26. Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril, dejando el sedimento de células bien seco.
27. Deshacer el botén de células sedimentadas golpeando suavemente la base del vial.

28. Anadir 0.75 ml de solucion PEG 1500 atemperada a 37°C por cada 1.0x10° células totales. Depositar la solucion
PEG 1500 sobre las células muy poco a poco, homogeneizando la mezcla con la punta de la pipeta en un tiempo
total de 45 seg. NO SUCCIONAR LAS CELULAS.

29. Agitar muy suavemente o hacer rodar el vial sobre si mismo durante 30-45 seg.

30. Anadir medio RPMI (sin suero) atemperado a 37°C sobre la mezcla de células mientras se agita el vial muy
suavemente, gota a gota y a razén de: 3x1 ml en 3x30 seg, 10 ml en 2 miny 27 ml en 2 min.

31. Incubar la suspension celular 12 min a T2amb.
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32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.

39.

Incubar la suspension celular 5 min a 37°C.

Centrifugar la suspension celular a 300xg, 5 min a T2%amb.

Aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril.

Resuspender el boton de células sedimentadas en 80 ml de medio HAT completo.

Repartir la suspensién de células en placas de ELISA de 96 pocillos a razén de 135 pl/pocillo.

Incubar las placas sembradas durante 10-14 dias, a 37°C. Durante este tiempo conviene no sacar las placas del
incubador para evitar que los hibridomas en crecimiento sufran cambios de T? que puedan afectar su viabilidad.

Comprobar que la mayoria de pocillos contienen uno o mas hibridomas en crecimiento, y que el medio haya
virado (de violeta a naranja-amarillo). Aspirar el sobrenadante de cada pocillo. Reponer con 135 pl/pocillo de
medio HAT completo fresco.

Incubar 2-3 dias, a 37°C. Cuando el medio de los pocillos vuelven a virar de color, seleccionar mediante ELISA
indirecto qué sobrenadantes contienen anticuerpos anti-BoHV-1.

Soluciones y tampones utilizados. Método de elaboracién.

Solucién PEG 1500: 75mM HEPES, 50% (p/v) PEG 1500; 5 ml

Pesar y poner en un vaso de precipitados:

HEPES (CsH15N204S) (Merck) ............................................................... 0.09 g
PEG 1500 (Boehringer Mannheim) ..........cccceeiiiiiiiiiieen e 25¢g

Disolver en 2.4 ml de agua Milli-Q.
Enrasar a 5 ml con agua Milli-Q.

Medio HAT completo: 90% (v/v) RPMI completo, 10% (v/v) Condimed, HAT 1x, 25uM B-Mercaptoetanol; 40 ml

Dispensar en un vial estéril 36 ml de medio RPMI completo.

Anadir:
Condimed (Boehringer Mannheim) ..........ccocoviiiiiiiiiiic e 4 ml
HAT 50x (Boehringer Mannheim) ..........ccocoeiiiiiiiiiiiee s 0.8 ml
B-Mercaptoetanol S50MM .........cccooiiiiiiiiie e 20 wl

Homogeneizar y conservar a 4°C.

B-Mercaptoetanol 50mM; 5 ml

Dispensar en un vial 5 ml de agua Milli-Q.

Anadir 17.4 pl de B-Mercaptoetanol 14.4M (Fluka).

