MATERIAL I METODES

Tesi doctoral 65



MATERIAL I METODES

I. Animals i Tractaments

S'han utilitzat ratolins de la soca C57BL/6 mascles i femelles adquirits a [FA-CREDO
a les 8 setmanes d'edat. Els animals varen ser estabulats a 22 °C amb periodes de llum de
12 hores, amb dieta estandard (PanLab) i aigua ad libitum. Les cries es varen obtenir per

encreuaments realitzats en el nostre estabulari.

I.a. Castracio

Els mascles es van castrar quirdrgicament per extirpacio testicular. A tal efecte varen
ser anestesiats amb 20uL /g (pes de 1'animal) d'una barreja de droperidol (417 pg/mL) i
dormicum (833 pug/mL). Un cop castrats es van deixar recuperar durant 8 dies abans de I'inici

del tractament.
I.b. Tractament amb KCIO, 1%
Per administracié de perclorat potassic (KCIO,, Fluka) a I’1% (w/v) en I’aigua de

beguda es va produir hipotiroidisme farmacologic (112) en diferents periodes de la vida

postnatal de ratolins mascles i femelles C57BL/6.

Tesi doctoral 66



I.c. Tractament amb 3,5,3'-triiodotironina (T,)

Els mascles amb hipotiroidisme farmacologic postnatal es van tractar amb 1,2 pg/dia
de T, (Sigma) reconstituida amb KOH 10 mM (111) per via subcutania des del dia 7¢ al 21¢

postnatal.

I.d. Tractament amb hormona de creixement (GH)

Els mascles amb hipotiroidisme farmacologic postnatal es van tractar amb 18 pg/dia
de hGH (Kabi-Pharmacia) reconstituida amb Na CO, 25 mM pH 9,4 en NaCl 0,9% (124)

per via subcutania des del dia 7¢ al 21¢ postnatal.

I.e. Sacrifici dels animals

Els ratolins es van sacrificar per dislocacio cervical un cop finalitzat el tractament. Els
ronyons es van recollir en condicions lliures de ribonucleases congelant-los immediatament,
després de desencapsular-los, amb nitrogen liquid o col.l.ocant-los en criomotlles de
plastic de 15x15x5 mm (Lipshaw) en presencia d’OCT (OCT embedding compount, Miles
Laboratories) 1 congelant-los rapidament en 2-metil-buta (Isopenta, Fluka) refredat en
nitrogen liquid.

Tots els experiments s'han realitzat d'acord amb I'establert per la Comunitat Europea

(real decreto 223/1988: B.O.E. n° 67, 18/3/88 1 B.O.E. n°® 256, 25/10/90).
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I.f. Disseny experimental

L.f.a. Analisi de la necessitat de T, i/o GH postnatal

Lf.a.1. Per administracié exogena de T, i/o GH- Es van analitzar 6 grups que

inclouen almenys 3 femelles prenyades per grup.

Grup 1: Grup control- Aigiia durant tot I’experiment.

Grup 2: Hipotiroidisme postnatal- Administracio de KCIO, 1% en I’aigua de beguda
des del naixament fins al final de I’experiment.

Grup 3: Presencia de T, des del dia 7¢ al 21¢é postnatal- Administracié de KCIO,
1% en I’aigua de beguda des del naixament fins al final de 1’experiment,
Juntament amb I’administracio diaria de T, des del dia 7¢ al 21¢ postnatal.

Grup 4: Preséncia de GH des del dia 7¢ al 21¢ postnatal- Administracié de KCIO,
1% en I’aigua de beguda des del naixament fins al final de 1’experiment,
juntament amb la injeccid puntual diaria de GH des del dia 7¢ al 21¢
postnatal.

Grup 5: Presencia de T, i GH des del dia 7¢ al 21¢é postnatal- Administracio de
KCIO, 1% en l’aigua de beguda des del naixament fins al final de
I’experiment, juntament amb la injecci6 subcutania diaria de T, i de GH des
del dia 7¢ al 21¢ postnatal.

Grup 6: Substitucio del KCIO 1% per aigua des del dia 7¢ al 21¢ postnatal.
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L.f.a.2. Per substitucié del KCIO,1% per aigua- Es van analitzar onze grups

d’animals incloent almenys 2 femelles prenyades per grup.

Grup 1: KCIO, 1% des del naixament fins al final de I’experiment.

Control tractament hipotiroidisme.

Grup 2: Aigua des del naixament fins al dia 7. KCIO, 1% fins al final de I’experiment

(dia 40 postnatal).

Els grups especificats a continuacio presenten KCIO, 1% des del naixament fins al dia

del sacrifici (dia 40 postnatal) a excepcid de la substituci6 d’aquest per aigua els dies indicats

per grup:

Grup 3: Aigua des del dia 7 al 8.
Grup 4: Aigua des del dia 9 al 10.
Grup 5: Aigua des del dia 11 al 12.
Grup 6: Aigua des del dia 13 al 14.
Grup 7: Aigua des del dia 15 al 16.
Grup 8: Aigua des del dia 16 al 26.
Grup 9: Aigua des del dia 22 al 40.

Grup 10: Aigua des del dia 0 al 14.

Grup 11: Aigua durant tot ’experiment.

Control no tractats.
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II. Hibridacid in situ

IT.a. Preparacio de seccions de teixit i tractament dels portaobjectes

Amb un criostat (Bright Instruments Co.) a—20°C, s’obtenen seccions de 5 um tallades
seguint I’eix longitudinal del rony6, que ha estat congelat préviament en un criomotlle
amb OCT. Només es recullen aquelles seccions en les que es poden apreciar els diferents
compartiments renals. Dites seccions es col.loquen en portaobjectes tractats de la forma que

es descriu a continuaci6 i es guarden a —80°C fins a la seva posterior utilitzacio.

Els portaobjectes utilitzats (Cell-Line Associates) tenen uns anells de teflo hidrofobic,
a on es col.loca la mostra i permet evitar la utilitzacié de cobreobjectes durant la hibridacié

1 aixi preservar millor la morfologia del teixit.

Abans de la seva utilitzacio, els portaobjectes son tractats de la segiient manera:

1-  Rentar durant 30 s amb una solucié de HCL 0,2 N,

2-  Rentar durant 30 s amb H,O destil.lada,

3- Rentar durant 30 s amb acetona.

4-  Assecar a ’aire.

5-  Submergir els portaobjectes amb una solucio (subbing solution) que té azida sodica
0,3 mg/mL i gelatina 1,5 mg/mL durant 5 min.

6- Assecar durant tota la nit.

7- Tractar els portaobjectes dues vegades amb poly-L-lisina homobromide (> 300.000
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Mr, Sigma Chemical Co St. Louis MO, USA) (200mg/mL) 10 min cada vegada.
8- Rentar Imin amb H,O tractada amb DEPC (Sigma)
9-  Assecar durant tota la nit.

10- Guardar els portaobjectes a temperatura ambient en una camara dessecant.

Totes les solucions i material de vidre utilitzat es preparen lliures de ribonucleases.

II.b. Preparacio de material lliure de ribonucleases

El material, que s’ha d’utilitzar en experiments en els que es manipula RNA, es tracta

de forma especial per eliminar les possibles RNAses existents.

1- Summergir en NaOH 1M, durant 2 h o més, tot el material de vidre i de plastic no
estéril, per eliminar restes de RNA.

2- Rentar dues vegades amb aigua bidestil.lada tractada amb dietilpirocarbonat (DEPC,
Sigma) al 0,05%, per inactivar ribonucleases.

3- Assecar.

4- El material de vidre s’esterilitza a 200°C, o/n i el material de plastic s’autoclava.

Ambdds procediments inactiven el DEPC.

Tanmateix, la preparacié de tampons 1 solucions lliures de ribonucleases es realitza

amb aigua bidestil.lada tractada amb DEPC 0,05%, autoclavada dues vegades per inactivar

totalment el DEPC.
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II.c. Sintesi de sondes de RNA

II.c.1. Obtencio del motlle de la transcripcio in vitro

El plamid utilitzat per la sintesi de la sonda de RNA va ser construit amb el vector
comercial pT7/T3-19 (BRL) al que se li va inserir un fragment de 360 bp del cDNA del
gen del KAP en el lloc de restriccio de Pstl. Els plasmids obtinguts en les dues direccions
possibles d’insercid es denominen pKAP4 i pKAP3 i corresponen al sentit i a I’antisentit,
respectivament (103). El protocol que se segueix per obtenir la sonda per la reaccié de

transcripcio in vitro és el segiient:

1- 10 p g del plasmid, I’insert del qual es vol transcriure, es linearitzen amb 1’enzim de restricci6 (2U
enzim/pg DNA) Kpn 1. Volum de digestié = 100 uL.

2-  Fer 2 extraccions amb 1:1 fenol/cloroform-alcohol isoamilic (24:1) (v/v).

3- Fer | extraccio amb 1:1 cloroform/alcohol isoamilic (v/v).

4- Precipitar la fase superior amb acetat sodic 3M i 2,5 v etanol 100%.

5- Incubar 15 min a —80°C.

6- Centrifugar 15 min a 14000 rpm a 4°C.

7- Rentar amb etanol 70% (opcional).

8- Assecar el pellet.

9- Dissoldre el pellet en H,0 DEPC.

10- Congelar a —20°C.
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I1.c.2. Transcripcio in vitro

1- Reaccid de transcripei6 (és important que se segueixi I’ordre detallat i que la reaccid es prepari a

temperatura ambient):

Tampo de transcripcio 5x (Life Technologies)............ final 1X
DTT 100 mM (Life Technologies)..........ccceceruenen. final 5 mM
Inhibidor Rnasas (Promega) ...........ccceveevvevennnnnnn. final 1U/uL
dATP 10 mM (Promega) ........cccceevveveenveieniannnne final 400 uM
dCTP 10 mM (Promega) .......cecvevveevenieeienieeienne final 400 uM
dGTP 10 mM (Promega) .........ccevveeveereereereenenns final 400 uM

3SAUTP 10 mM (800 Ci/mmol, Amersham) ......final 100 pCi

Plasmid 1 /UL coooiiiieieeeeeee e final 1 ug

T7 RNA Polimerasa

(50 U/uL, Life Technologies)..........cccecvervene eee oo final 1U/uL
H,O DEPC.....cooviiiiiiiiiiii, fins al volum final
(50 pL)

Contar les cpm (contes per minut) totals de 1l de la barreja de la reaccio.

Incubar a 37°C durant 1 h.

1410 (PerkinElmer Life Sciences).
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dpm incorporades®/uL

Calcul de I’activitat especifica:  AE =

Quantitat DNA

*Les dpm incorporades s’obtenen del contatge de la radiactivitat retinguda en un filtre de fibra de vidre

(Millipore) després de I’elucio de la radiactivitat lliure amb TCA.

5- Per eliminar el plasmid DNA motlle, afegir a la barreja de la reaccio:

DNAsa I RNAsa free (Promega)........cccceveeeveeienincencienenee, final 0,1U/uL
Inhibidor RNASas (Promega) .......c.ccocvecvevieieiieriesieniesienieennns final 1U/ uL

6- Incubar 10 min a 37°C.
7- Fer una extracciéo amb 1:1 fenol/cloroform-alcohol isoamilic (24:1) i una altra amb 1:1 cloroform/
alcohol isoamilic (24:1) (v/v).

