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Il. OBJETIVOS

1. Estudio y clasificacion de afectados de retinopatias hereditarias.
Recogida de los datos y evaluaciones de los pacientes afectados de
retinosis pigmentaria obtenidos en las visitas oftalmologicas y en los
estudios electrofisiolégicos. Se han empleado protocolos establecidos
internacionalmente tanto para la clasificacion genética como para el

estudio clinico.

2. Clasificacion genética de los pacientes afectados de RP, atendiendo a su
patrén de herencia. Visita y/o recogida de los datos familiares con el fin

de trazar los arboles genealdgicos de las familias.

3. Determinacion del origen molecular de la retinosis pigmentaria en los
casos de retinosis pigmentaria autosémica dominante (RPAD). Analisis
directo y caracterizacion de mutaciones de los genes de expresion

especifica en retina asociados a RPAD.

4. Andlisis de mutaciones en genes asociados a RPAD en casos asilados o
esporadicos de RP (SRP).

5. Clonacion de los genes NRL y CRX, factores de transcripcion de genes

especificos de retina y asociados a RPAD.
6. Estudio de expresion in vitro de dos mutantes del factor de transcripcién
NRL, detectados en el grupo de pacientes. Estudio de los mecanismos

moleculares patoldgicos que inducen estos mutantes.

7. Estudio de la expresion clinica de las mutaciones detectadas y su

correlacion fenotipo-genotipo.
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lll. MATERIAL Y METODOS

lll.1. EQUIPAMIENTO GENERAL

l11.1.1. Instrumental

Agitador magnético. Micromix. Ovan.

Agitador orbital. Roto-Shake Genie. Scientific Industries-1101.
Agitador rotativo. Atom 85.

Autoclave. Spriand Espafiola, S.A.

Balanza. Mettler P1210.

Bafio Termostatico. Ultraterm. J.P.Selecta.

Bloque térmico. Tem-Bloc. P. Selecta.

Bomba de vacio. MP24. Heidolph.

Cabina de flujo laminar. UN-425-400E. Nuaire.

Camara fotografica UV. Polaroid / GelCam.

Centrifugas de mesa. Heraeus / Megafuge 1.0 / Hermle Z300.
Congeladores (-20°C / -80°C). Edesa, style / Nuaire.

Cubetas de electroforesis para geles de agarosa. Ecogen.
Cubetas para electroforesis vertical. Hoefer SE 600Ruby/CBS; Scientific
Co.ASU-250

Estufa. B6760. Heraeus.

Espectrofotometro UV/Visible. V-530 Jasco.

Filtros poro 0,22um. Millex™. Millipore.

Fuentes de alimentacion. Genenco EPS Pegaso 100/Atom 500
Incubador de CO,. Nuaire. US Autoflow/CO, Water Jacketed Incubator.
Kit Polaroid de filtro de electroforesis.

Lampara de ultravioleta. Vilber Lourmat TFL 20M.
Luminémetro. Sirius. Berthold.

Microcentrifuga. Sigma 202M.

Microondas. Micrologic.

Micropipetas Nichiryo / Gilson.

Microscopio invertido. Motic AE300.
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Pelicula Polaroid tipo 667.

Pipetas, 5y 10ml. DELTALAB, Eurotubo.

Placas de cultivo células eucariotas, p6 y p100. FALCON®. Becton Dickinson.
Placas de petri. Soria Genlab, S.A.

Probetas. Azlon.

Puntas estériles con filtro. Sorenson / Bioscience, Inc.

Termociclador. FPROGO05D / Progene.

Termociclador de gradiente. PTC-200 / M.J.Research.

Tubos polipropileno. 0,2ml, 0.5ml / Sorenson / MJ.Research;1,5ml, 2ml /

Eppendorff.

Secuenciador. Long-Read Tower  System / Visible Genetics, Inc.

Vasos de precipitados. Azlén.

Vortex Genie 2 / Scientific Industries, Inc.

111.1.2. Material utilizado

Acido acético glacial
Acrilamida/Bisacrilamida (37.5:1)

Merck
Bio-Rad

Agarosa Ecogen / Bio-Rad
AgNO; Merck
Agua bidestilada B. Braun
Alcohol Isoamilico Amresco
Ampicilina Invitrogen
Azul Trypan Gibco
BSA (Albumina sérica bovina) Roche
Bromuro de etidio Amresco
CaCl, B. Braun
COsNay Amresco
Cloroformo/Alcohol Isoamilico Amresco
DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) Gibco
DMSO (Dimetilsulfoxido) Amresco
dNTP’s Roche
EDTA Roche

Enzimas de restriccion
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Etanol

Expand Long Template

Fenol

Formamida

Fosfatasa Alcalina (SAP)

Glicerol

Glycina

Hepes

HNO3

KCI

Kit de extraccion: “QlAquick Gel Extraction Kit”
“QlAamp DNA Blood Mini Kit”

Kit de secuencia: “Thermo Sequenase Cy5.5 Dye

Terminator Cycle Sequencing Kit”

Kit de clonacion: “TOPO® XL PCR Cloning Kit”

Kit de ligacion: “Rapid DNA ligation Kit”

Kit de extraccion: “QlAprep Miniprep Kit”

Kit de extraccién:“Hi Speed plasmid Purification Kit”

LBAgar (Lennox L Agar)

LyoVec™

Marcadores de peso molecular

MgCl,

NaCl

Nay;HPO,- 2 H,O

NaOH

Nonidet P40 (BDH)

Oligonucledtidos sintéticos

PBS

Persulfato amdnico

Pfu-turbo

Proteinasa K

SBF (Suero Bovino Fetal)

SDS

Tampén de carga (6x Agarose gel. Loading dye)

Tampdén TAE
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Merck
Roche
Amresco
Roche
Roche
Roche
Merck
Gibco
Merck
Amresco
Qiagen
Qiagen

Amersham
Invitrogen
Roche
Qiagen
Qiagen
Invitrogen
Invivogen
Roche / Biotools
Amresco
Amresco
Amresco
Amresco
Amresco
Tib Molbiol
Amresco
Amresco
Roche
Qiagen
Gibco
Roche
Amresco

Amresco
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Tampdén TBE
Tampon TE

TB (Terrific Broth)
T4-Ligasa
TEMED

Tripsina

Urea
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lll.2. PACIENTES Y FAMILIAS ESTUDIADOS

Se han incluido todos los individuos explorados en la consulta de Oftalmologia y

encuestados por el servicio de Genética, clasificados:

- Clinicamente, segun el estatus del paciente, como sano o
afectado. Se incluyeron como afectados los individuos que
cumplian los criterios diagnésticos de RP (aptdo.l.2.1); se
incluyeron como sanos los parientes en primer, segundo o tercer
grado que no cumplian los criterios de RP. En el estudio genético
se incluye un individuo afectado como caso indice de cada
familia. En caso de detectarse una mutacién, el estudio se
extiende a los demas componentes de la familia, que hayan

aceptado colaborar en el estudio.

- Genéticamente, segun el patron de herencia que presenta la
enfermedad en la familia, se incluyeron los casos de RPAD y
SRP. Los datos de filiacion, una serie de preguntas sobre
sintomas y signos de la enfermedad, asi como datos referentes a
familiares, se recogieron en un cuestionario que rellenaron los
pacientes afectados o familiares que acudieron a los servicios de
Oftalmologia o Genética. La clasificacion de las familias en
subtipos genéticos se realiz6 de acuerdo con los criterios

previamente establecidos por Ayuso y cols., 1995.

Los individuos en estudio acudieron directamente al Hospital de Terrassa, o a
otros centros hospitalarios como el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(Barcelona), la Fundacion Jimenez Diaz (Madrid), Hospital Virgen del Rocio
(Sevilla), y Hospital Universitario La Fe (Valencia). Todos ellos pertenecientes al

grupo multicéntrico espariol de investigacion sobre RP.
Los servicios de genética y oftalmologia de estos centros externos remitieron las

muestras de ADN junto con los informes clinicos de las familias clasificadas

como RPAD para incluirlas en nuestro estudio.
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A cada familia y a sus integrantes explorados se les asigné un numero de

identificacién unico en el registro de RP espaniol.

En total se han estudiado 150 casos indices pertenecientes a familias
autosomicas dominantes y 100 pacientes catalogados como casos aislados o
esporadicos (SRP). El estudio familiar, tras resolver la mutacion, se extendio

sobre 24 familias.

Tras su analisis, las muestras de ADN de estos pacientes se almacenaron a
—20° C para el posible analisis futuro de nuevos genes candidatos que se

relacionen con la enfermedad.