Esterilizar por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0.22 um (Millipore, Corning).
Preparar alicuotas y conservar congelado a —20°C.
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en Xavi Jorba, la Silvia Bronsoms, la Silvia Salamanca, en Pep i en Xavi Avilés (llavors director del centre). Enfilant passadis avall, a mig
passadis, la canaletes a la dreta a I'entrada de la cambra fosca. A I'esquerra, d’'una habitacio plena de plantes, em surt en Viceng amb
caixes de puntes grogues i blaves. Una mica més enlla al passadis, la sala de balances, mentre que a I'esquerra baixen unes escales
cap a la planta de baix de I'IBF. Pero tot continuant per la planta de dalt, al final del passadis, trobem I'entrada de la sala de maquines on
tenim els autoclaus, les centrifugues Sorvall, la ultra, un sonicador, dos liofilitzadors, un univap, un fermentador, els —80°C, i on en Juan
Checa té un petit taller amb eines. En un petit passadis trobem les cambres fredes (2), el laboratori d’'isdtops radiactius i I'habitacié on els
de molecos i d’enzimo secuencien el DNA dels seus respectius clons. Sortint de la sala de maquines puc entrar al laboratori de
Neuroquimica on em reben la Tina, en Lluis, la Marian, la Neus, I'Ana, la Teresa, 'Eva Martinet, la Rosa Fibla, la Samira i en Carlos
entre d’altres. Al laboratori del costat, el d’Ecologia Microbiana, em trobo amb la Balbi, la Vicky, en Chano y la Yoya, la Bego, la Nuria
Gaju, en Joan i la Maika (perd aquests venen més tard, cap el vespre, per a treballar més tranquils), en Toni Solé, en Xavi i Lo Tronc. |
per acabar a la planta de dalt, el darrer laboratori que visito és el de Citogenética i Genetica Humana on em trobo a la Marta Bernués,
aquella noia de Lleida que mai em recordo com es diu, i més recentment la Laura i la nova Marta. Tot baixant les escales internes de
I'IBF, cap a I'esquerra trobem la sala de Bioinformatica. Alla qui manava era en Baldo, i treballant en alla recordo al Xavi Gomis (amb
xancletes i fumant pipa), en Xavi Daura, en Marc Marti, en Xouse, en Patrick, 'Antonio i també una temporada en Mario. Ara, molt més
recentment, també em trobo I'Oscar Conchillo. En aquest punt permeteu-me un incis... Marc, t'agraeixo mot especialment el fet que
fossis la primera persona que creiés una mica en mi amb tot aquest merdé del TRAPP. El teu interés em va motivar a treballar més a
fons les possibilitats del TRAPP que com pots comprovar han pogut donar forma, amb més o menys encert, a tota una tesi doctoral, que
d’altra banda s’hagués pogut anomenar “El TRAPP y la madre que lo parié”. Moltes gracies, de nou, amic meu. Al costat de la sala de
Bioinformatica trobem el laboratori d'Immunologia Molecular amb I'Aura i la Manuela. Passant de nou per davant de les escales, a
I'esquerra trobem la sala de cutius on qui mana és la Paqui, mentre que a la dreta és el laboratori d’'Immunologia. Alla em trobo amb la
Paz, en Toni Iborra, en Carles Morte, en Pepe Palacios (colirio en La Habana), la Pilar, en Manel, 'Ednita i la Maritza. Ednita, desde

estas lineas te mando un fuerte apapacho y te agradezo todo tu apoyo prestado. En aquesta mateixa direccio, al final del passadis,



trobem el laboratori de Microbiologia Aplicada, abans ocupant el mateix espai que el d’Ecologia Microbiana, on qui mana és en Toni
Villaverde. Amb ell hi treballen, en el meu record, en Toni Benito, I'Eli, en Pepe Luis, en Jordi Feliu, en Xavi Carbo alias “compi”, la Mar,
'’Anna i 'Esther. En conjunt, tota una gran familia aquesta de I'IBF, de la qual guardo un gratissim record. Vull agrair especialment
I'afecte de dues persones que reconec van donar un gir en la meva vida: la Cris Marino i en Pepe Palacios. Reconec que el seu tracte
em va fer ser més sensible, també més espontani, tot evitant sempre la fredor que segons ells em revestia 'ascendéncia alemanya. A ti
Cris y a ti Pepe, dobles gracias. Cris... recuerda... ‘guardame tu sonrisa que yo también te regalaré una rosa’. Una tercera persona que
ha sacsejat la meva existencia és, sense cap mena de dubte, en Juan Cedano. Gracias Juan por ser como eres, por tratarme como me
tratas, muy especialmente por tu generosidad a la hora de ayudarme con la jodida secuencia TRAPP. Reconozco tu ayuda, casi autoria,
en el desarrollo de los programas que nos han permitido hallar secuencias poco frecuentes en el proteoma de diversas especies de
organismos, asi como el hecho de que al haberlos inluido se ha dotado a la tesis y al trabajo realizado de nuevas posibilidades. Por todo

ello Juan, muchisimas gracias. Por favor, no cambies nunca.

Els records, pero, també em porten fora de I'lBF. Em porten per exemple cap a la unitat de Biofisica de la facultat de Medicina on
saludo a I’Anna Andrés, a la Monica Companyd6, a '’Ana Kosoy o 'Emma bomber. Tanmateix, els records em porten tot plegat cap a
'altra banda de Ciéncies, més concretament al departament de Microbiologia. Alla em trobo en Manolo, en David Carro, I'Eduard
Torrents i 'Esther Julian. Precisament a vosaltres dos, Eduard i Esther, us dec moltissim de la tesi que he escrit. Primer perque vau
saber tocar-me la fibra i inculcar-me els remordiments d’haver iniciat una tesi i de no haver-la acabada. Aixd és una primera cosa a
agrair-vos per sempre més; ara també jo puc dir que tinc una tesi feta. | segon, perque us vau oferir a llegir-vos la tesi tot recomanant-me

un munt de coses que certament m’han ajudat molt per a la redaccié definitiva de la tesi. També per a vosaltres tinc un doble agraiment.