8- Precipitar la fase superior 2 vegades amb:
Acetat sodic 3M
2,5 v Etanol 100%
10 uL de tRNA 10 pg/uL (carrier)
Etanol 70% (opcional)

9- Incubar 15 min a —80°C.

10- Centrifugar 15 min a 14000 rpm a 4°C.

11- Hidrolisi alcalina controlada de la sonda per obtenir fragments d’aproximadament 100 nucleotids

La formula que s’aplica per calcular el temps d’hidrolisi necessari per obtenir la mida desitjada de

la sonda, és la segiient:

Tesi doctoral 74



(L-L) T= Temps en minuts.

T= L i L’= Longitud inicial i final en Kb.

((0.11/Kb/min)L L)

Reacci6 d’hidrolisi alcalina:
SONAA. ...ttt cpm que necessitem
Tampd d’hidrolisi 10X ..ooceoveeiiiieiieeeeeeee final 1x
(NaHCO, 40 mM /Na,CO, 60 mM pH 10,2)

H,ODEPC ....oiiiiiiiiii fins al volum final (75 uL)

12- Incubar 1 h a 60°C.
13- Neutralitzar amb:
Acetat sodic 3 M pH 6
Acid acétic glacial 10%
Etanol absolut
tRNA (carrier)
14- Precipitar 15 min a —80°C.
15- Centrifugar 15 min a 14000 rpms a 4°C.
16- Assecar el pellet.
17- Dissoldre en la quantitat adequada de tampd d’hibridacié (descrit en el segiient subapartat) per
utilitzar 25 pL/tall (10° cpm) en la hibridacio in situ..

18- Congelar a —20°C.
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I1.c.3. Protocol d’Hibridacié in situ

1- Atemperar durant 20 min les seccions guardades a —80°C.
2- Fixar amb glutaraldehid al 4% en PBS (NaCl 1,3 M, NaH, PO, 0,028 M, Na,HPO,
0,072 M) durant 20 min.
3- Rentar 2 vegades amb PBS a temperatura ambient.
4- Deshidratar amb:
Etanol 30% diluit en AcONH, 300 mM, 30 seg.
Etanol 50% diluit en AcCONH, 300 mM, 30 seg.
Etanol 70% diluit en AcONH, 300 mM, 30 seg.
Etanol absolut, 30 seg.
5- Assecar a temperatura ambient.
6- Prehibridacid en una camara humidificada amb formamida desionitzada al 50% a
42°C durant 2 h amb el segiient tampo:
e Formamida desionitzada 50%,
¢ SDS 0,5% (Sigma),
e Na,HPO, 50 mM (Sigma),
e Polivinilpirrolidona 0,2%,
e Ficoll 0,2%,
¢ BSA 0,2% (Sigma),
¢ NaCl 0,6% (Sigma),
¢ EDTA 5 mM (Sigma),
e DNA d’esperma de salmé 0,1% (sonicat i bullit abans de ser afegit al
tampo),

¢ t-RNA 0,1%.
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7- Deshidratar de la mateixa manera que en el pas 41 5.
8- Desnaturalitzar per calor (3 min a 90°C) la sonda dissolta en el tampoé d’hibridacio, que
¢s el mateix que el de prehibridacio.
9- Afegir a cada seccid 25 mL de sonda, que en el nostre cas, correspon a 900.000 cpm.
10- Incubar a 42°C durant tota la nit en una camara humidificada amb formamida
desionitzada al 50%.
11- Rentar amb:
SSC 2x, 5 min a temperatura ambient
SSC 1x, 45 min a 42°C
12- Deshidratar de la mateixa manera que en el pas 41 5.
13- Exposar les seccions de teixit hibridades a pel.licula autorradiografica (Hyperfilm,

Amersham) durant 2 o 3 h a temperatura ambient.

II.c.4. Autorradiografia

Tot aquest procés es realitza completament a les fosques per evitar que es veli

I’emulsio fotografica.

1- Escalfar ’emulsio fotografica en un bany maria a 40°C durant 15 min.
2- Comprobar la fluidesa de I’emulsio evitant la formacié de bombolles i mantenir-la en el bany
maria.
3- Submergir els portaobjectes hibridats en I’emulsi6 fotografica.

4- Treure I’excés d’emulsio portaobjecte a portaobjecte.

Tesi doctoral 77



5- Assecar a temperatura ambient durant 1 o 2 h.
6- Col.locar els portaobjectes en una camara dessecant opaca a 4°C.
7- Deixar el temps d’exposici6é adequat, que en el nostre cas son 10 o 12 dies, segons el
senyal obtingut en la pel.licula autorradiografica.
8- Revelar els portaobjectes:
Revelador, 2 min.
Rentar amb aigua bidestil.lada, 30 seg.
Fixador, 5 min.
Rentar amb aigua corrent abundant, 20 min.
Assecar a |’aire.
9- Deshidratar amb:
Etanol 30% diluit en AcONH, 300 mM, 30 seg.
Etanol 50% diluit en AcONH, 300 mM, 30 seg.
Etanol 70% diluit en AcONH, 300 mM, 30 seg.
Etanol absolut, 30 seg.
10- Assecar a ’aire.
11- Submergir els portaobjectes 2 vegades amb Xile.
12- Montar els portaobjectes amb DPX (Agar, Essex England)

13- Mirar al microscopi optic.

Preparacio de I’emulsio fotografica:
Autoradiography emulsion kodak type NTB2, referéncia 1654433, es va preparar seguint les instruccions

del fabricant.

Preparacio6 del revelador i fixador:
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El revelador i el fixador que es van utilitzar son especials per experiments d’hibridacio in situ i son de
la casa Kodak, referéncies 1464700 i 1971720, respectivament. Van ser preparats seguint les instruccions del

fabricant.

III. Cultiu cel.lular

III.a. Linies cel.lulars

Les cel.lules PKSV-PCT i PKSV-PR van ser cedides amablament pel Dr. Alain
Vandewalle.
Les cel.lules CV-1 procedeixen de ’ATCC (American Type Culture collection,

Manassas, VA).

ITII.b. Medis de cultiu

Les cel.lules PKSV-PCT 1 PKSV-PR es van cultivar a 37°C en una atmosfera humida

al 5% de CO,, amb el seglient medi de cultiu:

e Ham’s f12 i DMEM (1:1 v/v) (Life Technologies),
e  Seclenat sodic 30 nM (Sigma),
e  Transferrina 5 mg/mL (Sigma),

e  Glutamina 2 mM (Biological Industries),
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e  Dexametasona 50 nM (Sigma),

e  Triiodotironina 1 nM (Sigma),

e  Factor de creixement epidérmic 10 mM (Sigma),
e HEPES 20 mM pH 7.4 (Life Technologies),

e Insulina 0,2 uM (Sigma),

e  D-glucosa 20 mM (Sigma),

e sérum bovi fetal 2% (Biological Industries).

Les c€l.lules CV-1 es van cultivar a 37°C en una atmosfera humida al 5% de CO,,

amb el segiient medi de cultiu:

e  DMEM ric en glucosa (Biological Industries),

e Penicilina-Estreptomicina 1% (Biological Industries),
e Aminoacids no essencials 1% (Biological Industries),
e Piruvat sodic 1% (Biological Industries),

e Sérum bovi fetal 10% (Biological Industries).

III.c. Depleccio d’hormones esteroidals i tiroidals del serum bovi fetal

Per preparar sérum bovi fetal (FCS) depleccionat d’hormones esteroidals es segueix el

seglient protocol:

1- 50 mg de Norit A (Serva) per cada mL de sérum a tractar.

2- Incubar amb agitaci6 orbital durant 30 minuts a temperatura ambient.
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3- Centrifugar a 12000 rpm durant 10 minuts per eliminar el carb6 actiu.
4- Esterilitzar amb un filtre de 0,22 mm.

5- Conservar a —20°C.

Per depleccionar el FCS d’hormona tiroidal (TH):

1- 50 mg de resina AG 1-X8 (200-400 mesh) BioRad per cada mL de sérum.

2- Rentar la resina 4 vegades amb aigua bidestil.lada.

3- Afegir el FCS.

4- Incubar amb agitacio6 orbital durant 4 o 5 hores a temperatura ambient.

5- Centrifugar a 3000 rpm durant 10 minuts.

6- Decantar el FCS.

7- Incubar amb agitacio orbital el FCS amb una nova resina (repetir els passos 1 i 2)
durant 15 o 18 hores.

8- Centrifugar a 3000 rpm durant 10 minuts.

9- Esterilitzar amb un filtre de 0,22 mm.

10- Conservar a —20°C.

ITTI.d. Hormones

Pels tractaments hormonals dels cultius cel.lulars es van utilitzar:

e 5o-androstan-17f3-ol-3-ona (DHT, Sigma) reconstituida en etanol 95%.

e 3.3°,5 tritodo-L-thironina (T3, Sigma) reconstituida en KOH 10 mM.
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e Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I, Sigma) reconstituit en acid acetic 0,1 M.
Aliqiiotar 1 guardar a —70°C. Diluir amb PBS contenint BSA al 0,1% a la
concentracio desitjada i, filtrar la solucié de treball amb un filtre de 0,2 um,

prebloquejat amb BSA al 0,1%

III.e. Tripsinitzacio

Quan les cel.lules crescudes, sobre una suport de plastic, arriben a un 80-90% de
confluéncia, han de ser tripsinitzades per poder-les sembrar en una altra placa de cultiu 1
mantenir el cultiu en creixement. S’utilitza la tripsina perque dit enzim trenca les unions
entre cél.lules per degradacié de les proteines de la membrana cel.lular. Es a dir, és util
per desunir les cel.lules perd un temps massa llarg d’incubacio pot produir la mort de les

cel.lules. El protocol de tripsinitzacio utilitzat és el segilient:

1- Rentar les cel.lules amb PBS 1X, 2 vegades.

2- Incubar les cé¢l.lules amb tripsina (la quantitat utilitzada depén del tamany de la placa
(2,5 mL/T-25 cm?)), 5 0 10 min a 37°C, en I’incubador de cultius.

3- Neutralitzar la tripsina amb el mateix volum de medi de cultiu.

4- Centrifugar 5 min a 1000 rpm a 4°C.

5- Resuspendre el pellet amb un volum de medi adequat.

6- Sembrar una part de les cél.lules en una nova placa de cultiu (densitat 1.10°

cél.lules/T-25 cm?).
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III.f. Contatge de cél.lules

Per conéixer la quantitat de cel.lules inicial que es sembra en una placa de cultiu, hem
de contar les cel.lules després d’haver-les tripsinitzat i abans de sembrar-les en una nova

placa de cultiu. El protocol és el seglient:

1- Agafar una aliquota de les cel.lules tripsinitzades que estan resuspeses en medi de
cultiu i fer una dilucio a la meitat amb blau de tripa.
2- Omplir la camara de Neubauer, contar les cel.lules dels diferents camps 1 aplicar la

segiient formula:
*Cel.lules/mL = N° promig de cel.lules/N° quadres x Factor de diluci6 x 10*

* Cada quadre de la camara amb un cobreobjecte representa un volum total de 10 cm? i un cm? és
aproximadament equivalent a I mL, de manera que la concentracio6 de cel.lules per mL és la descrita
en la formula. El factor de diluci6 representa el volum de blau de tripa (Sigma) que hem utilitzat per
contar la viabilitat cel.lular, ja que les cél.lules vives no es tenyeixen amb certs colorants mentre que

les mortes si. Les cél.lules tenyides (inviables) no es conten en el numero de cél.lules/quadre.