Los pacientes y familiares que participaron en este estudio fueron informados de
los objetivos del mismo y se les pidid su consentimiento. El trabajo realizado
cumple escrupulosamente con las recomendaciones de la Declaracion de

Helsinki y sus posteriores ampliaciones.
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l11.3. ESTUDIO CLINICO

El protocolo seguido por los distintos servicios de oftalmologia a los que

acudieron los pacientes estudiados fue el siguiente:

a) Examen Oftalmoldgico:

Anamnesis:

Antecedentes oftalmoldgicos en relacion con la RP:
Edad de diagndstico.
Edad de comienzo de la ceguera nocturna.
Edad de comienzo de sintomas de disminucion del campo
visual.
Edad de comienzo de disminucion de la agudeza visual.
Otros sintomas (fotofobia, alteracion de los colores,
fotopsias...)

Otros antecedentes oftalmoldgicos (cataratas, etc...)
Antecedentes sistémicos: Antecedentes generales vy
especificamente hipoacusias, endocrinopatias, obesidad,
malformaciones congénitas y otras enfermedades asociadas a las
formas sindromicas de RP.

Exploracion:

Agudeza visual: la medida de AV se ha realizado utilizando un

proyector de optotipos de luminosidad variable de la casa General
Optica modelo EP. 615-R calibrado para tomar la visién a una

distancia equivalente a 5 m.

Refraccidn: Aquellos pacientes cuyas agudezas visuales estaban

por debajo de 0,05 fueron explorados mediante refractémetro
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automatico Luneau L 60 Keratoref, con el fin de conocer en todos

los casos el defecto de refraccion de los pacientes.

Biomicroscopia del segmento anterior: Sélo se han incluido en el

estudio los hallazgos del cristalino (aunque hayan sido explorados
parpados, conjuntiva, cornea, camara anterior, iris y cristalino). Se
han descrito la localizacion de las opacidades o tipo de catarata.
Modelo de lampara utilizado ha sido Takagi SM-12H.

Motilidad Ocular Extrinseca: A todos los pacientes se les exploro

realizandoles cover test, estudio de las ducciones, versiones y

vergencias.
Pupilas: Se ha estudiado la forma, tamafo, simetria, reflejo
fotomotor directo y consensual de las pupilas de todos los

pacientes.

Presion intraocular: A los pacientes de edades superiores a los 15

afos, se les ha medido la presiéon intraocular mediante la
tonometria de aplanacion con un tondmetro Perkins, previa

instilacion de gotas Fluortest® (oxibupracaina + fluoresceina)

Campo visual: Se ha explorado el campo visual con el programa
n°24 del campimetro Octopus 500 que realiza una campimetria
estatica, primero de los 30° centrales, con la correccién que
precise el paciente para cerca, y luego hasta los 60° nasales y 90°
temporales. Utiliza estimulo supraumbral y una densidad
homogénea de puntos en todo el campo. Los resultados se
exponen en valores absolutos, valores comparados con el patrén

normal en cada edad y escala de grises.

Fondo de Ojo: Se ha realizado con el oftalmoscopio indirecto

modelo Clement Clarke Ultra 50 y lentes de 20 y/o 28 en todos los
casos. Siempre tras dilatacion con colirio de tropicamida y a veces
también fenilefrina o con ciclopéjico en los casos en los que

debian realizar una refraccién en esas condiciones.
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La descripcion de los depdsitos de pigmento en los casos en los

que existia ha sido la siguiente:

Forma del pigmento: Osteoclastos o espiculas.
Redondeado.
Localizacién: Difuso / regional.
Media periferia / periferia.
Polo posterior / cuadrantes.
Paravascular

Cantidad: Escaso/ medio / abundante.

- “Difuso” se refiere a una disposicion generalizada del
pigmento en 360° si bien no necesariamente ocupa la
totalidad de la retina (polo posterior, media periferia y
periferia), sino que en cualquiera de éstas localizaciones o

en mas de una se encuentra en todos los cuadrantes.

- “Regional” hace referencia a una localizacion restringida a
dos cuadrantes como maximo, en cualquiera de las

localizaciones.

- “Sectorial” cuando se encuentra s6lo en un cuadrante
sobre todo en el inferonasal y se mantiene asi sin

extenderse.

- “Paravascular” cuando ésta es la Unica o |la

extremadamente predominante.

El resto de las localizaciones llevan implicita la disposicion
paravascular del pigmento en algun punto, excepto en las formas
de “preservacion de pigmento paraarteriolar’, en cuyo caso, se
describe expresamente este respeto de la zona paravascular por

el pigmento.
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Test de Colores: Se han utilizado los tests 28 HUE de Roth y 15

HUE Désaturé de Lanthon, ambos segun Farnsworth-Munsell.

Sélo se realizaron a aquellos pacientes que referian alteracién en

la percepcion de colores.

Angiofluoresceingrafia v slo: Fue realizada cuando se considerd

necesario para el diagnostico de maculopatia.

b) Examen electrofisioldgico:

ERG: EI estudio protocolarizado incluye un electrorretinograma
de campo completo y estimulo difuso con flash en cupula de
ganzfeld siguiendo las normas internacionales del “Internacional
Standarization Committee for Electophysiology of the Vision”
(ISCEV).

Tipos de respuestas registradas: Respuesta de bastones;
Respuesta maxima o mixta de bastones y conos; Potenciales
oscilatorios; Respuesta de conos o flashes aislados; Respuesta
de filcker de 30 Hz.

Otros: En algunos casos se realizé Electrooculograma y

Potenciales Evocados Visuales (en algunos casos de ERG no

registrable, como medida de la funcién visual residual).
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l.4.

ESTUDIO GENETICO DIRECTO DE GENES
IMPLICADOS EN ADRP

El protocolo seguido en el laboratorio para el estudio genético directo se realizé

de la siguiente manera:

a)

b)

Extraccion de ADN a partir de sangre periférica.

Amplificacién, por reaccion en cadena de la polimerasa, de las
secuencias codificantes (exones) y pequefas secuencias intronicas
correspondientes a los extremos 5 y 3’ colindantes de cada exén del gen

en estudio.

Cribado de mutaciones y polimorfismos mediante la técnica de DGGE
“‘denaturing gradient gel electrophoresis” (Fischer y Lerman, 1979), en la
mayoria de los casos y la de SSCP “single strand conformation
polymorphism” (Orita y cols, 1989), en los casos en los que la DGGE no

fue resolutiva.

Secuenciacion automatica en los casos en los que se detectd un patrén

anormal de electroforesis mediante las técnicas citadas anteriormente.

Analisis de restriccion, mediante las enzimas de restriccion apropiadas, si
el cambio observado mediante secuenciacién modifica (genera o destruye)
una diana de restriccion. Se utiliza como comprobacion de la mutacion

observada mediante secuenciacion.
Analisis molecular familiar: determinacién de la co-segregacién de la

enfermedad con la mutacién por el método mas adecuado de los que se

mencionan.
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Los genes en los que se realizo el estudio genético directo fueron los siguientes:

LOCUS GEN PROTEINA N° ACCESO
(GENBANK)
3g21-qter RHO Rodopsina NT- 005621
6p21.1-cen RDS Periferina NT- 007592
11913 ROM1 ROM-1 NT- 033903
14911 NRL NRL NT- 026437
19913.3 CRX CRX NT- 011109
8q12.1 RP1 RP-1 NT- 008183

111.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de sangre periférica segun los

siguientes protocolos (se ha utilizado uno u otro indistintamente):

111.4.1.1. Extraccion “fenol-cloroformo” (John y cols., 1991)

1. Recoger 5 ml de sangre en un tubo vacutainer que contenga EDTA
(anticoagulante).

2. Anadir solucién | (10 mM Tris pH 7.6; 10 mM KCI; 10 mM MgCl,) hasta
10 ml, para lisar las células.

3. Anfadir 120 ul de Nonidet P40 (BDH). Agitar bien invirtiendo el tubo
varias veces.

4. Centrifugar a 2000 r.p.m. / 10 min. para precipitar el complejo ADN-
proteina.

5. Decantar el sobrenadante. En este paso el sedimento obtenido puede
guardarse congelado.

6. Redisolver el sedimento en 800 ul de solucion Il (10 mM Tris pH 7.6;
10mM MgCly; 0.5% SDS; 2 mM EDTA) para desagregar el complejo
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ADN-proteina. Transferir el contenido a un tubo de 1.5 ml para
microcentrifuga.