Volant en el temps, els records em porten més cap a l'inici, cap els estudis de col.legi i els de la carrera de Biologia. Primer em
trobo el record d’en Manel Castro (EGB) i d’en Xavier Bustins (BUP) i en ells el agraeixo molt el fet d’haver-me inculcat aquest interés ja
de petit en la natura i en general en la biologia. A la carrera em trobo, primer, la Gemma, la Judith, en Toni Solé, en Toni Valls
(moltissimes gracies per assistir-me en la informatica), la M® José, la Laura, en Mikell, 'Anna i en Dani. A tots ells els agraeixo les dosis
de descans i reflexié tan necessaries quan s’escriu una tesi. Més recentment, i d’enga ja de manera continuada, em trobo amb els
membres del club dels Abnormal Biologists. Moltissimes gracies Carles+Gloria (el pdf m’ha anat de conya per poder imprimir la tesi),
Alba+Raf=Joanet (el fet de voler-me de padri de la criatura déna a la meva vida una nova dimensié fins ara preocupada només en la
feina), Marc+Roser=Pol, Francesc+lrene=Marina, Marina+Esteve, Monica+Miquel i Raquel+Juanjo. A ti Raquel et vull agrair molt
especialment l'interés que has tingut sempre per la meva tesi. Ara et diria que per fi 'he acabada i pressenteixo que t'alegres
enormement. La teva lluita m’ha donat forces per acabar-la, i és per aixd que puc dir que en part va dedicada a la teva memoria. Gracies,
de nou, Raquel.

Agraeixo també molt linterés i el suport dels meus companys de feina a Biokit S.A. pel desenllag de la tesi. Agraeixo molt
especialment els anims i I'oferiment d’ajuda dels meus companys més directes: en Francesc, la Laura, la Macu, la Merce i en Roger.
Agraeixo també el suport moral de la Inma, la Grego, la Irene, en Jaume, I'Enric i 'Empar al departament de Cultius i Purificacions, aixi
com també la total disponibilitat i ajut prestat per part de I'’Andreu, d’en Jordi Feliu, en Xavier Berthet i la Rosa Mendoza (moltissimes
gracies Rosa per oferir-me I'escaner... un rapid cop d'ull de la tesi permet valorar el resultat de tan simple gest). Molt especialment
agraeixo a I'Esther Villén I'ajut prestat en I'analisi estadistic de certes dades aixi com també en les correccions i recomanacions fetes de
la redaccio de la tesi. Agraeixo perd més especialment els seus anims continus i constants i clarividencia del final felic que havia de tenir

aquesta tesi. Sincerament, gracies Esther per ser-hi sempre quan ho he necessitat.

Finalment, vull agrair als de casa meva el seu suport perque aquesta tesi acabés com finalment ha pogut ser acabada. Agraeixo a la
mare que ens inculqués una manera de treballar amb rigor i perseverancia, al pare el seu suport incondicional i de mitjans per finalment
haver pogut imprimir la tesi en condicions optimes, a la Maus el seu interés per la feina feta i el seu bon ull a I'hora de cercar acronims i
en Carles el seu suport moral incondicional i de mitjans per tenir finalment la tesi escrita, corregida i impressa. Francament ha estat una
sort poder comptar amb tots vosaltres, i per aixd us estic molt agrait. A casa també moltes gracies als meus petits-peluts-grans amics, en
Dustin, en Elvis i en Simbad, per fer-me tantissima companyia durant les moltes hores assegut davant de I'ordinador. Molt especialment
vull agrair la companyia prestada i el record que evoquen en mi en Charly i en Woody, ambdds particeps directes en la meva aventura
particular de tesi a I'IBF, i a qui ara els vull dedicar aquest final feli¢ de tesi. Tambe a casa, i des del record que evoquen en mi el abuelo i
la Omi Mimi els hi dedico en ells molt especialment la tesi que aqui he presentat. En vida heu manifestat sempre molt d’interés per la
meva feina, i ara voldria dir-vos que per fi he acabat la tesi. Estic convengut que n’estarieu orgullosos de mi, com jo ho estic de la feina

feta. Gracies per creure en mi, pel vostre recolzament i suport moral.

A tots, gracies de nou.