3- Agafar el volum necessari per sembrar la quantitat desitjada.

III.g. Congelacio

El protocol de congelacié que s’ha utilitzat per les cel.lules PKSV-PCT, PKSV-PR i

Tesi doctoral 83



CV-1, ¢és el segiient:

1- Tripsinitzacié del cultiu cel.lular.

2- Contatge.

3- Afegir 900 mL de les cél.lules resuspeses en el medi de cultiu a una concentracié de
550 a 1100 cel.lules/uL (500.000 a 1.000.000 cel.lules) a un criotub previament
refredat a 4°C amb 100 uL DMSO (Dimetilsulfoxid, Sigma) també refredat a 4°C i que
per tant esta en estat solid.

4- Barrejar immediatament i permetre que el DMSO es liqiii i es barregi amb la suspensio
de cel.lules.

5- Congelar rapidament a —20°C perque el DMSO que ¢és el criopreservador €s toxic per
les cél.lules a una temperatura superior a —20°C.

6- Passar les cél.lules de —20°C a —80°C.

7- Conservar les cél.lules en nitrogen liquid.

III.h. Descongelacio

El protocol de descongelacio ¢€s el descrit a continuacio:

Tesi doctoral

84

1- Descongelar, en un bany a 37°C, pero no totalment, les cél.lules conservades en

nitrogen liquid.

2- Afegir, gota a gota, 1 mL de medi de cultiu fred al criotub que conté les cél.lules.

3- Resuspendre els 2 mL del criotub i afegir-los a 8§ mL de medi de cultiu fred.

4- Centrifugar 5 min a 1000 rpm a 4°C.



5- Resuspendre el pellet amb un volum de medi adequat.
6- Sembrar les c¢l.lules en una placa de cultiu.

7- Incubar a 37°C en una atmosfera humida al 5% de CO,.

III.i. Clonacié per dilucié al limit

Degut a I’heterogeneitat fenotipica de les cel.lules PKSV-PCT i PKSV-PR, es van

clonar per diluci6 al limit, que consisteix en:

1- Tripsinitzacio del cultiu cel.lular.
2- Contatge.
3- Fer dilucions seriades de la suspencid de cel.lules, de manera que es sembrin en cada pouet d’una

placa de cultiu de 96 pous:

100 cel.lules/pou per 24 pous
10 cél.lules/pou per 24 pous
1 cel.lula/pou per 24 pous

0,1 cel.lula/pou per 24 pous

4- Fer el seguiment diari, mitjangant el microscopi optic, del creixement dels cultius, per tal de poder
identificar quins d’aquests cultius procedeixen d’una tnica cel.lula i, per tant, sén clons.

5- Créixer, consecutivament, els clons en plaques de 35 mm de diametre, 60 mm de diametre, de 25
cm?ide 75 cm?.

6- Seleccionar els clons en funcié de la seva capacitat de formar domes, resultat de la seva capacitat de
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diferenciar.

IV. Soques bacterianes

Nom Genotip Caracteristiques
JM109 recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 [ Soca deficient en recombinases utilitzada per el
(r . rks) relAl supE44 A(lac- | creixement i la clonacié de plasmids. Presenta
proAB) [F traD36 proAB" lacl?®|una elevada eficiencia de transformacio i
ZAM15]. (Yanisch-Perron, 1985). | permet reditzar |'screening blau/blanc en

presenciad IPTG i d' X-gal.
Epicurian Coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 | Soca deficient en recombinases utilitzada per la
XL1-Blue SupE44 relAl lac [F proAB clonacié de dsDNA nicked circular. Presenta
Supercompetents laclZAM 15 TN10(Tet]° una el evada eficiencia de transformacio.
cells

Taula 1. Soques bacterianes d’Escherichia Coli.

V. Vectors

Alguns dels vectors més rellevants per aquest treball son els descrits a continuacio:

pGEMT: Plasmid que permet el clonatge de productes de PCR, ja que conté extrems

timidina protuberants. Selecci6: amp 1 X-gal. (Promega).
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pBluescript II SK: Vector de clonatge. Seleccio: amp 1 X-gal. (Promega).

Nae | 131

Pvul 500
Puull 529

BssHIIG19
wpniest 7 4

pBluescript Il SK (+/-) Sact 759

phazg;TiD% vector sstingoe 1o 1

Peull 977

© Slralagene

pCAT-Basic: Plasmid que permet la clonacié de fragments de pomotor fusionats
amb la seqliencia codificant de 1’enzim cloramfenicol acetil transferasa, els nivells del
qual indicaran la capacitat de transactivacid del fragment de DNA clonat, en experiments
de transfeccio transitoria. (Promega). En aquest treball, ha sigut utilitzat com a control
androgenic perque contenia un fragment de 1430 bp del gen del pepsinogen C huma ().

Aquesta construccid va ser cedida amablament pel Dr. Lopez Otin.
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Synthetic poly(A) signal and
transcriptional pause site
(for background reduction)

pCAT®3-Basic
Vector
(4027bp)

SV40
Hpal” late poly(A)
region

pPLCAT: Plasmid que permet la clonacio de fragments de pomotor fusionats amb la
seqiiencia codificant de I’enzim cloramfenicol acetil transferasa. Plasmid utilitzat, en aquest
treball, per assjar els fragments de -224, -638 i -1542 bp del promotor del gen del KAP.
Aquestes tres construccions van ser cedides pel Dr. J. F. Catterall. La utilitzaci6é d’aquests

plasmids implica la realitzaci6 d’assaigs enzimatics radiactius.

pCHI110: Plasmid amb la seqiiéncia codificant de I’enzim b-galactosidasa, utilitzat
com a control de I’eficiencia de transfeccio. Utilitzat, en aquest treball per normalitzar

I’activitat CAT. (Amersham Pharmacia Biotech).

Hind Il (1) ATG Kpn | (204)
|
SV 40 ori/ g wﬁggs
Early Promoter gpt trp!

Pwu Il (372)*

Pvu Il (6782)*
Hpa | (706)*

Hpa | (1330)*

Ava | (1620)"

pCH110
7128 bp

St "—/
Pvu Il (2929)"

Ava | (3063)"
EcoR | (3286)"
Pvu Il (3292)*

Pst | (5239)*

EcoR | (4487)"

Pst | (4281)"
BamH | (3736)
*Site not unique
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pGL3-Basic: Plasmid que permet la clonacid de fragments de pomotor fusionats
amb la seqiiencia codificant de I’enzim luciferasa, els nivells del qual, detectats per

colorimetria, indicaran la capacitat de transactivacidé del fragment de DNA clonat, en

experiments de transfeccid transitoria. (Promega).

Synthetic poly(A) signal /
transcriptional pause site
(for background reduction)
1 ori

SV40 Promoter

pGL3-Promoter
Vector
(5010bp)

Hind Il
SV40 late poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpal

Xbal

Ncol

PRL-TK: Plasmid amb la seqiiéncia codificant de I’enzim renilla luciferasa, utilitzat

com a control de I’eficiéncia de transfeccio. Utilitzat, en aquest treball per normalitzar

I’activitat luciferasa. (Promega).

2293 BarH |
SV40 late
polyiA) BRL-TK
Bglll 1
1971 Xbal Veetor

(4045bp)

HSV TK
Promoter

EcoH | 649
Hird |1 780

(1040} Cspd5 |7 ™“Npa | 1024
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VI. Clonatge de DNA

VI.a. Preparacié del vector i de l'insert

Tant els fragments de DNA a clonar com el vector es van digerir, quan va ser possible,
amb els enzims de restriccid adequats per tal de generar extrems compatibles.
En el cas que s’hagi utilitzat un nic enzim caldra defosforilar en 5’ el vector per

prevenir la recircularitzacié del mateix durant la lligacio. El protocol de defosforilacio

utilitzat va ser el segiient:

1- Comprovar que s’hagi assolit la digestio completa del plasmid.

2- Reacci6 de defosforilaicio:

10x Tampé de fosfatasa alcalina.......... ................. 10 uL

Vector digerit.......cveveerieieeiieiieiee e 10 ug

Fosfatasa alcalina (1 U/UL).....cooeevieiiieiiiieiee 0,02 U/uL

H O s fins al volum final (100 uL)

3- Incubar a 37 °C durant 60 min.
4- Inactivar la fosfatasa amb 10 uL. d’EGTA 200 mM.

5- Escalfar a 65 °C 10 min.

El vector defosforilat i I’insert de DNA (veure, també¢, I’apartat de clonatge de
productes de PCR) es poden purificar mitjancant una electroforesi preparativa i el QlAquick

gel extraction kit (Qiagen). Un cop purificats el vector 1 I’insert es va estimar la seva
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concentracio en un gel d’agarosa, comparant la intensitat de les bandes problema amb les

d’un marcador amb bandes amb massa coneguda.

Quan els extrems entre el vector i I’insert no sén cohesius cal transformar-los de
protuberants a roms. Si els extrems que sobresurten son els 5°, es poden omplir fins a fer-
los roms, mitjangant una reaccio6 de fill-in amb el fragment K/enow de la DNA polimerasa
I d’E.coli. La reaccio es pot realitzar a continuacio de la digestio enzimatica, abans de la

purificacio. El protocol utilitzat va ser el segiient:

1- Reaccid de fill-in d’extrems sobresortints en 5°:

DNA oo 0,1-1 ng

dNTPs 0,5 mM (Promega) ......cccccevveeeervrenennens 25 uM

Klenow (Boehringer Mannheim)............cccceeueeee. 2U

HyO e fins al volum final (20 puL)

2- Incubar 30 min a 37°C.

3- Aturar la reaccio escalfant 10 min a 75°C.

VI.b. Clonatge de productes de PCR

Per clonar els productes de PCR es va utilitzar el pGEM®-T Vector Systems (Promega),
que aprofita el fet que certes polimerases termostables com la 7ag o la TfI sovint afegeixen
una Unica deoxiadenosina en els extrems en els extrems 3’ dels productes amplificats

(activitat “extandasa”). El vector subministrat en el kit ja bé linearitzat, i conté una timidina
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terminal a cada extrem 3°, de manera que els extrems de I’insert 1 del vector son compatibles

i s’incrementa 1’eficiéncia de la lligacid.

Preparaci6 de I’insert:

Si el fragment a clonar provenia d’'una PCR amb multiples bandes, es va retallar la
banda desitjada i es va purificar segons el protocol descrit en I’apartat de purificacié de DNA
a partir de gels.

Si el producte de PCR a clonar era una banda unica es purificava directament, sense

passar per un gel d’agarosa, utilitzant el Q/Aquick PCR Purification Kit (Qiagen).