7. Anadir 400 ul de fenol (saturado con 1M Tris pH 8.0) y agitar.

8. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 1 min. Transferir el sobrenadante a un
tubo de microcentrifuga limpio (en este paso no es grave arrastrar
algo de sobrenadante).

9. Anadir 200 ul de fenol + 200 wl de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1). Agitar bien.

10. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 1 min. Transferir el sobrenadante a un
tubo de microcentrifuga limpio.

11. Afadir 400 ul de cloroformo:alcohol isoamilico y extraer segun se ha
descrito.

12. Transferir la fase acuosa a un recipiente limpio. Evitar arrastrar restos
de la interfase. Anadir tres volumenes de etanol absoluto y agitar para
precipitar el ADN.

13. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 20 min. y decantar el etanol. Ahadir 1ml
de etanol 80%. Agitar bien para eliminar restos de sales.

14. Centrifugar a 13000 r.p.m. / 5 min. Decantar el etanol.

15. Secar a 50°C / 5 min. los restos de etanol.

16. Resuspender en 200 ul de agua destilada o TE.

11.4.1.2. Extraccion por columnas utilizando el kit “QlAamp® DNA Blood
Mini Kit” (QIAGEN)

1. Anadir 20 ul de Proteasa QIAGEN (Proteinasa K) en el fondo de un
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

2. Anadir 200 ul de sangre periférica al tubo.

3. Anadir 200 ul de Tampon AL. Mezclar con la ayuda del vortex durante
15 s.

4. Incubar a 56°C / 10 min.
Realizar un golpe de centrifuga (3000 r.p.m. / 3 s.) para recoger
cualquier resto de muestra de las paredes o el tapon del tubo.

6. Anadir 200 ul de EtOH (96-100%) y mezclar con la ayuda del vortex /

15 s. Volver a realizar un golpe de centrifuga.
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7. Transferir el contenido del tubo de microcentrifuga a la columna
“‘QIAmp” (contenida en un tubo colector de 2 ml) cerrar el tapon y
centrifugar a 8000 r.p.m. / 1 min. Desechar el tubo colector con el
eluido y reemplazarlo por uno nuevo.

8. Anadir 500 uwl de Tampén AW1. Cerrar el tapén y centrifugar a 8000
r.p.m. / 1 min. Desechar el tubo colector con el eluido y reemplazarlo
por uno Nuevo.

9. Anadir 500 ul de Tampon AW2. Cerrar el tapén y centrifugar a 13000
r.p.m./3 min.

10. Desechar el tubo colector con el eluido y reemplazarlo por uno nuevo.
Centrifugar a maxima velocidad / 1min. De esta forma se elimina
cualquier resto de EtOH que podria interferirnos en reacciones
posteriores.

11. Colocar la columna “QIAmp” en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mly
desechar el tubo colector con el eluido.

12. AAdadir 200 ul de tampon AE o agua destilada.

13. Incubar a temperatura ambiente / 1 min.

14. Centrifugar a 8000 r.p.m. / 1 min.

1ll.4.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir de las secuencias gendmicas de los genes a estudio (N* de acceso /
Gen Bank - tabla inicio aptdo.lll.4.-) y con la ayuda del programa informatico
“Oligo”, se definieron y disefaron los cebadores mas adecuados para amplificar,
mediante PCR, las regiones codificantes y secuencias flanqueantes a analizar

en cada gen.

Uno de cada par de los cebadores utilizados para realizar este trabajo, con
excepcidon de los empleados para el estudio del exdn 2A del gen NRL, ha sido
sintetizado con una cola GC de unos 40 pb en 5’ (Abrazadera GC o “GC-clamp”)
(Myers y cols., 1985). Durante la reaccién de PCR, el dominio rico en GC se
incorpora a uno de los extremos del producto resultante. Esta abrazadera

permite la deteccion por DGGE (aptdo.lll.4.3.1.) de mutaciones o cambios de
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base localizados en dominios de la molécula de ADN que presentan un punto de
fusiébn muy alto e impiden la disociacion completa de la molécula perdiéndose
asi la migracion dependiente de secuencia, fundamento de la técnica DGGE
(Sheffield V.y cols. 1989).

Las condiciones de reaccion (temperaturas de desnaturalizacién, anillamiento y
extension / n® de ciclos) asi como las secuencias de los cebadores utilizados
para cada uno de los fragmentos de los distintos genes analizados se recogen

en la tabla Il.

Para la reaccién de PCR se han utilizado tubos de 0,2-0,5 ml (segun el
termociclador utilizado) de paredes finas, también denominados tubos “thin wall”,
que facilitan la transmision de calor a la disolucién, disminuyendo asi la
diferencia entre la temperatura real de la disolucion con la programada en el

termociclador.

Los reactivos utilizados y sus concentraciones fueron las siguientes:

Reactivos (stock) Volumen (ul) Concentracion

(final)
Tampoén (10x) 5 1x
MgCl, (50mM) 1,5 1,5 mM
Cebadores (25 pmol/ul) 1 0,5 uM
Nucleétidos/mix dNTP’s (10mM) 1 0,2mM
DMSO (Dimetilsulféxido) 5 1x
Tag-polimerasa (5u/ul) 0,5 2,5 uds.
H,O c.s.p. 50

La polimerasa empleada en todos los casos, Ecotaq (Ecogen), es una

polimerasa termoestable, de alta pureza y actividad.
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11.4.2.1. Analisis del resultado de la PCR. Electroforesis en gel de agarosa

La migracion de los acidos nucleicos a través del gel de agarosa varia, entre
otros factores, en funcion de su peso molecular, conformacién, gradiente de

voltaje y concentracion a la que se encuentre la agarosa en el gel.

Eficiencia en
separacion de

% Agarosa en el gel . .
moléculas lineales de

ADN (kb)
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
15 0.2-3
2.0 0.1-2

Preparacion de un gel de agarosa al 1.5% en TAE 1x:

1. Disolver 0.75 g de agarosa en 50 ml de tampon TAE 1x en un
microondas (en general no se corrigio el volumen de H,O evaporado
al calentar)

2. Anadir 1.5 ul de solucion de bromuro de etidio (10mg/ml) (agente
fluorescente que se intercala entre las bases nitrogenadas y es visible
cuando se ilumina con luz UV / 302-365nm).

3. Verter la solucién sobre el lecho de la cubeta de electroforesis, en la
que se ha colocado un peine para 10 pocillos, y dejar enfriar hasta su
completa polimerizacion.

4. Retirar el peine suavemente y sumergir el gel en la cubeta de
electroforesis que contiene tampoén TAE 1x.

5. Cargar en el gel:

- 10-20 wl de producto de PCR que contiene 1-2 ul de tampén de

carga 10x.
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- 10-20 ul de un control negativo que contiene 1-2 ul de tampoén de
carga 10x. Este control nos alerta de la presencia de
contaminacion en cualquiera de los reactivos utilizados en la
reaccion de PCR, en caso de no ser negativo.

- 10 wl de marcador de peso molecular, que contiene fragmentos
de ADN crecientes en 100pb desde 100-1000pb (“DNA ladder”).

Se corren las muestras a 100V hasta que el frente del colorante que contiene el
tampon de carga (de migracion mas rapida que la muestra) alcance el extremo

del gel.

Las bandas de ADN se visualizan con luz UV, y se comprueba que la reaccién
de PCR ha funcionado al obtener bandas especificas del tamafio esperado y de
una intensidad suficiente (buen rendimiento). Se comprueba también que el
control negativo no presente amplificacion (que indicaria contaminacién en el

proceso).

Se registra el resultado fotografiando el gel con una camara fotografica (Polaroid
/ pelicula Polaroid Type 667) a la que se ha acoplado un filtro naranja especial
para fotografiar geles tefildos con bromuro de etidio y visualizados con un
transiluminador UV (302 nm).

La exposicion adecuada en este caso es de /16, 1/4 s.

Tampdn TAE 1x: 40 mM Tris (pH 7.6), 20 mM &cido acético, 1 mM EDTA.

Tampén de carga (stock 10x): 50% glicerol; 0.25% azul de bromofenol en

tampodn TAE 1x.

11.4.2.2. Estimacion de la concentracién de ADN en geles de agarosa

Se realiza rutinariamente una medida aproximada de la concentracion de las
muestras de ADN comparando la intensidad de fluorescencia en UV de la
muestra respecto a la de un marcador de ADN de peso molecular y

concentracion conocidos.
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111.4.3. Cribado de mutaciones

11.4.3.1. Técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

La técnica de DGGE se basa en la distinta movilidad electroforética de las
moléculas de ADN a través de un gel de poliacrilamida con un gradiente lineal
desnaturalizante ascendente y vertical, en funcion de su comportamiento de

fusién o desdoblamiento de la doble cadena.