VI.c. Reaccié de lligacio

1- Reaccio de lligacio:

DNA plasmidic digerit.........cce covervevvenienieieinennns 100 ng

DNA de I'ISert....ccevuireinieieieiinienicieieecieieeeens *

TampPO 10X ..covirieiiiiiiiiiicit e 1 uL

T4 DNA ligase (Promega)........ .cceeveveeeevrenennens 1U

HyOu i, fins al volum final (10 pL)

2- Incubar:

e 16hal5°C,siels extrems son protuberants o roms.

e 0/na4°C, siés producte de PCR.

*Hem utilitzat la relacié molar vector:insert de 3:1 calculada amb la formula segiient:
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ng de vector x mida de l'insert (en Kb) 1 = ng d'insert

mida del vector (en Kb) 3

VI.d. Electro-transformacio amb elevada eficiencia d'E.coli

VI.d.1. Preparacio de bacteris competents

El protocol d'obtencid de bacteris competents es va realitzar en base al metode
de transformaci6é emprat, seguint-se les instruccions detallades en el manual de l'aparell
d'electroporaci6 (veure el seglient apartat). La soca d'E.coli que s'ha fet servir és la IM109,

que permet transformar eficientment amb una varietat de métodes.

El protocol d’obtencio de cel-lules competents utilitzat va ser el segiient:

1- Creixer en una placa d'LB sense antibiotic, un streak de la soca d'E.coli IM109 a 37°C o/n.

2- Inocular un minicultiu liquid de 3mL d'LB amb una colonia aillada. Créixer o/n.

3- Amb ImL del cultiu fresc inocular un elernmeyer gran amb 500 mL d'LB. Incubar-lo a 37°C amb
agitacio (225 rpm) fins que el cultiu assoleixi una densitat A595 ~0.7-0.8 (fase exponencial).

4- Deixar el cultiu en gel durant 15 min.

5- Centrifugar a 3500 rpm durant 15 min a 4°C. Decantar el sobrenedant.

6- Resuspendre el pellet bacteria en 500 mL d'H2O freda (4 °C) esteril. Centrifugar de nou com en el

pas n°S.
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7- Decantar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 250 mL d'H2O freda autoclavada. Centrifugar
com en el pas n°5

8- Resuspendre els bacteris en 10 mL de glicerol al 10% fred i centrifugar com al punt 5.

9- Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet en un volum de 1-2 mL de glicerol 10% fred.
Repartir els bacteris resuspesos en aliquotes de 40uL i1 congelar-les rapidament en un bany de

cetona/neu carbonica. Conservar les cél-lules competents a -80°C.

VI1.d.2. Electroporacio

Per transformar els bacteris i1 obtenir una elevada eficiéncia de transformacio, s'ha
utilitzat I'aparell Bio-Rad Gene Pulser™ de Bio-Rad amb cubetes d'electroporacié de 0,2 cm

(Bio-Rad) i el segtient protocol:

1- Es descongela en gel una aliquota de cellules competents, mantenir fredes les cubetes
d'electroporacio i el suport de les cubetes.
2- Afegir a la suspensio de bacteris 1-3 uL del DNA que es desitji transformar (~50 ng). Es barreja
suaument. Mantenir en gel durant 1 min.
3- Condicions de l'electroporador:  Resisténcia 200 Q
Capacitancia 25 uF
Voltatge 2,5kV
4- Transferir els bacteris amb el DNA a la cubeta refredada en gel.
5- Situar la cubeta en el suport i introduir-los a la cambra d'electroporacié fins que contacti amb els
electrodes.
6- Realitzar el pols amb els parametres seleccionats.

7- Afegir a la cubeta 1 mL de medi LB, recuperar tot el volum i incubar amb agitacié a 37°C durant

Tesi doctoral 94



45 min.

8- Sembrar una aliquota de 100 pL en plaques de medi selectiu, per tal d’identificar els transformants.

VII. Purificacid i extraccio d'acids nucleics

S'han utilitzat diversos metodes de purificacié d'acids nucleics, depenent de I'origen
dels mateixos i1 de les seves caracteristiques. Alguns d'aquests métodes es basen en Kkits
comercials i, en aquests casos, es va seguir el protocol indicat pel fabricant. Els métodes

utilitzats en aquesta tesi son:

VII.a. Extracciéo de RNA de teixit i de cel.lules

El métode emprat per a I'extraccid d'ARN total de teixit ha estat el de ' AGPC ("Acid
Guanidinium thyocianate-Phenol-Chloroform") (125) amb algunes modificacions. Tant el
material com els reactius utilitzats eren lliures de ribonucleases. El teixit de partida ha
estat en tots els casos ronyo6 de ratoli. També s’ha extret RNA a partir de cél.lules PKSV-
PCT, PKSV-PR 1 CV-1 i, en aquests casos, el protocol es comencava en el pas 2 i amb
la modificacié de rascar amb solucié D les cel.lules crescudes en una placa de cultiu. El

protocol utilitzat emprat és el segiient:

1- Mantenir les mostres en neu carbonica.
2- Homogenar cada rony6d en 4 mL de solucié D / Rascar una placa de 60 mm de diametre amb 250

mL de solucid D.
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3- Passar 'homogenat a tub Corex® de vidre lliure de ribonucleases i afegir:
- 400 pL d' Acetat sodic 2M pH 4,0. Barrejar per inversio.
- 4 mL de Fenol-H,O(DEPC). Barrejar per inversio.
- 800 pL de cloroform-alcohol isoamilic. Agitar amb forca.

4- Deixar reposar en gel 15 min.

5- Centrifugar 30 min a 10000 rpm a 4 °C.

6

Recuperar la fase aquosa.

7- Afegir 5,5 mL d'isopropanol 100% fred (-20°C) i agitar amb forga.

8- Incubar a -20 °C durant més de 2 hores.

9

Centrifugar 20 min a 10000 rpm a 4°C.

10- Decantar el sobrenedant d'immediat i resuspendre en 700 UL de solucié D.

11- Afegir 700 uL d'isopropanol 100% fred i agitar amb forga.

12- Incubar a -20 °C durant 60 min com a minim.

13- Microfugar 15 min a 13000 rpm a 4 °C.

14- Decantar el sobrenedant d'immediat i rentar el pellet amb etanol 70% fred.

15- Microfugar 15 min a 13000 rpm a 4 °C.

16- Decantar el sobrenedant i assecar el pellet.

17- Resuspendre en H,O i valorar la concentracié a I'espectrofotometre (Gene Quant II, Amersham

Pharmacia-Biotech).

Soluci6 D:

Tiocianat de guanidina 4 M
Citrat sodic 25 mM pH 7,0
Sarcosil 0,5 %

Afegir 720 uL de B-mercaptoetanol per cada 100 mL abans d'utilitzar.

Tesi doctoral 96



VII.b. Purificacio de DNA plasmidic a petita escala (Miniprep)

Per I’obtencié de plasmid a partir d’un minicultiu bacteria, es va utilitzar el kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), seguint el protocol estandard
subministrat amb el kit, només es va modificar el volum de resuspensié portant a 50 uL
finals (el protocol original indica 100 puL). Es van processar volums de 3-5 mL de cultiu,
segons el rendiment final desitjat, 1 es van obtenir d’entre 15-20 pg de DNA de plasmids
d’alt nombre de copies. La puresa del DNA obtinguda mitjangant aquest métode €s suficient
per que pugui ser directament utilitzat en reaccions de seqiienciacié automatica fluorescent

o en digestions enzimatiques.

VII.c. Purificacio de DNA plasmidic a gran escala (Maxiprep)

Es va utilitzar el Plasmid Maxi Kit (Qiagen) per tal de preparar grans quantitats de
plasmid (fins a 1 mg). El DNA plasmidic obtingut d’aquesta manera ¢s d’una qualitat

excel.lent, apte per a la gran majoria d’aplicacions; transfeccid, seqiienciacid, digestio, etc.

VII.d. Digestio del DNA

Totes les digestions es van realitzar amb enzims de restriccid de la casa Boehringer
Mannheim a una concentracié d’aproximadament 2 U/ug de DNA. Les temperatures
utilitzades han estat les indicades pel proveidor i els temps de digestié han variat entre 2 1

18 hores.
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VII.e. Electroforesi de DNA en gels d'agarosa

El material d’electroforesi utilitzat han estat cubetes de la casa Ecogen i Bio-Rad.

Vll.e.1. Electroforesi analitica

Per tal de visualitzar tant els productes de purificacié d'acids nucleics, com de PCR,
com els resultats de les digestions, es va utilitzar l'electroforesi en gels d'agarosa-TAE (1x)
amb percentatges d'agarosa que han oscil-lat entre 0,7% 1 2,5% (w/v), segons si interessava
resoldre fragments d’elevat o de baix pes molecular respectivament, i amb voltatges d'entre
70 1 115 V. El bromur d’etidi s’incorporava en els gels a una concentracio final de 0,5

png/mL.

VlIl.e.2. Electroforesi preparativa

A diferencia de I’anterior, aquesta electroforesi es va utilitzar per recuperar fragments

de DNA de tamany diferent digerits amb enzims de restriccio. Per aquesta rad, es va utilitzar

una agarosa de gran puresa (Molecular biology grade agarose, Promega), pous i volums de

carrega més grans, els gels es van correr amb voltatges inferiors, i per tant, més lentament.

VII.f. Obtencio de DNA a partir de gels d'agarosa

En una electroforesi preparativa, un cop separats els fragments de DNA, es retalla
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amb un bisturi estéril, sota iluminaci6 ultraviolada de baixa energia per visualitzar el DNA,
la banda o les bandes que interessi recuperar. Es pesa la banda d’agarosa escindida i es
procedeix a purificar-ne el DNA, amb el Ql4quick gel extraction kit (Qiagen). Aquest kit
esta basat en la utilitzacié de columnetes amb una membrana de silica-gel, on el DNA pot
adsorvir-se en preséncia de sals caotropiques, que el reté unit durant els rentats per eliminar
les impureses, fins al pas final d’elucio.

Es van seguir les instruccions del subministrador perd I’eluciéo normalment es feia en

30 uL enlloc de 50, per tal d’obtenir una major concentracio.

VII.g. Purificacio de productes de RT-PCR o PCR

Sovint és necessaria la purificacio dels productes de PCR. En aquells casos en que el
producte amplificat era Unic, es va utilitzar el kit Ql4dquick PCR Purification Kit (Qiagen)
segons les instruccions del fabricant. Per altra banda, quan el producte d'amplificacio no era
Unic es va purificar a partir de gel d'agarosa seguint les indicacions especificades a l'apartat

anterior.

VIII. RT-PCR semiquantitativa

La reacci6 en cadena de la polimerasa ens permet obtenir grans quantitats de DNA
a partir d'un acid nucleic motlle, alhora que fa possible la introducci6 de modificacions
especifiques, com ara dianes de restriccid als extrems del DNA i mutagenesi dirigida, entre

moltes altres.
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Les condicions d'amplificaci6 (126) depenen en gran part del fragment de DNA que es
vol amplificar, aixi com de les caracteristiques intrinseques dels oligonucleotids d'eleccio. Es
va utilitzar la metodologia de la RT-PCR semiquantitativa per determinar aproximadament
la quantitat inicial de RNA dels gens d’interés respecte la d’un gen control intern, que €s
el de la Ciclofilina A (Cyp A). La utilitzacio de dit control permet normalitzar els valors
d’amplificacio per la qualitat, quantitat del RNA utilitzat 1 per I’eficiencia de la reaccio de
RT-PCR en cada una de les mostres amplificades. Les dues reaccions son independents, per

tal d’evitar competicions i interferéncies en el procés d’amplificacio.