Una molécula de ADN sera desnaturalizada por regiones llamadas dominios de
fusion. Cada dominio desnaturaliza a una temperatura determinada (T2 de fusion
o Tm) que se define como la temperatura a la que cada par de bases de ADN

duplex esta en equilibrio 50 a 50 entre el estado helicoidal y el desnaturalizado.

La fusion de la doble cadena de ADN no so6lo se logra por el AT?, también es
dependiente del medio en que esté disuelta. Los agentes desnaturalizantes
utilizados para la realizacion de esta técnica han sido la temperatura y los
reactivos formamida y urea. Cada caso ha precisado unas determinadas
condiciones desnaturalizantes para ser resuelto. Las modificaciones en el
porcentaje desnaturalizante se han realizado variando los porcentajes de los
agentes desnaturalizantes formamida y urea, mientras que la T? se ha

mantenido practicamente constante (Tabla Il).

La realizacion de esta técnica exige que los fragmentos de ADN que han de ser
analizados contengan en su extremo 5’ una abrazadera GC o “GC-clamp”,
introducida durante la reaccion de PCR (aptdo.lll.4.2.), previa al analisis

electroforético.

El comportamiento de fusion de secuencias de ADN conocidas puede ser
simulado por ordenador. La temperatura de fusiéon se determind, para cada uno
de los exones de los distintos genes (Tabla IlI), mediante la aplicacién de un
programa informatico WinMelt (BioRad) que permite identificar los diferentes
dominios de fusién de la molécula de ADN y su Tm especifica. Los datos

proporcionados por el programa, los asociamos a limites de gradiente
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desnaturalizante. En los casos en los que los gradientes determinados no
resuelvan bien las muestras, se procede al calculo empirico del gradiente
adecuado mediante la realizacién de una electroforesis con un gradiente

perpendicular desnaturalizante de formamida-urea.

ac—

—

PCR l'-w CICLOS
GC

Tm1
MIGRACION

MIGRACION [ 1/ LI LILI"L/] % DESNAT. ELECTROFORESIS \

ac -

| BC Tm1

| &C

AR

20% o DESNATURALIZANTE  B80%

Figura 11. (Izqda.) Incorporacién de la abrazadera GC en la PCR y posterior DGGE.
(Dcha.) Electroforesis de ADN en gel de poliacrilamida con un gradiente perpendicular
desnaturalizante; D y S: ADN de cadena doble y sencilla. En este caso, la transicion en
la migracion electroforética de la cadena de ADN se produce al 62% de concentracién de
agentes desnaturalizantes. El gradiente elegido para resolver este fragmento estara
entre el 50-75% de desnaturalizante.

El gel de poliacrilamida se realiza a partir de dos soluciones madre:

Reactivos Solucion 0% Solucion 80%
(ml) (ml)

acrilamida:bis acrilamida (40%) 20 20

(37,5:1)

Tampoén T.A.E. 10x 10 10

Formamida 32

Urea 349

H,0 destilada c.s.p. 100 c.s.p- 100
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El gradiente desnaturalizante del gel en cada caso, se establece mezclando
ambas soluciones en proporciones adecuadas en un formador lineal de

gradientes.

Como catalizadores de la reaccion de polimerizacion se utilizan, repartidos a

partes iguales entre las dos soluciones, los reactivos:

- 220 pl de persulfato amodnico (10x).
- 32yl de TEMED.

Las condiciones de electroforesis son las siguientes:

Se cargan de 15 a 20 ul de producto de PCR, que contienen de 1-2 ul de
tampdn de carga 10x, en un gel de poliacrilamida al 8% (37.5:1; acrilamida:bis
acrilamida) con gradiente lineal desnaturalizante, especifico para cada uno de
los exones de los distintos genes (100% desnaturalizante:urea 7M, formamida
40% v/v en tampdn TAE 1x).

Cada electroforesis se deja correr durante toda la noche (16-18 h) a una

temperatura de 50°C 6 60°C en todos los casos (tabla Il), y un voltaje de 100V.

El revelado del gel se realiza con bromuro de etidio y, tras la tincidn, se

visualizaron las bandas de ADN con una lampara de luz ultravioleta.

Se registra el resultado fotografiando el gel con una camara fotografica (Polaroid
/ pelicula Polaroid Type 667) a la que se acopla un filtro naranja especial para
fotografiar geles tefildos con bromuro de etidio y se visualizan con un
transiluminador UV (302 nm).

La exposicion adecuada en este caso es de /16, 1/4 s.
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1ll.4.3.2. Técnica de SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

La técnica de SSCP permite separar las cadenas desnaturalizadas de la hebra
de ADN debido a la conformacion alternativa que adquieren en funcién de su

secuencia primaria y bajo unas condiciones determinadas.

En este estudio se ha utilizado esta técnica para realizar el analisis de
mutaciones en el exén 2A del gen NRL para el que, al no resolverse bien
mediante la técnica de DGGE, se utilizé un protocolo de analisis de mutaciones

distinto al empleado para los demas exones de los distintos genes estudiados:

1. Amplificar por PCR este exdn con los cebadores adecuados (Tabla II).

2. Digerir con el enzima de restriccion Bgll (Biolabs), segun las
condiciones descritas en el apartado 111.4.5. El fragmento amplificado
tiene un tamafio de 268pb que, tras la reaccion de digestion, da lugar
a dos fragmentos de 141pb y 127pb respectivamente.

3. Adadir 6 ul de tampdn de carga de electroforesis por muestra.

4. Mezclar dos volumenes de reaccion con un volumen de solucion
desnaturalizante (1 ml: 950 ul de formamida, 2 ul de NaOH y 50 ul de
tampodn de carga).

Incubar a 94°C / 10 min. y depositar las muestras en hielo.
Cargar las muestras en el gel de poliacrilamida para iniciar la

electroforesis.

El analisis electroforético de SSCP se realizé en las condiciones siguientes:

Gel de Acrilamida Potencia T2 Tiempo
Acrilamida Glicerol T.B.E. (W) (°C) (h)
A) 8% 5% 0.5% 5W ambiente 5
B) 10% - 0.5% 5W ambiente 5
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El revelado del gel, tras la electroforesis, se realizé mediante la tincidon con

nitrato de plata.

Tincidon de un gel de poliacrilamida con nitrato de plata:

1. Fijacion: introducir el gel en un bafo de EtOH 10% y agitar
continuamente durante 5 min.

2. Oxidacién: eliminar la solucion EtOH 10% y afiadir HNO3; 1% (15,4 ml
65% / 1 L), agitar durante 3 min.

3. Retirar el acido y aclarar dos veces con agua destilada durante unos
segundos (un aclarado insuficiente deja un fondo de gel demasiado
oscuro, debido a un exceso de precipitado sobre éste, que dificultara
la resolucién, asi como un aclarado excesivo causard el efecto
contrario dificultando también la deteccion).

4. Tincion con AgNO; (0,012 M; 2,02 g/L). AAdadir la solucién de nitrato
de plata y mantener la agitacion durante 20 min.

5. Reduccion (revelado): retirar el AQNO; y afiadir la solucién reveladora
(29,6 g de COzNa; 0,28 M/L; 540 ul de formaldehido 0,019%/L) y
retirar rapidamente el precipitado de plata.

6. Repetir la operacion hasta alcanzar la intensidad de tincion deseada y
retirar entonces el revelador.

7. Anadir AcOH 10% y mantener durante 5 min. Esta solucion detiene la
reaccion de precipitacién de la plata.

8. Aclarar el gel con agua destilada. Resolver.

Se registra el resultado fotografiando el gel con una camara fotografica (Polaroid
/ pelicula Polaroid Type 667) a la que se ha acoplado un filtro verde especial
para fotografiar geles tefiidos con nitrato de plata y visualizados con un
transiluminador de luz blanca (400-700 nm). La exposicion adecuada en este
caso es de f/16, 1/30 s.
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111.4.4. Secuenciacion automatica

111.4.4.1. Purificacion del producto de PCR

El producto de PCR a purificar se hace correr en un gel de agarosa al 1.5%
(aptdo.lll.4.2.1.) de baja temperatura de fusion (Nusieve®GTG®agarose) en
tampon TAE 1x. Finalizada la electroforesis visualizamos la banda
correspondiente al fragmento de ADN a purificar con la ayuda de un
transiluminador UV (302 nm) y se procede a extraer el ADN.