El procediment de la RT-PCR semiquantitativa consisteix en la construcci6 d’una recta
patrd, els valors de la qual son els valors relatius obtinguts de I’amplificacié per RT-PCR de
quantitats decreixents de DNA plasmidic amb el cDNA dels gens d’interes. En la mateixa
reaccio s’amplifiquen els RNAs extrets de ronyons o cel.lules i el valor relatiu de dita
amplificaci6 respecte el de Cyp A, interpolat a les seves respectives rectes patrd, indica el

contingut de mRNA del gen d’interés de la mostra estudiada.

VIII.a. Plasmids

Els plasmids que es van utilitzar per fer les rectes patrons son els segilients:

Nom cDNA Caracteristiques
pGEM®-T-KAP cDNA complet de KAP Seleccio: amp i X-gd
pGEM®-T-Cyp A cDNA parcial de Cyp A Selecci6: ampi X-gal
pMSV-mC/EBP cDNA complet de C/EBPa murina Vector d’ expressio eucariota
Seleccid: amp
pMSV-LAP cDNA complet de C/EBP murina Vector d’expressio eucariota

Seleccié: amp i X-ga

Taula 2. Plasmids utilitzats per les rectes patré de KAP, Cyp A, C/EBPo. i C/EBPp.
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VIII.b. Oligonucledtids

Tots els oligonucleodtids han estat dissenyats escollint-se les parelles que presentaven

unes condicions d'amplificaci6é optimes segons ¢l programa OLIGO®-4.02 Primer Analysis

Software. Els oligonucleotids van ser sintetitzats per Boehringer Mannheim.

Nom Sequiéncia Tm | Caracteristiques
KUP2HYB 5-GCATGATGCTTTTCAAGG-3 51,4 | RT-PCRKAP
KLOW2HYB 5 -TCAGGAAGTAGGGGAGACTGG-3 61,8 | RT-PCRKAP
B-actina Up 5 -GTGGGCCGCTCTAGGACACAA-3 68,0 | RT-PCR B-actina
B-actina Low 5 -CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3 70,0 | RT-PCR B-actina
*Cyp Up 5 -ATGGTCAACCCCACCGTG-3' 582 | RT-PCRCypA
*Cyp Low 5 -CAGATGGGGTAGGGACG-3' 57,6 | RT-PCRCypA
mC/EBP Up 5 -TGGACAAGAACAGCAACGAG-3 60,0 | RT-PCR C/EBPa
mC/EBP Low 5-GACTCCCTCATCTTAGACGCA-3 64,0 | RT-PCR C/EBPa
C/EBPa Up 5 -TGCGTCTAAGATGAGGGAGT-3 57,3 | RT-PCR C/EBPa
C/EBPa Low 5 -GATTAGGAGCCCTCCACCTC-3 61,4 | RT-PCR C/EBPa
RT749 Low 5 -TTGTCCACCGTCTTCTTG-3 53,7 RT C/EBPB
be Up 5 -CAACTTCTACTACGAGCCCGACTG-3 54,0 | PCR C/EBPB
be Low 5 -GCGAAGAGGTCGGAGAGGAAGT-3 64,0 | PCR C/EBPB
AP2 Up 5 -GTCCAAGTCCAACAGCAATG-3' 573| RT-PCRAP2
AP2 Low 5 -CTCCCTCCATTCTTAGACTTCG-3 60,3 | RT-PCRAP2
**K 650Luc Up 5 -GGTACCCATGTTCTTGACCCCATTG-3' 53,4 DianaKpn |
**KB50Luc Low | 5-AGATCTGGGCTTTTATACATCCTGTACCCTCTC-3 | 57,6 DianaBgl Il

Taula 3. Oligonucleotids utilitzats per I’amplificaciéo de KAP, Cyp A, fragment del cDNA de C/EBPo

clonat en pMSV-mC/EBP, C/EBPa, C/EBPJ i AP-2. * Oligonucleotids utilitzats també per la clonacio d’un

fragment de Cyp A en pGEM®-T. **QOligonucleotids utilitzats per clonar un fragment del promotor del KAP.
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VIII.c. Condicions d'amplificacio:

VIll.c.1. Transcripcio reversa (RT)

La primera cadena de cDNA s'obté a partir del mRNA per extensié amb oligo(dT) o
amb un oligonucleotid 3’ especific. Reaccid explicada en 1’apartat RT-PCR semiquantitativa

en dos passos.

VIIlL.c.2. PCR

Sén molts els parametres a contemplar en el disseny d'una reacci6 de PCR.
L’optimitzacié de la mateixa passa per variar tant les concentracions dels reactius, com les
temperatures i els temps d'amplificacid. A continuacio s'indiquen unes condicions estandard

aplicables, com a punt de partida previ a 'optimitzacio, als productes amplificats.

Barreja de reacci6:

Concentraci6 final

Tamp6 de PCR*............c..... Ix

MECLueiiiie 1,5 mM

dNTPs (Promega).................. 200 uM *De diferents cases comercials
Oligonucleotid 5'.................... 1 uM

Oligonucleotid 3'.................... 1 uM

Taq polimerasa*..........c..c....... 0,04 U/uL

HoO i Fins al volum final
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Condicions d'amplificacio:

94 0 95 °C, 3 min

93094 °C (entre 15 segi | min)

~Tm (oligonucleotids) - 5 °C (entre 15 seg i 1 min) b x25-30
72 °C (entre 30 seg i 3 min)

72 °C, 5 min

4°C,

VIII.d. RT-PCR semiquantitativa en un sol pas

Utilitzant una barreja de polimerases ( transcriptasa reversa + Taqg DNA polimerasa)
i unes condicions d'amplificacié determinades, €s possible realitzar la sintesi del cDNA i
la PCR en un tnic tub utilitzant oligonucleotids especifics. A tal efecte s'ha utilitzat el kit
comercial SuperScript™ One-Step™ RT-PCR System de Life Technologies. Les reaccions

d'amplificacid es van dissenyar segons les indicacions de la casa subministradora.

Es va utilitzar el termociclador PCT-100™ Programable Thermal Controller (MJ

Reseach) i els segiients programes d’amplificacio:

1- Sintesi del cDNA (RT) i predesnaturalitzacio:

48°C, 30 min.

94°C, 2 min.
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2- PCR

94°C, 30 seg.
56°C, 30 seg. x 25 cicles per KAPiCyp A
72°C, 1 min. x 30 cicles per C/EBPa.

72°C, 5 min.

4°C, o

Els plasmids que es van utilitzar en quantitats decreixents per obtenir les rectes patro,

també van ser amplificats en les mateixes condicions i en la mateixa reaccié de RT-PCR que

les mostres analitzades.

VIII.e. RT-PCR semiquantitativa en dos passos

Per I’amplificacio de C/EBPP va ser necessari fer la RT-PCR en dos passos i en

condicions desnaturalitzants, ja que el cDNA de C/EBPJ és ric en GC.

Les condicons que es van utilitzar per la RT van ser les descrites a continuacio:

1- Barrejar:
Concentraci6 final
RNA total ....oovveieeieieieeeeee 2,5ug
RT749 LOW...ooviiniiiiiiiccecne, 0,25 uM
DMSO (Sigma) ......ccceevvevrerrerieennnns 5%
H,ODEPC......coooviiiiiiiiin, Fins al volum final (12 puL)
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2- Escalfar a 70°C, 10 min.
3- Refredar a 4°C
4- Un pols de microcentrifuga

5- Afegir:

Concentracio final

First Strand Buffer 5x *................ 1x
DTT O, 1M * i 10 mM
dNTPs 10 mM (Promega).............. 0,5 mM

6- Incubar a 48°C, 2 min.

7- Afegir:

1 uL SUPERSCRIPT™ II (Rnase H" Reverse Transcriptasa, 200U/ul) *

8- Incubar a 48°C, 50 min.

9- Escalfar a 70°C, 15 min.

Les condicions de la PCR van ser:

Reacci6 de PCR

Tampd de PCR 10x (Qiagen)

* Life Technologies

Concentracio final

Q-Solution 5X (QIAEN) ...eccvevveeiieeieieeiierie et
dNTPs 10 mM (Promega)........ccccovevveieieieieenenenencnenne
Be UP 10 UM .o
be LOW 10 UMt

HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen)..........ccccee ceeeeuenene
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Programa d’amplificaci6

Realitzat en el termociclador PCT-100™ Programable Thermal Controller.

95°C, 15 min.

94°C, 1 min.
56°C, 30 seg. } x 30 cicles
72°C, 1 min.

72°C, 10 min.
4°C, oo

Els plasmids que es van utilitzar per obtenir les rectes patro, també van ser amplificats

en les mateixes condicions i en la mateixa reaccié de PCR que les mostres analitzades.

IX. Seqlienciacio automatica

Les reaccions de seqliencia es van fer utilitzant el ABI PRISM™ dRodamine
Terminator Cycle Sequencing Cycle Ready Reaction Kit* (Perkin Elmer), basat en el métode
de terminacid de cadena pels dideoxinucleotids (127). Per la seqiienciacio dels plasmids es

va seguir el segiient protocol:

1- Reaccio:

Concentracio final

Plasmid (= 100 ng/IL).c..ooveiiiiiiieieeeieceee 900 ng
Oligonucleotid (5 pmol/UL) *.....cccceviiiiiiiiiinnns 0,25 pmol/uL
dRhodamine Kit*...........c..c.cooevvveveneceneieeieieenn, 4 uL
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fins al volum final (20 uL)

*Qligonucledtid Seqiiencia ™ Caracteristiques
RV3 5'-CTAGCAAAATAGGCTGTCC-3 56,0 | **pGL3-Basic vector
GL2 5-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC-3 62,0 | **pGL3-Basic vector

Taula 4. Oligonucleotids utilitzats en la seqiienciacio dels inserts clonats en el vector reporter pGL3-

Basic**, descrit en l'apartat Vectors d'aquesta seccido. Amb RV3 es sintetitza la cadena sense i amb GL2 es

sintetitza la cadena antisense.

2- Agitar amb un vortex.

3- Un pols de microcentrifuga.

4- Condicions d’amplificacio:

5- Per a la precipitacio, afegir:

94° C, 3 min.
96° C, 10 seg.
*55°C, 5 seg. }

60° C, 4 min.

4C, 0

x 25 cicles

Clorur de Magnesi 0,4 mM final

58,4 uL Etanol 95%

16 UL H,0

6- Incubar 10 min a temperatura ambient.

*T° annealing per RV3/GL2

7- Centrifugar a 13000 rpm a temperatura ambient, 15 min.

8- Rentar el pellet amb etanol 70%.

9- Assecar.

10- Guardar e/ pellet sec a 4°C.
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Les reaccions de seqiiéncia precipitades es van donar al servei intern de seqilienciacid
del centre, que disposa d'un aparell de seqiienciacio 4BI PRISM™ 310 Genetic Analyser
(Perkin Elmer). El seqilienciador transcriu les seqiiéncies en forma d'histograma de 4 colors
(vermell = Timina, negre = Guanina, blau = Citosina, verd = Adenina), que posteriorment ha

de ser analitzat.

X. Extraccié de proteina

X.a. Separacio de la fraccié nuclear a partir de:
X.a.1. Extraccio de proteina de teixit
1- Mantenir les mostres en neu carbonica.

2- Homogenar el teixit congelat en el Potter (Biotech) amb un volum de tampd A que depén de la

quantitat del teixit (10 mg/mL).

Tampd A:
Concentracio final
Tris-HCI pH 6,8 20 mM
MgCl, 3 mM
NaCl 50 mM
Sacarosa 300 mM
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Trité X-100 1%

Afegir els inhibidors de proteases abans d’utilitzar: Aprotinina 1x10”* mg/mL
Leupeptina 1x10* mg/mL
PMSF 2mM
Na,0V, ImM

3-  Centrifugar a 13000 rpm a 4°C, 15 min.
4-  Amb el sobrenedant, constituit pel citoplasme i les membranes, es segueix el segilient protocol
(128):
4.1- Escalfar a 70°C durant 5 min.
4.2- Centrifugar a 14000 rpm a 4°C, 20 min.

4.3- Congelar el sobrenadant a —80°C.

5- El pellet, en el que hi ha els nuclis i les proteines del citoesquelet, es tracta de la segiient manera:
5.1- Solubilitzar el pellet en la quantitat de tampd B necessaria per dissoldre la fraccio

nuclear (aproximadament 1/10 volum tampo A).

Tampo B:
Concentracio final
Tris-HCI pH 7,5 25 mM
EGTA 1 mM
EDTA 2 mM
SDS 1%
Afegir els inhibidors de proteases abans d’utilitzar: Aprotinina 1x10 mg/mL

Tesi doctoral 109



Leupeptina 1x10* mg/mL
PMSF 2mM
Na, 0V, ImM
5.2- Sunicar I’extracte en una cubeta amb gel fins que desapareixi la turbidesa, evitant la
formaci6 d’escuma.
5.3- Centrifugar a 13000 rpm a 4°C, 15 min.

5.4- Congelar el sobrenadant a —80°C.

X.a.2. Extraccio de proteina de cel.lules

Per I’extraccié de proteina de cel.lules es va utilitzar el mateix protocol que per teixit,

només es diferencien en els primers passos, que son:

1- Rentar el cultiu cel.lular, crescut en una placa de cultiu, amb PBS fred 3 vegades.

2- Rascar les cel.lules amb un scraper estéril amb un volum de tamp6 A que depén del tamany de la
placa de cultiu i de I’estat de creixement cel.lular, és a dir, del nombre de cél.lules. (1 mL tampo
A/placa 10 cm de diametre). Recollir i passar a un tub eppendorf.

3- Homogenar els extractes per agitacio orbital a 4°C, durant 30-60 min.

4-  Continuar en el pas 3 del protocol descrit pels extractes proteics de teixit.

X.b. Métode de Bradford

El metode de Bradford (129) es va utilitzar per determinar la quantitat de proteina

dels extractes proteics. En aquest meétode, els enllagos peptidics de les proteines reaccionen
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amb la solucid acida del colorant (Coomassie Brilliant Blue G-250) per donar lloc a un
producte acolorit que presenta un maxim d’absorbancia a 595 nm. La intensitat del color
format és proporcional al nombre d’enllagos peptidics que reaccionen i per tant al nombre
de molécules de proteina presents en la mostra. Es va utilitzar el kit Bio-Rad Protein Assay

(Bio-Rad) i el protocol per fer I’assaig en una placa d’Elisa de 96 pous, que consisteix en:

1- Fer una recta patr6 amb quantitats conegudes de BSA (Bio-Rad), entre 0 i 1,37 mg/mL BSA
diluida en el mateix tampo6 en el que s’han solubilitzat els extractes proteics (tamp6 A pels extractes
citoplasmatics i tampd B pels nuclears).

2- Col.locar 5 uL de la recta patr6 i dels extrates proteics (generalment diluits) per pou.

3- Afegir 25 uL de la solucio A’ (A’=20 uL/1000 uL A)

4- Afegir 200 pL del colorant (B) i barrejar.

5- Incubar 15 min a temperatura ambient.

6- Llegir a 690 nm en un espectofotometre Anthos htll (IZASA) abans de 45 min.

7- Extrapolar el valor d’absorbancia de les mostres als de la recta patrd i per regressio lineal calcular la

concentracio de proteina en mg/mL multiplicada pel factor de dilucid.

XI. Western Blot

Les proteines es separen electroforéticament 1 es transfereixen a un suport solid
de nitrocel.lulosa o PVDF, que s’hibrida amb anticossos que reconeixen especificament

I’antigen de la proteina unida a la membrana.
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XI.a. Electroforesi i transferéncia de proteines:

El protocol que es va utilitzar és el segtient:

1- Preparar la mostra barrejant 50 g d’extracte proteic amb tamp6 de carrega (Laemmli Buffer) 1x a
un volum final de carrega de 12 uL.
2- Bullir durant 5 min i refredar en gel.
3- Separar electroforéticament, a amparatge constant (40 mA), les mostres en un gel discontinu
d’acrilamida al 12,5% i SDS, durant 1 h aproximadament.
Tampd d’electroforesi:

Concentracio final

Tris base 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1 %

4- Preparar I’electrotransferéncia:
4.1- Tallar la membrana de nitrocel.lulosa (Bio-Rad) del mateix tamany que el gel sense
la part d’stacking que s’elimina.
4.2- Hidratar la membrana.
4.3- Muntar 1’aparell de transferéncia (Fer el procés en humit amb tampd de
transferéncia):
a) Pol negatiu del suport de transferéncia
b) 2 papers Watmann
c) Gel

d) Membrana
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e) 2 papers Watmann
f) Pol positiu del suport de transferéncia
5- Col.locar I’aparell de transferéncia en la cubeta d’electroforesi amb el tampod de transferéncia 1x
fred.
Tampo de transferencia:

Concentracio final

Tris base 50 mM
Glicina 386 mM
SDS 0,1 %
Metanol 20 %

6- Transferir a 400 mA durant 1 h i 30 min, amb agitacié del tampo.
7- Desmuntar la transferéncia i:
7.1- Tenyir el gel per comprobar I’eficiéncia de la transferéncia:
a) Agitar el gel amb blau de coomassie (Coomassie Brillant Blue R250 0,025
%, metanol 40 %, acid acétic 7 %).
b) Destenyir amb solucio de destincid (metanol 40 %, acid acétic 7 %)
c) Assecar al buit amb temperatura (80°C) durant 45 min.

7.2- La membrana continua el procés de Western blot.

XI.b. Immunodeteccié de la proteina:

1- Bloquejar la membrana a la que se li han transferit les proteines amb tamp6 TBST (Tris-HCI 20

mM (pH 7,6), NaCl 130 mM, i Tween 20 0,1 %) al 4% BSA, o/n a 4°C o durant 3 h a temperatura
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ambient.
2- Incubar amb I’anticds primari* diluit a 0,2 pg/mL amb tampo6 TBST al 0,4% BSA.
3- Rentar amb:
TBST, 15 min
TBST, 5 min. Repetir-ho 2 vegades més.
4-  Incubar amb I’anticds secundari (DAKO) diluit 1:6000 amb tampo TBST al 0,4% BSA.
5- Rentar amb:
TBST, 15 min
TBST, 5 min. Repetir-ho una vegada més.
TBS, 5 min
6- Deteccié quimioluminiscent amb el kit FCL+ d’ Amersham-Pharmacia-Biotech. Incubacié amb el
substrat com s’indica en el protocol del proveidor, exposicid a un syperfilm i revelar. Generalment,

es fan diferents exposicions de diferents temps.

*Els anticossos primaris utilitzats van ser els anticossos policlonals de conill; anti
C/EBPa. (14AA) i anti C/EBPP (C-19) de Santa Cruz Biotechnologies. Aquests anticossos
reaccionen, respectivament, amb p42C/EBPa. i amb C/EBPJ de ratoli, rata i huma, i no
presenten reactivitat creuada amb altres membres de la familia C/EBP. Cada Western blot
té el seu control negatiu, que consisteix en el bloqueig de 1’anticés per incubacié amb 5
vegades en excés del peptid que reconeix, i les hibridacions positives mostrades son de
bandes especifiques, ja que la hibridaci6 amb ’anticés primari sempre s’ha realitzat amb el
bloqueig previ per un péptid inespecific. Els peptids de bloqueig utilitzats van ser; C/EBPo
blocking peptide (ref, sc-61 P), C/EBPJ blocking peptide (ref, sc-150 P) i gp130 (M-20)

blocking peptide (ref, sc-656 P), de Santa Cruz Biotechnologies.
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XII. Assaig de retardament en gel (EMSA)

El grup del Dr. J. F. Catterall (Center for Biomedical Research. The Rockefeller
University. New York. USA.) va produir i purificar I’ AR utilitzat per I’assaig de retardament
en gel de la seqiiéncia GGTACAggaTGTATA (putatiu ARE) del promotor del gen del KAP,

segons la metodologia descrita per Xie et al (130).

Per determinar si I’AR era capag d’interaccionar amb la seqiiéncia
GGTACAggaTGTATA, es va incubar el rAR recombinant, procedent de c¢l.lules de
Spodoptera frugiperda (S19), amb dita seqiiéncia i com a controls es van utilitzar la seqiiéncia
ARE del gen de la tirosina aminotransferasa de rata (TAT) (130) i la seqiiéncia GRE present
en la regio promotora proximal del gen de la B-glucuronidasa (G91) i una seqiiéncia (G93)
present en la novena seqiiéncia intronica del mateix gen de la B-glucuronidasa, que sembla
ser la responsable de la induccio6 per androgens que mostra aquest gen (131). Cada una de les
seqiiencies, marcades amb [y->*P]ATP i incubades en preséncia o abséncia del rAR, van ser
resoltes en un gel de poliacrilamida al 4%. L’autorradiografia del gel va permetre observar
si la seqiiéncia de DNA de doble cadena assajada, quedava retardada respecte a la mateixa
seqiiencia sense prévia incubacidé amb la proteina i, per tant, determinar si la interaccid
entre DNA 1 proteina s’havia produit. Paral.lelament, es van realitzar els experiments de
competici6 amb oligonucleotid fred, per demostrar 1’especificitat de la banda retardada.

Aquests experiments també van ser realitzats en el laboratori del Dr. J. F. Catterall (132).

Condicions de I’assaig de retardament en gel:

1-  Reaccid d’interaccio:
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e 5 ugderAR soluble en buffer d’hibridacio (basat en Hepes, poly(dI-dC), Nonidet P-40).

e 0,5 ng d’oligonucleotid marcat de doble cadena.

2- Incubaci6 a 22°C, 20 min.