Para ello se ha utilizado el kit “QlAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), que

recomienda seguir el siguiente protocolo:

1. Extraer la porcion de gel que contiene la banda de ADN con la ayuda
de un bisturi e introducir en un tubo de 1,5 ml. Exponer el minimo
tiempo posible el ADN a la radiacion UV para evitar roturas (“nicks”)
en la cadena de ADN.

2. Anadir 3 volumenes de tampdn QG por 1 volumen de gel (100 mg-100
ul).

3. Incubar a 50°C durante 10 min. o hasta que la agarosa funda por
completo (invertir el tubo cada 2-3 min. para facilitar la disolucion).

4. Comprobar que el color de la mezcla es amarillo (el tampén QG
contiene un indicador de pH). Si el color es naranja ¢ violeta, el pH es
mayor de 7.5 y la adsorcién del DNA a la membrana de la columna
“QlAquick” no sera eficaz. En este caso debe afadirse 10 ul de
acetato de sodio 3 M; pH 5.0 y agitar.

5. Adadir 1 volumen de isopropanol a la mezcla (100 mg de agarosa: 100
ul de isopropanol).

6. Colocar la columna “QlAquick” en un tubo colector de 2 ml. Introducir
la solucién anterior en el interior de la columna. Centrifugar a 13000
r.p.m./ 1 min.

7. Desechar el contenido del tubo colector y volver a introducir la
columna.

8. Anadir al interior de la columna 0,5 ml de tampdén QG, para eliminar

cualquier traza de agarosa. Centrifugar a 13000 r.p.m. /1 min.
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9. Adadir 0,75 ml de tampén PE (solucion de EtOH) a la columna y dejar
reposar de 2-5 min. antes de centrifugar a 13000 r.p.m. / 1 min.

10. Desechar el contenido del tubo colector y repetir la centrifugacién para
eliminar cualquier residuo de EtOH.

11. Introducir la columna en un tubo de 1,5 ml y afiadir en el centro de
ésta 50 ml de agua destilada para disolver el ADN. Centrifugar a
13000 r.p.m./ 1 min.

111.4.4.2. Secuenciacion

La secuenciacion de los fragmentos de PCR, una vez detectado un patrén
electroforético anormal, se ha realizado sobre ambos sentidos de la cadena de
ADN, lo que nos ha permitido estar seguros de los resultados obtenidos. Esta se
ha realizado en un secuenciador automatico Long-Read Tower™ System de la

casa Visible Genetics Inc.

Para la reacciéon de secuencia se ha utilizado el kit de secuencia: “Thermo
Sequenase Cy5.5 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit” (Amersham Pharmacia
Biotech).

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes:

1. Marcar cuatro tubos de PCR “thin wall’, como A, C, G, T (“Termination
Reaction”).

2. Anfadir a cada uno de éstos 1 ul de su correspondiente mezcla de
dNTP’s / Cy5.5 ddNTP.

3. Preparar, por muestra, la siguiente solucion madre:

- ADN (aprox. 200 ng) hasta 24.0ul
- Tampon de reaccion 3.5ul
- Cebador (1uM stock) 2.0ul
- “Thermo Sequenase” (ADN polimerasa) 2.0ul (20U)
- HyOcs.p. 31.5ul
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» Reacciéon Control: preparar la misma solucion madre anterior

aunque en este caso afiadimos:

- ADN control 4 ul
- Cebador control (2 uM) 1ul

4. Mezclar la solucion madre.

Alicuotar 7 ul de solucion madre en cada uno de los cuatro tubos
marcados en aptd.1.

6. Agitar cada tubo y centrifugar si es necesario. En nuestro caso no ha
sido necesario afadir aceite mineral a la muestra ya que el
termociclador empleado esta dotado de una tapa térmica.

7. PCR (termociclador PTC Peltier Thermal Cycler; MJ Research, Inc.):
(95°C /30 s.; 60°C /30 s.; 72°C / 60-120 s.) x 30-60 ciclos.

8. Centrifugar si es necesario (si se observa producto de secuencia en

las paredes del tubo) y dejar en hielo.

Tras la reaccion de secuencia se eliminan los Cy5.5 ddNTP’s no incorporados

mediante una reaccion de precipitacién con etanol:

1. Afadir 2 ul de Acetato Amoénico 7.5 M + 30 ul de EtOH 100%
(aproximadamente 3 veces el volumen de la reaccion).

2. Agitar en vortex. Incubar en hielo 20 min. (para la precipitacién del
ADN).
Centrifugar a 12000 r.p.m. / 20-30 min.

4. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 200 ul de EtOH
70% frio.

5. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 5 min., eliminar el sobrenadante y secar el
precipitado a T2 ambiente / 2-3 min.

6. Resuspender el precipitado con 6 ul de “Formamide Loading Dye”
(proporcionada en el kit).

7. Agitar en vortex 10-20 s., hasta asegurar la completa resuspension del
precipitado y centrifugar ligeramente si es necesario.

8. Justo antes de correr las muestras en el gel, se desnaturalizan a 70°C
/ 2-3 min. y se dejan en hielo.

9. Correr de 1.5-2 ul de muestra por carril.
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111.4.5. Analisis con enzimas de restriccion

Se han utilizado enzimas de restriccion en los casos en los que la mutacion
detectada crea o destruye una diana de restriccion, para comprobar la co-
segregacion de los polimorfismos y/6 mutaciones encontrados con la

enfermedad, dentro de una familia.

Las condiciones de digestion fueron, en todos los casos:

- Producto de PCR X

- Tampodn (10x) 1x

-  Enzima: 0,1x
- Agua c.s.p. Vfinal (=4X)

En el caso de que el producto de PCR a digerir contenga DMSO, anadido en la
reaccion de PCR (aptdo.lll.4.2.), la cantidad de éste en la reaccién de digestion
no debe exceder el 2%, para que ésta se produzca de forma 6ptima. Esto limita,

en algunos casos, el volumen de producto de PCR que se va a digerir.
El tampdn y la temperatura éptimos requeridos tanto para realizar la digestion

del fragmento como para inactivar el enzima vienen, en cada caso, determinados

por el fabricante y se han empleado en todos los casos.
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Tabla Il. Cebadores y condiciones de PCR y DGGE empleados para el estudio genético directo de genes asociados a RPAD.

Cebadores Gen Tamaio Gradiente' T2anillamiento?
(pb) (%) 112 (°C)
5’'UTR RHO 354 45-75 / 55°C 59

Sense: 5'-ACAAGTCATGCAGAAGTTAG-3
Antisense: 3GC-cIamp-5‘-GCTGCTCCCACCCAAGAA-B‘

Exén 1A RHO 310 50-75/60°C 59
Sense: *GC-clamp-5-CTGAGCTCAGGCCTTCGCAGCCAT-3’
Antisense: 5-GCTTCTTGTGCTGGACGGTGAC-3’

Exén 1B RHO 400 50-75/60°C 59
Sense: 5-TCTGCTGATCGTGCTGGGCTT-3’
Antisense: *GC-clamp-5"-GAGGGCTTTGGATAACATTG-3’

Exé6n 2 RHO 314 55-80/ 60°C 60
Sense: *GC-clamp-5-GGCAGTGGGGTCTGTGCTGAC-3’
Antisense: 5-TCCTGACTGGAGGACCCTAC-3’

Exén 3 RHO 300 40-70/60°C 55
Sense: 5-CTGTTCCCAAGTCCCTCACA-3
Antisense: *GC-clamp-5-CTGGACCCTCAGAGCCGTGA-3'

Exén 4 RHO 397 45-75/60°C 59
Sense: *GC-clamp-5-CTGGAGGAGCCATGGTCTGGA-3’
Antisense: 5-CCTGGGAGTAGCTTGTCCTT-3'

Exén 5 RHO 320 50-80 / 60°C 59
Sense: *GC-clamp-5-CGTGCCAGTTCCAAGCACACTGTGG-3’
Antisense: 5'- ACTTCGTTCATTCTGCACAGGCG-3’




Tabla Il. Cebadores y condiciones de PCR y DGGE empleados para el estudio genético directo de genes asociados a RPAD (cont.).

Cebadores Gen Tamaio Gradiente' T2anillamiento?
(pb) (%) 112 (°C)
Exén 1A RDS 379 40-70/ 60°C 60

Sense: *GC-clamp-5-GGAAGCAACCCGGACTACAC-3'
Antisense: 5-TAGCCAGGTACGGCTTCAGC-3

Exén 1B RDS 379 40-70/60°C 60
Sense: *GC-clamp-5-ATTGCATGGAAGCCCTG-3'
Antisense: 5-TCTGACCCCAGGACTGGAAG-3’

Exé6n 2 RDS 353 45-75/60°C 63
Sense: *GC-clamp-5-AAGCCCATCTCCAGCTGT-3'
Antisense: 5-CTTACCCTCTACCCCCAGCTG-3’

Exén 3 RDS 294 SSCP 60
Sense: 5-AGATTGCCTCTAAATCTCCT-3’
Antisense: 5-GCAGTGCACTATTTCTCAGT-3’

Exén 1A ROM1 303 45-75/60°C 60
Sense: *GC-clamp-5-TGGCATTAGCCCAGCTCAAG-3’
Antisense: 5’-AGCCAGGAAGGTGCCAAGGT-3’

Exén 1B ROM1 377 50-80 / 60°C 60
Sense: *GC-clamp-5-CGTCATCCTCCTCTGTAGT-3'
Antisense: 5-CTTGTAGTGAGCCAAGGCAGTC-3’

Exén 1C ROM1 332 45-75/60°C 60
Sense: 5-TGGCTTTGCCTGGGAGTCTG-3
Antisense: 3GC-cIamp-5‘-ATTCAAGGCAGCAGGAGG-S'

Exé6n 2 ROM1 364 45-75/60°C 63
Sense: *GC-clamp-5-CCTCTATCTCCAGACATCCT-3'
Antisense: 5-GGAGGAGGTGTCAGATGCTT-3’

Exén 3 ROM1 371 40-70/60°C 60
Sense: *GC-clamp-5-CTGACTCTCCCTGACTCTTT-3’
Antisense: 5-AGCCTTGGTAAGGAGTTGTGAGGTT-3’




Tabla Il. Cebadores y condiciones de PCR y DGGE empleados para el estudio genético directo de genes asociados a RPAD (cont.).

Cebadores Gen Tamaio Gradiente'
(pb) (%)/T°

T2anillamiento?
(°C)

Exén 1A NRL 268 SSCP
Sense5-CATAAGAAATCCGAATTCCAGCCCAGCTCCAGAATG-3’
Antisense: 5-TGCAGGGTAGCCAGCCAGTA-3’

Exén 1B NRL 235 55-80/ 60°C
Sense: *GC-clamp-5-GAGCTGTACTGGCTGGCTAC-3'
Antisense: 5-CCTCTCTTGGGCAGTCCTCCTTC-3’

Exén 2A NRL 179 75-100/ 60°C
Sense: *GC-clamp-5-GACCCGGTTTCTGCTGCATTCTC-3’
Antisense: 5-GCGACAGGCCTGCGCGTAGC-3

Exén 2B NRL 250 55-80/ 60°C
Sense: *CG-clamp-5-CTGAAGAACCGCGGCTAC-3'
Antisense: 5-AGCCCCCACTACACCACAAG-3’

Exén 1 CRX 158 45-75/60°C
Sense: *GC-clamp-5-CCCCTGACTTGGGCCTCAGT-3’
Antisense: 5-TGCCAAGAGAAACGACTGTACT-3’

Exén 2 CRX 242 -
Sense: *GC-clamp-5-GGATGGAATTCTTGGCATC-3’
Antisense: 5-CTCTTTGTTCCGGGCAGGC-3’

Exén 3A CRX 306 45-75/60°C
Sense: 5-CCTCTTCCCCACTTACCC-3’
Antisense: 3GC-cIamp-5‘-TCAGGCAAAGGGGACTCT-S‘

Exén 3B CRX 334 50-80 / 60°C
Sense: *GC-clamp-5-GCTCCCCAACCACGGCAGT-3'
Antisense: 5-CTGTAGGCGCCATAGCTCTG-3’

57.9

58.4

60.3

61.2

59

63

55

59




Tabla Il. Cebadores y condiciones de PCR y DGGE empleados para el estudio genético directo de genes asociados a RPAD (cont.).

Cebadores Gen Tamaio Gradiente' T2anillamiento?
(pb) (%) T2 (°C)
Exén 4A RP1 350 40-60 / 50°C 59

Sense: 5-GTAATAACTCTGGAACTGACAA-3’
Antisense: *GC-clamp-5-GGACTATCTGAATCTTGCACTA-3’

Exén 4B RP1 304 30-60/ 50°C 59
Sense: 5-CAGGTATCAAGATGGACAGC-3’
Antisense: >GC-clamp-5-TGAACCTTGGAATTTTGAGTAG-3’

'DGGE; 100% desnaturalizante: 7M urea y 40% (vol/vol) de formamida en tampon TAE 1x. / T? bafio
2PCR: 94°C/4’; (94°C/30”; Tanillamiento®C/30”; 72°C/30”) x40 ciclos; 72°C/8’
*GC-clamp:5-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCG-3
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l11.5. CLONACION

El protocolo seguido en el laboratorio, en lineas generales, para la obtencién de

plasmidos recombinantes mediante la utilizacion de técnicas de clonacién ha

sido el siguiente:

a)

Amplificar, mediante PCR (aptdo. 111.4.2.), el inserto que va a ser clonado.
Los cebadores y las condiciones de reaccidn empleados en cada caso se
resumen en las tablas Il y IV respectivamente.

Aislar y purificar el inserto amplificado (aptdo. 111.4.4.1.).

Amplificar el vector comercial empleado en cada caso para obtener
cantidad suficiente de éste y asi poder realizar las reacciones posteriores
(aptdo.lll.5.1.6.)

Realizar dobles digestiones enzimaticas (apartado 11.4.5.) tanto en el
inserto como en el vector, con las enzimas de restriccion adecuadas en
cada caso para poder introducir el inserto en el vector adecuado y en la
direccion deseada. Las enzimas utilizadas asi como las construcciones
plasmidicas formadas se resumen en la tabla IV.

Los extremos originados tras la digestion han sido en todos los casos
protuberantes.

Desfosforilacion del vector (aptdo.lll.5.1.4.). Se evita asi el cierre
intramolecular del vector anterior a la ligacion del inserto.

Ligacién vector - inserto, de extremos cohesivos (aptdo.lll.5.1.5.).
Transformacion en células competentes (aptdo.lll.5.1.6.).

Obtencion de ADN plasmidico (aptdo.lll.5.1.7.).

Secuenciacion automatica del inserto (111.4.4.) para comprobar finalmente

que la secuencia insertada es la correcta.
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ADNCc retina /
Transformacion /
Amplificacion
EColi +
Aislamiento / . .
Purificacion
M v
Doble digestion enzimatica

A\

Desfosforilacion

Ligacion vector — inserto

Transformacion / Amplificacién E. Coli

v

Obtencion de ADN plasmidico

Secuenciacion Automatica

Figura 12. Esquema del protocolo seguido para la obtencion de los plasmidos
recombinantes que se describen a continuacion.
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111.5.1. Obtencién del plasmido pGL3-P130

111.5.1.1. Obtencion del inserto

1. Amplificar mediante PCR la regién promotora, P130 (-130/+66), del gen
RHO a partir de una secuencia gendmica de este gen, segln las
condiciones que se indican en la tabla IV y empleando los cebadores

indicados sobre la secuencia y detallados en la tabla Ill.

Reqién (-130 / +66) del promotor del gen RHO / Ref. NCBI: U16824

5041 GGTCCCTATT TCAAACCCAG GCCACCAGAC TGAGCTGGGA CCTTGGGACA
GACAAGTCAT

5101 GCAGAAGTTA GGGGACCTTC TCCTCCCTTT TCCTGGATGG ATCCTGAGTA
CCTTCTCCTC

5161 CCTGACCTCA GGCTTCCTCC TAGTGTCACC TTGGCCCCTC TTAGAAGCCA
ATTAGGCCCT
PRHO130-F
5221 CAGTTTCTGC AGCGGGGATT AATATGATTA TGAACACCCC CAATCTCCCA
GATGCTGATT

5281 CAGCCAGGAG CTTAGGAGGG GGAGGTCACT TTATAAGGGT CTGGGGGGGT
CAGAACCCAG

5341 AGTCATCCAG CTGGAGCCCT GAGTGGCTGA GCTCAGGCCT TCGCAGCATT
CTTGGGTGGG

PRHO130-R
5401 AGCAGCCACG

2. Aislary purificar los fragmentos amplificados tal y como se ha descrito en
el apartado 111.4.3.1.

111.5.1.2. Vector utilizado. Vector pGL3 - Enhancer (Promega)

Los vectores pGL3 estan disefiados principalmente para el analisis cuantitativo
de los factores que potencialmente regulan la expresion génica en los
mamiferos. Estos factores pueden ser cis-activadores, como son los promotores

y los potenciadores, o trans-activadores, como son los factores de unién al ADN.
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Este vector carece de promotor eucariota permitiendo la maxima flexibilidad en
la clonacion de hipotéticas secuencias reguladoras de la transcripcion. Este
vector se ha utilizado para clonar el promotor del gen de la rodopsina. El vector
presenta una secuencia modificada del ADNc del gen de la luciferasa de
Photinus pyratis (luc’) que nos permitira monitorizar la actividad transcripcional

en las células eucariotas transfectadas (“gen reporter”).