3- Degut a la diferent mobilitat dels complexes de DNA-proteina respecte a la de la sonda lliure,
aquests van ser separats en un gel de poliacrilamida al 4%, corregut amb buffer d’electroforesi Tris-
Borat en preséncia de 0,1% de Nonidet P-40.

Oligonucleotids:
KAP: gggagaGGTACAggaTGTATAaaag
TAT: ctctgcTGTACAggaTGTGCTagcgact
G91: cgacctggaAGAGTCacaTGTTCTcgagagaa

(G93: cgagtcaagAGTACTtgtTGTTCTtacagag

* La seqiiencia de I’element de resposta a androgens esta indicada en negreta.

XIII. Mutagenesi dirigida

XIII.a. Protocol

Per delecionar seqiiéncies especifiques del promotor del KAP es va utilitzar el

QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). El métode emprat permet
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mutar (canviar, delecionar, inserir) especificament el nucleotid o nucle6tids d’interes de la
seqiiéncia estudiada, clonada en qualsevol plasmid de doble cadena, és a dir, no és necessari

subclonar-la en vectors basats en el bacteriofag M13 1 la utilitzaci6 de ssDNA.

El procediment basic consisteix en el vector dsDNA supercoiled amb 1’insert
d’interes 1 dos primers sintétics que tenen la mutacié desitjada. Els primers, complementaris
a les cadenes oposades del vector, son prolongats durant la PCR amb PfuTurbo DNA
Polymerase (Stratagene), que presenta una gran fidelitat. El producte obtingut és un plasmid
mutat amb talls esglaonats, el qual és tractat amb Dpn I, endonucleasa (seqiiéncia diana:
5’-Gm6ATC-3’) que digereix el DNA metilat i, per tant, el DNA parental, que prové
d’Escherichia Coli. Aixi doncs, mitjangant la digestio6 amb Dpn I es selecciona el DNA
sintetitzat i que té la mutacio, el qual, posteriorment, ¢s transformat en Epicurian Coli®

XLI-Blue supercompetent cells (Stratagene).

El protocol utilitzat per delecionar d’entre 6 a 10 nt per ronda de mutacio va ser el que

es detalla a continuacio:

1- Preparar la segiient reaccié d’amplificacio:

Concentracio final

Tampd de PCR 10X * ..o Ix
ASDINA ..o 50 ng
Oligonucleodtid mutat Up .....cceeveveieeeniieieeeieeeieeeen 125 ng
Oligonucledtid mutat Low .......ccocoiveeiiiieniiecieeee, 125 ng

Tesi doctoral 117



dNTPs 10 mM (Promega) .......ccccoeveerienieneniencceeeeeen 200 uM

PfuTurbo DNA polymerase * ..........cccoveevvereeveeseesiennnns 25U

* Stratagene

2-  Condicions d’amplificacio (Termociclador PCT-100™ Programable Thermal Controller):

95°C, 30 seg.

95°C, 30 seg.
55°C, 1 min. } x 18 cicles
68°C, 2 min/kb plasmid

4°C, 00

3- Afegir 1 uL Dpn I (10 U/uL, Boerhinger Mannheim), barrejar bé, un pols de centrifuga i digerir a
37°C, o/n.
4-  Transformar per calor d’entre 1 a 4 uL. del DNA tractat a 50 uL o 100 uL d’Epicurian Coli® XLI-

Blue supercompetent cells (Stratagene).

Les condicions de transformacio son:

a) Deixar descongelar les cél.lules en gel.

b) Rapidament, barrejar el DNA amb les cél.lules i incubar en gel durant 30 min.

c) Escalfar a 42°C durant 45 seg i deixar en gel 2 min.

d) Afegir 0,5 mL de medi NZY™ broth preescalfat a 42°C i incubar a 37°C amb agitacio
de 225-250 rpm durant 1 h.

e) Sembrar tot el volum de la transformacié en plaques LB-agar amb 1’antibiotic
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adequat pel plasmid.

f) Incubar les plaques a 37°C per un periode superior a 16 h.

XIII.b. Oligonucleotids

Els oligonucleotids van ser dissenyats seguint els parametres esmentats en el protocol
1 mitjangant el programa OLIGO®-4.02 Primer Analysis Software. Els oligonucleotids van

ser sintetitzats per Boehringer Mannheim.

Requeriments que havien de complir els oligonucleotids:

a) Ambdos oligonucleotids mutagenics han de tenir la mutacio desitjada i1 hibridar
amb la mateixa seqiiéncia en les cadenes oposades del plasmid.
b) Els oligonucleotids han de tenir una longitud d’entre 25 a 45 bases 1 la temperatura

de fusié (Tm) ha de ser més gran o igual a 78°C, segons la férmula:

Tm = 81,5 + 0,41 (%GC) — 675/N - ( nim bases mutades/ nim bases oligonucleotid x

100) *

* Si s’utilitza aquesta formula, la majoria dels oligonucleotids enumerats tenen una Tm

inferior a la indicada.

c¢) La mutacid (deleci6 o insercid) hauria de trobar-se en una posicid intermitja de

la longitud de I’oligonucleotid, és a dir, amb 10-15 bases de seqliencia correcta
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flanquejants.

d) Els oligonucleotids han de tenir un minim contingut de GC del 40 % 1 haurien

d’acabar amb G o C.

e) Els oligonucleotids no han de ser 5’ fosforilats i han de ser de gran puresa.

f) Els oligonucleotids han de mantenir-se en exces.

Els oligonucleotids sintétics utilitzats per mutagenitzar selectivament la seqiiencia del

promotor del KAP van ser els detallats en aquesta taula:

Nom Sequéncia Tm
(457-448) Up 5-CTGGCACTTCTAGATAGTTCTGLGAGCAGTTCTTCACTGTTCTCC-3 >75
(457-448) Low | 5-GGAGAACAGTGAAGAACTGCTCLOCAGAACTATCTAGAAGTGCCAG-3 | >75
(429-420) Up 5-CAATGAGCAGTTCTTCACTGTTLOCTGCCAGGATGAGGACTC-3 >75
(429-420) Low 5 -GAGTCCTCATCCTGGCAGIAACAGTGAAGAACTGCTCATTG-3' >75
(110-101) Up 5-CTTTAATAGTTCATAAAGGTCLOCCCTCCCCGCCCCCTTTTTTTTC-3 73,2
(110-101) Low | 5-GAAAAAAAAGGGGGCGGGGAGGGLGACCTTTATGAACTATTAAAG-3 | 732
(66-57) Up | 5'-CTCCAGCCAACCALCCTTCAGGGAGAGGGTACAGGATGTATAAAAG-3* | >75
(66-57) Low 5-CTTTTATACATCCTGTACCCTCTCCCTGAAGGLOTGGTTGGCTGGAG-3* | >75
ARE (39-25) Up 5 -CCTTCAGGGAGAGIGGATGTATAAAAGCC-3 66,6
ARE (39-25) Low 5-GGCTTTTATACATCCOCTCTCCCTGAAGG-3 66,6

Taula 5. Oligonucleotids utilitzats en la delecié dels nucleotids especificats entre paréntesi en el nom

de I’oligonucleotid. #; indica la posicid en la posicid en la que es trobaria la seqiiéncia delecionada. Els

buits primers oligonucleotids mutagénics delecionen seqiiéncies de 10 nt, que en el promotor del gen de

KAP es troben en les posicions indicades i que poden ser caixes C/EBP. * Com es pot apreciar en aquests

oligonucleotids, no sempre es pot complir I’apartat d). L'altim oligonucleodtid representa la seqiiéncia del

putatiu ARE mutat (consisteix en la delecio de sis nucleotids del putatiu ARE identificat en el promotor de

KAP).
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XIV. Transfeccid transitoria

XIV.a. Plasmids

Els plasmids que es van utilitzar en assaigs de transfeccio transitoria van ser els

segiients:

a) Plasmids reporter del promotor de KAP:

Nom Promotor Reporter
K224 Fragment de 224 bp del promotor del KAP CAT*
K638 Fragment de 638 bp del promotor del KAP CAT
K1542 Fragment de 1542 bp del promotor del KAP CAT
K224L Fragment de 224 bp del promotor del KAP LUC*
K224L (ARE 39-25) 224 bp KAP delecié nt 39-25 LUC
K224L (66-56) 224 bp KAP delecié nt 66-56 LUC
K224L (110-101) 224 bp KAP delecié nt 110-101 LUC
K638L Fragment de 638 bp del promotor del KAP LUC
K638L (66-56) 638 bp KAP delecio nt 66-56 LUC
K638L (110-101) 638 bp KAP delecié nt 110-101 LUC
K638L (429-420) 638 bp KAP delecié nt 429-420 LUC
K638L (457-448) 638 bp KAP delecié nt 457-448 LUC
K638L (457-448, 429-420) 638 bp KAP delecié nt 457-448 i 429-420 LUC
K638L (457-448, 429-420, 110-101) 638 bp KAP delecio nt 457-448 i 429-420i 110-101 LUC
K638L (457-448, 429-420, 66-56) 638 bp KAP delecio nt 457-448 i 429-420 i 66-56 LUC
K638L (457-448, 429-420, ARE 39-25) 638 bp KAP delecié nt 457-448 1 429-420 i ARE 39-25 LUC

Taula 6. Plasmids utilitzats pels assaigs funcionals del promotor del KAP. CAT* : ¢cDNA de I’enzim

cloroemfenicol acetil transferasa com a reporter en el vector pPLCAT; LUC* : cDNA de I’enzim luciferasa

com a reporter en el pGL3-Basic vector.
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b) Controls positius:

Nom Promotor Reporter
pCAT1430 Fragment de 1430 bp del promotor del pepsinogen C CAT
Saltk TRE CAT

Taula 7. Plasmids utilitzats com a controls del tractament amb DHT i de T,, respectivament, ja que el

promotor inserit en pCAT1430 (133) és induible per DHT i el del SaltK (134) per T,.

c¢) Controls negatius:

Nom Promotor Reporter
pPLCAT Vector reporter sense el promotor del KAP CAT
pCAT-Basic vector Vector reporter sense el promotor del pepsinogen C CAT
pGL 3-Basic vector Vector reporter sense el promotor del KAP LUC

Taula 8. Plasmids reporter en els que es van clonar, respectivament, els diferents fragments del promotor
de KAP (pPLCAT), el fragment del promotor del pepsinogen C (pCAT-Basic vector) i es va fer la mutagenesi

digirida dels fragments de KAP (pGL3-Basic vector).

d) Vectors d’expressio:

Nom cDNA Plasmid

PSVARO cDNA complet del receptor d'androgens huma PBR328
TRB cDNA complet del receptor 3 d’ hormonatiroidal pGS5
RXRa cDNA complet del receptor a d'acid 9-cis-retinoic PGS5
IGFR-I cDNA complet del receptor d’IGF-I pBPV
pMSV-mC/EBP cDNA complet de C/EBPa murina pMSV

pPMSV-LAP cDNA complet de C/EBPB murina PBluescript
hAP2a cDNA complet d AP2 a huma pCMV X-PL1

Taula 9. Plasmids utilitzats per la sobreexpressié de la proteina, el cDNA de la qual tenen clonat, en

assaigs funcionals del promotor de KAP.
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e) Plasmids control de I’eficiéncia de transfeccio:

Nom cDNA Per lanormalitzacio de
I"assaig:
PCH110 cDNA complet de la B-galactosidasa CAT
pRL-TK cDNA complet de laRenilla luciferasa LUC

Taula 10. Plasmids cotransfectats amb els reporter per normalitzar I’activitat CAT i luciferasa.