El vector pGL3-Enhancer contiene secuencias potenciadoras o “enhancer” del
SV40 por debajo del gen luct+ y la sefial poly(A). Estas secuencias facilitan la
verificacion de la funcionalidad del promotor introducido ya que generalmente

aumentan el nivel de transcripcion del gen Juc+.

/B;JI '

pGL3-Enhancer L
Veclor r Hing 11| 53
(50€4bp)
‘f .'II oo | BE
F56|5all b : 1
Crd I Narl 12
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(for e+ reponer)

Hpal 1902  Xbal 1742
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Figura 13. Mapa del vector pGL3-Enhancer. Este vector
contiene un “polylinker” con dianas Unicas de restriccion como
son Kpn I, Sac I, Mlu I, Nhe |, Sma I, Xho I, Bgl Il y Hind Ill. La
region promotora debe insertarse en este polylinker por
encima del gen indicador de la luciferasa (luc+).

11.5.1.2.1. Amplificacion del vector

Para obtener mayores cantidades del vector comercial, se realiza una
transformacion directa de este vector en células E. Coli tal y como se describe
mas adelante en el apartado 111.5.1.6.

Para aislar y purificar el vector de las células bacterianas, se ha realizado una

“miniprep” tal y como se describe en el apartado 111.5.1.7.
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11l.5.1.3. Digestion enzimatica

Realizar una doble digestion enzimatica tanto en el inserto como en el vector,
con las enzimas de restriccion Kpn | y Hind Il (Roche) que permitiran introducir
el inserto amplificado y purificado en el vector en la direccién deseada.

El protocolo de digestion con enzimas de restriccion se describe en el apartado
11.4.5.

Los extremos originados tras la digestion han sido en todos los casos

protuberantes.

111.5.1.4. Desfosforilacion del vector

Se evita asi el cierre intramolecular del vector anterior a la ligacién del inserto.
Se utiliza la enzima fosfatasa alcalina, “SAP” (Roche). Esta puede funcionar en

el tampon de las enzimas de restriccion.

1. Anadir 1 pl de fosfatasa alcalina.
2. Incubar a 37°C / 30 min.

3. Inactivar a 65°C / 15 min.

A pesar de la inactivacién de las enzimas por temperatura es conveniente
precipitar la muestra para evitar cualquier actividad residual de éstas tras la
inactivacion. Algunas enzimas de restriccidon no se inactivan por temperatura, lo

que hace imprescindible la precipitacidn en esos casos.

Reaccion de precipitacion de ADN

1. Adadir, respecto al volumen de reaccion de digestion, los siguientes

reactivos:

- NaCl (5 M) para obtener una concentracion final de 0.3 M
- 3 volumenes de EtOH 100% (v:v)
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Centrifugar a 13000 r.p.m / 30 min.

Decantar el sobrenadante.

Lavar el precipitado con 100 pl de EtOH 80%.

Centrifugar a 13000 r.p.m. / 10 min.

Decantar el sobrenadante.

Secar a 50°C / 5 min., para eliminar cualquier resto de EtOH.
Resuspender el ADN con 50 ul de H,O o buffer TE. Afadir 30 ul si se

requiere una disolucién mas concentrada.

©® N o o R~ weDd

1ll.5.1.5. Ligacidn, vector - inserto, de extremos cohesivos

Se ha utilizado el “Rapid DNA ligation Kit” (Roche):

1. Mezclar vector e inserto en una proporcion de 1:3.

N

Disolver la mezcla de ligacion con 2 ul de tampén “dilution buffer (5x)”
hasta un volumen total de 10pl (1x).

Anadir 10ul de tampon “T4 DNA ligation buffer (2x)”.

Agitar suavemente la mezcla.

Anadir 2 ul de enzima “T4 DNA ligasa”.

Agitar suavemente.

Incubar a T? ambiente / 5 min.

® N o g bk~ w

Si la reaccion de ligacion no es utilizada para la transformacion directa de

células competentes, puede guardarse a -20°C.

111.5.1.6. Transformacion en células competentes

11.5.1.6.1. Cultivos bacterianos. Medios y condiciones empleados

Para realizar la clonacion de los distintos plasmidos se ha empleado la cepa
JM109 de Escherichia Coli (Promega). Son células ya competentes que
presentan un minimo de eficiencia de transformacién de 1x10° cfu/ug de ADN
control al ser plaqueado en placas con LB agar que contengan 100 ug/ml de

ampicilina.
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Las células han sido almacenadas a —80°C evitando grandes fluctuaciones de
temperatura.
Los medios que se han empleado para crecer las células E. Coli han sido los

siguientes:

Medio LB sélido

1. Disolver LB agar (Lennox L Agar / Invitrogen) en agua destilada (32 g/L).

LB (composicion/L): Triptona 1049
pH 7 Extracto de levadura 5g

NaCl 109

Bacto-Agar 15¢g

Agarosa 15¢g

2. Autoclavar a 120°C / 20 min.
3. Anadir ampicilina sédica 50 ug/ml (stock: 500 ug/ul).
4. Repartir en placas de Petri (20 ml / placa).

Medio TB liquido

1. Disolver TB (Terrific Broth / Gibco BRL) en agua destilada (47g/L).

TB (composicién/L): Triptona 12 g
pH 7 Extracto de levadura 21g
Glicerol 4 ml

2. Autoclavar a 120°C / 20 min.
3. Anadir ampicilina sédica 50 ug/ml (stock: 500 ug/ul).

En todos los ensayos de clonacién realizados en este trabajo se ha empleado el
antibiético ampicilina, afiadido tanto en los medios solidos (placas de Agar)

como en los liquidos (TB), para la seleccién de colonias.

Condiciones de cultivo

Los cultivos de E. Coli tanto sélidos como liquidos se incuban a 37°C / 16-18 h.
En el caso de los cultivos liquidos la incubacion ha de ser en agitacion constante

para evitar la agregacion celular que impediria su crecimiento normal.
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111.5.1.6.2. Transformacion

1.

i

© ®© N o o

10.

Transferir tantos viales como sean necesarios (un vial de células /
transformacién), almacenadas a -80°C, a hielo / 5 min.

Agitar suavemente el vial para resuspender bien la suspension celular.
ARadir de 1-50 ng de ADN (V<=10 ul / 100 pl) a la suspension celular.
Agitar suavemente la mezcla. Recordar, al afiadir el ADN, no pipetear
para evitar la rotura de células al pasar por la punta de pipeta.

Incubar en hielo / 10 min.

Realizar un choque térmico a 42°C / 45-50 s.

Incubar de nuevo en hielo / 2 min.

Afadir 900 ul de medio SOC o LB, a una T2 de 4°C, por transformacion.
Incubar a 37°C / con agitacién permanente de 225 r.p.m. / 60 min. La
agitacion durante este periodo es importante para evitar la agregacion
celular que impediria el inicio de crecimiento de las células.

Extender la suspensién en placas de Petri que contienen LB agar +

Ampicilina (50 ug/ml).

111.5.1.7. Obtencion de ADN plasmidico

1.5.1.7.1. “Mini-prep”

La purificacion de ADN plasmidico a pequefia escala se ha realizado con el kit
“QlAprep Miniprep Kit”/ QIAGEN.

2.

“Picar” 5 o mas colonias individuales de la placa de transformacién (placa
de petri). Transferir cada una de ellas a 4ml de medio TB + ampicilina (50
ug/ml) en un tubo de 10 ml. Incubar toda la noche a 37°C / fuerte
agitacion.

Transferir 1.5 ml de cada uno de los cultivos a un tubo de microcentrifuga
(2 ml). Centrifugar a 12000 r.p.m. / 1 min.

Guardar el resto a 4°C. Para almacenar el cultivo durante mas tiempo,

anadir a la suspension celular 15% Glicerol v/v y guardar a -70°C.
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4. Decantar el sobrenadante y dejar secar el precipitado celular colocando
los tubos boca abajo durante unos minutos (hasta observar el precipitado
Seco).