XIV.b. Protocol de transfeccié transitoria

S’utilitza el métode de transfeccid per liposomes i, concretament, el producte
LIPOFECTAMINE Reagent (Life Technologies), que és una barreja liposomica 3:1 del lipid
policationic 2,3 — dioleyloxy — N - [2(sperminecarboxamido)ethyl] - N,N — dimethyl — 1 -
propanaminium trifluoroacetate (DOSPA) i el lipid neutre dioleoyl phosphatidylethanolamine

(DOPE). S’utilitza per transfectar c¢l.lules eucariotes.

En primer lloc, cal trobar les condicions optimes de transfeccio de les cel.lules en que
es treballa, ja que el reactiu lipofectamina és toxic per les cel.lules i per obtenir 1’eficiéncia

de transfeccid més alta possible, cal optimitzar la reaccié disminuint la toxicitat.

El protocol optimitzat per les cel.lules PKSV-PCT, PKSV-PR i CV-1, va ser el

seglient:

1-  Sembrar les cel.lules en la placa de cultiu adequada per I’experiment de transfeccio proposat, segons es

descriu a continuacio:
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Tamany de laplaca Quantitat de Liniacel.lular DNA total (ug) Lipofectamina (L)
(Didmetre) cé.lulesinicia
35 mm 150000 PCT, PR, CV-1 1-2 5 pL/pg DNA
60 mm 250000 PCT, PR, CV-1 36 5 pL/pug DNA

Taula 11. Condicions de I’assaig de transfeccio transitoria I.

Incubar, a 37°C en una atmosfera humida al 5 % de CO,, els cultius amb medi sense antibiotic durant 48

hores (després de la tripsinitzacio), punt en el que assoleixen I’estat de confuencia (80-90 %) adequat per

ser transfectats.

3- Preparar les condicions de transfeccio segons els plasmids utilitzats:

Tamany delaplaca

Promotor inserit en

Plasmid reporter

Plasmid control de

I’eficienciadela

Lipofectamina (uL)

(Diametre) el plasmid reporter DNA (ug) transfeccio *
DNA ()
35mm pGL3-Basic 1 0,02 5 pL/pg DNA
60 mm pPLCAT 2 2 5 uL/pug DNA

Tesi doctoral

Taula 12. Condicions de 'assaig de transfeccio transitoria II. * El plasmid control de I'eficiencia de la

transfeccid per l'assaig luciferasa (pGL3-Basic) és el pRL-TK i el de l'assaig CAT és el pCH110.

Preparar un tub amb el DNA necessari i un tub amb la lipofectamina que li correspon a la quantitat

de DNA. El DNA i la lipofectamina es dilueixen amb OPTI-MEM® I Reduced Serum Medium (Life

Technologies), pero també es podria utilitzar medi de cultiu sense sérum. El volum final de medi depén

del tamany de placa de cultiu utilitzada i esta indicat pel fabricant.

Barrejar les dues solucions i incubar 20 min perque es formi el complex DNA-lipid.

Durant el temps d’incubaci6 del pas 5, rentar les cel.lules amb OPTI-MEM® [ Reduced Serum Medium.

Afegir, a la barreja DNA-lipid, la quantitat d> OPTI-MEM® I Reduced Serum Medium necessari

per les condicions utilitzades (tamany placa,....), segons s’explica en el protocol del proveidor del
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LIPOFECTAMINE Reagent.
8- Incubar les cél.lules amb el complex DNA-lipid durant 5 h a 37°C a una atmésfera humida al 5 % CO,.
9- Rentar les cel.lules amb PBS 1x, 2 vegades.
10- Incubar amb medi de cultiu complet, o/n.

11- Si es segueix I’experiment amb un tractament hormonal, és necessari:

11.1- Incubar les cél.lules, durant 24 h, amb medi amb FCS depleccionat d’hormones (veure
apartat 2 de Materials).
11.2- Tractar les cél.lules amb una quantitat determinada d’hormona o hormones en el medi amb

el FCS depleccionat de dita hormona o hormones, durant 48 h.

12- Preparacio dels extractes cel.lulars.

XIV.c. Assaig CAT

XIV.c.1. Preparacio dels extractes cel.lulars

1- Rentar les cél.lules amb PBS 1x fred, 2 vegades.

2- Incubar 5 min amb 0,5 mL de Harvesting-buffer fred (Tris-HC140 mM (pH 7,4), NaCl
150 mM i EDTA 1 mM), per una placa de 60 mm de diametre.

3- Rascar les cel.lules de la placa amb un scraper esteril.

4- Centrifugar a 14000 rpm a 4°C, 15 min.

5- Resuspendre el pellet en 50 uL de Tris-HCI 0,25 M pH 7,8 fred.

6- Lisar les cél.lules fent tres cicles de congelacié i descongelacié: 5 min en neu
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carbonica/etanol i 5 min a 37°C.
7- Centrifugar a 14000 rpm a 4°C, 5 min.
8- Recollir el sobrenedant i congelar rapidament en neu carbonica/etanol.
9- Guardara-20°C per la seva posterior utilitzacio en els assaigs d’activitat 3-galactosidasa

(B-gal) i cloramfenicol acetil transferasa (CAT).

XIV.c.2. Reaccio B-galactosidasa

1- Colorimetria

1- Preparar la segiient reaccio:

Extracte Cel.IUlar ........ccooiiiiiiii e 5-30 uL

Solucio de magnesi 100X *........ccoiiriririerieieieeeeceeee e 3uL

ONPG (2-nitrophenyl-B-galactopyranoside, Sigma) **............ccccoevveirnnens 66 uL

Tampd fosfat sodic 0,1 M pH 7,5 oot fins a 300 uL
* Solucié de magnesi: MgCL 0,1 M

-mercaptoetanol 4,5 M

** ONPG: ONPG 4 mg/mL

Tampd fosfat sodic 0,1 M pH 7,5

2- Incubar entre 30 min i 2 h a 37°C fins que apareix color groc.

3- Aturar la reaccio amb 0,5 mL de Na,CO, 1M.
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4- Llegir a 420 nm en un espectofotometre (Beckman DU-70).

2- Fluorimetria

Per determinar I’activitat B-galactosidasa dels extractes de les cél.lules CV-1, es va
utilitzar un substrat fluorescent degut a la baixa eficéncia de transfeccié obtinguda, la qual

no podia ser detectada amb la reaccid colorimétrica. El protocol utilitzat va ser el segiient

(135):
1- Preparar la reaccio:
Extracte cel.IUlar.........coooieieiieiiie e 10 uL
4-MU-B-galactopyranoside* (Sigma) 0,5 MM .....cccoovvirieirieerieinenenn. 100 uL
* 4-MU-B-galactopyranoside diluit en:  Acetat sodic 0,1 M pH 4,0
NaCl 0,1 M

2- Incubar a 37°C en agitacid, 30 min.

3- Aturar la reacci6 afegint 1 mL tampo glicina 0,2 M pH 10,4.

4- Llegir la fluoresceéncia a 415 nm (emissid) en un aparell F-2000 Fluorescence

Spectrophotometer (HITACHI, Pacisa). Fer el promig de duplicats.
XIV.c.3. Reaccio CAT

Es normalitza 1’activitat CAT per I’activitat B-gal o per la concentracié de proteina
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(Bradford) dels extractes cel.lulars. Només cal una de les dues determinacions. Fent una

regla de tres inversa, es pot determinar la quantitat d’extracte que s’ha d’agafar per con¢ixer

’activitat de la mostra, corregida per I’eficiéncia de la transfeccid o quantitat de cel.lules de

cada placa individual. El protocol que es va utilitzar és el segiient (136):

0-

10-

11-

Afegir, a la quantitat d’extracte cel.lular normalitzada, el volum necessari de Tris-HCI1 0,25 M pH
7,8 fins arribar al volum final de 50 uL.
Incubar 10 min a 65°C per inactivar les acetilasas.

Afegir, 80 uL de la barreja:

TriS-HCT T M PH 7,5ttt 59 uL
1C-cloramfenicol (25 uCi/mL, Amersham) ...........ccocovivieineninienienns 1 uL
Acetil-CoA 3,5 Mm@/ML. ...cocooiiiiiiee e 20 uL

Incubar a 37°C 1 h i si el temps de reacci6 ha de ser més llarg, afegir 10 UL d’Acetil-CoA cada 90
min, perque el substrat no sigui limitant.

Aturar la reacciéo amb 1 mL d’acetat d’etil (MERCK).

Centrifugar 5 min a temperatura ambient.

Recollir 900 uL de la fase superior i evaporar amb nitrogen gas.

Redissoldre el precipitat en 20 UL d’acetat d’etil 1 aplicar sobre una placa de cromatografia de capa
fina (TLC, Sigma).

Col.locar la TLC en una camara saturada amb cloroform:metanol (95:5) durant 1 h.

Assecar la TLC.

Exposar la TLC a una pantalla (ref. BAS-MP2025P) que és llegida per un aparell Fujifilm

BAS-1800 Bio-imaging Analyzer, utilitzant el programa Image Reader i quantificada amb el
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programa MacBAS.

XIV.d. Assaig luciferasa

XIV.d.1. Preparacio dels extractes cel.lulars

1- Rentar les cél.lules amb PBS 1x, 2 vegades.

2- Rascar les cél.lules, mitjangant un scraper estéril, amb 250 pL de tamp6é PLB Ix
(Promega) per placa de 35 mm de diametre (el volum necessari varia amb el tamany
de la placa, especificat en el protocol del proveidor).

3- Recollir en un tub eppendorf i agitar amb un vortex.

4- Lisar les cél.lules fent 3 cicles de congelaci6 i descongelacid: 5 min en neu carbonica/
etanol i 5 min a 37°C.

5- Centrifugar a 14000 rpm a 4°C, 30 seg.

6- Recollir el sobrenadant i congelar a —80°C.

XIV.d.2. Reaccio dual luciferasa

Per determinar 1’activitat luciferasa dels extractes cel.lulars es va utilitzar el Dual-
Luciferase® Reporter Assay Kit (Promega). Aquest kit subministra el substrat de la luciferasa
1 de la Renilla luciferasa (indicador de ’eficiéncia de la transfeccid), i el reactiu que atura

la reaccid de la altima luciferasa nombrada, de manera que s’obté I’activitat total (activitat
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d’ambdues luciferases) i1 I’activitat del reporter (luciferasa). Aquestes lectures s’obtenen
de l'aparell Luminoskan RS reader (Labsystems), que previament s’ha programat de la
manera especificada pel protocol de I’assaig i que s’ha ajustat als volums d’una placa d’elisa,
aquests son; 20 uL d’extracte, 50 uL LAR II (Luciferase Assay Reagent II), 1 50 UL Stop &
Glo® Reagent. Finalment, I’activitat luciferasa es calcula dividint I’activitat del reporter per

[’activitat total.
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