5. Resuspender el precipitado con la ayuda del vortex en 250 ul de Solucion
P1 (a la que se ha afnadido RNAasa A anteriormente) a 4°C.

6. Anadir 250 ul de Solucidon P2 (Tampon de lisis). Agitar por inversién de 4
a 6 veces sin utilizar el vortex.

7. Anadir 350 ul de Solucion N3 (Tampén neutralizador / 4°C). Invertir el
tubo de 4 a 6 veces.

8. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 10 min. Transferir el sobrenadante a una
columna “QlAprep”.

9. Colocar la columna “QlAprep” en un tubo colector de 2 ml.

10. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 30-60 s. Eliminar el contenido del tubo
colector.

11. Opcional (paso necesario en caso de utilizar cepas con altos niveles de
actividad nucleasa como la serie JM que hemos empleado en este
trabajo). Afadir 0,5 ml de tampén de lavado PB y centrifugar a 12000
r.p.m./ 30-60 s. Eliminar el contenido del tubo colector.

12. Lavar la columna con 0,75 ml de Tampén PE. Centrifugar a 12000 r.p.m.
/ 30-60 s. Eliminar el contenido del tubo colector.

13. Centrifugar un minuto adicional a 12000 r.p.m. para eliminar cualquier
resto de etanol del Tampon PE.

14. Colocar la columna “QlAprep” en un tubo de microcentrifuga (1,5ml)
limpio. Anadir 50 pl de Tampén EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) o H,0, para
eluir el ADN, sobre el centro de la columna; incubar 1min.

15. Centrifugar a 12000 r.p.m. / 1 min.

1.5.1.7.2. “Midi-prep”

Para obtener mayores cantidades de ADN plasmidico aumentamos el volumen
de medio liquido TB + ampicilina (50 ug/ml) de un precultivo de células E. coli
que contienen el ADN plasmidico que queremos amplificar hasta 50 ml.

Incubar a 37°C en agitacion permanente a 250 r.p.m. (para evitar la agregacion

celular) durante toda la noche (12 h).
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La purificacion de ADN plasmidico se ha realizado con el kit “Hi Speed plasmid
Purification Kit"/ QIAGEN.

11

Repartir los 50 ml de cultivo en tubos de 10 ml para poder centrifugar a
3000 x g / 15 min. y obtener el precipitado celular.

Resuspender los precipitados en 6 ml de Tampoén P1 / 4°C (Tampén de
resuspensiéon; 50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNasa A)
y unificarlos en un mismo recipiente.

Anadir 6 ml de Tampon P2 (Tampdn de lisis; 200 mM NaOH; 1% SDS).
Agitar por inversion de 4 a 6 veces. Incubar a T? ambiente / 5 min.

Anadir 6 ml de Tampdon P3 / 4°C (Tampdn de neutralizacion; 3.0 M
acetato potasico, pH 5.5) y mezclar suave y rapidamente por inversion de
4 a 6 veces. En caso de observar excesiva viscosidad mezclar mas la
disolucion hasta neutralizarla por completo.

Colocar un tapoén en la base para que no caiga el filtrado, transferir
rapidamente el lisado a la jeringa / columna “QlAfilter Cartridge”, incubar
a T2 ambiente /10 min.

Debe observarse un agregado blanco en la parte superior del lisado que
contiene proteinas, ADN gendémico y detergente. Si no se observa, pasar
una punta por las paredes de la columna para despegarlo.

Equilibrar la jeringa / columna “Hi Speed Midi Tip” con 4 ml de Tampodn
QBT (Tampén de equilibrado; 50 mM MOPS, pH 7.0; 750 mM NaCl; 15%
isopropanol; 0.15% Triton® X-100) y dejar que éstos caigan por
gravedad.

Quitar el tapén al “QlAfilter Cartridge”, introducir el émbolo y suavemente
filtrar el lisado en el interior de la “Hi Speed Midi Tip” (ya equilibrada).

Esperar que el lisado pase a través de la resina por gravedad.

. Lavar con 20 ml de Tampén QC (Tampén de lavado; 50 mM MOPS, pH

7.0; 1.0 M NaCl; 15% isopropanol). Dejar caer por gravedad.

. Eluir el ADN con 5 ml de Tampon QF (Tampon de elucién; 50 mM Tris-Cl,

pH 8.5; 1.25 M NaCl; 15% isopropanol) recoger en un tubo con
capacidad minima de 10 ml. En este punto puede pararse el proceso,

durante una noche, guardando la muestra a 4°C.
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12. Precipitar el ADN con 3,5 ml de isopropanol (0,7 volumenes). Agitar e
incubar a T2 ambiente / 5 min. (evitar tiempos superiores que provocarian
la formacioén de sales).

13. Mientras tanto, retirar el émbolo de una jeringa de 20 ml (sin filtro),
colocar el disco “QIA precipitator”.

14. Transferir la muestra eluida con el isopropanol a la jeringa de 20 ml,
insertar el émbolo y filtrar la solucion aplicando una presién constante.

15. Retirar el disco, retirar el émbolo, volver a colocar el disco, volver a
colocar el émbolo y secar la membrana pasando aire por el disco (es
importante seguir este orden para evitar la presion de vacio del émbolo).

16. Secar la punta del disco con papel de filtro para evitar el arrastre de
isopropanol.

17. Retirar el émbolo de una jeringa de 5 ml (sin filtro), colocar el disco,
afiadir 1ml de Tampén TE (10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 1 mM EDTA),
introducir el émbolo y eluir el ADN en un tubo de microcentrifuga de 1,5
ml a presion constante.

18. Repetir el paso anterior dos veces, la primera volviendo a pasar la
solucion eluida por el disco y la segunda con la jeringa vacia para

recoger cualquier resto de muestra residual en el disco.

111.5.1.7.3. Determinacion de la concentracion de ADN

Se determina la concentracion en un espectrofotémetro de luz UV, midiendo la
absorbancia a 260 nm de una alicuota del ADN obtenido. Una unidad de
densidad optica a 260 nm equivale a 50 ug/ml (ADN doble cadena).

El maximo de absorcion de las proteinas se da a 280nm, asi la determinacién
del ratio Ay / Aosgo determina la pureza de la muestra en relacion a la
contaminacion proteica de ésta. Ratios de 1,8 — 2,0 indican un elevado grado de

pureza del ADN.

11.5.1.7.4. Comprobacion de secuencias

Una vez finalizado el proceso de obtencidn de los dos plasmidos se realiza una
secuenciacion automatica, tal y como se ha descrito en el apartado 111.4.4., del
inserto que contienen para asegurar que la secuencia nucleotidica es la correcta

y que no se han introducido mutaciones no deseadas durante el proceso.
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111.5.2.

Clonacién del gen NRL. Obtencién del plasmido pUC-NRL

Este plasmido ha sido utilizado para realizar un paso intermedio en el proceso
de obtencion del plasmido pCI-NRL51 (aptdo. 111.5.4.).

111.5.2.1. Obtencion del inserto
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Se ha amplificado, mediante PCR, la secuencia codificante del gen NRL.
Para la reacciéon de PCR partimos de 2ul de ADNc procedente de una
mezcla de poly A+ RNA de retina de mujeres y hombres de raza
caucasica, comercializado por la casa Clontech.

Los cebadores empleados, que se indican sobre la secuencia (mas
abajo), se detallan junto con las condiciones de reaccién en las tablas lll

y IV respectivamente.

Gen NRL (cds) / Ref. NCBI: NM_006177

GAGCTGAGCAGAGGCACCAGGCCCTGCTCCATGGAGCCTTCAGTCTCCTGGGAAGCTGTG
CCTGTCTGGCTCTGGCACTGACCACATCCTCTCGGCCATTTCTGAAGTGCACTCCTCCCA

GCCCAGCTCCAGAATGGCCCTGCCCCCCAGCCCCCTGGCCATGGAATATGTCAATGACTT
MMNRL-F...... -M--A--T,~=P--P--S--P--L,—-A--M--E--Y--V--N--D--F

TGACTTGATGAAGTTTGAGGTAAAGCGGGAACCCTCTGAGGGCCGACCTGGCCCCCCTAC
--D--L--M--K--F--E--V--K--R--E--P--S--E--G--R--P--G--P--P--T

AGCCTCACTGGGCTCCACACCTTACAGCTCAGTGCCTCCTTCACCCACCTTCAGTGAACC
--A--S--L--G--S--T--P--Y--§--S--V--P--P--S--P--T--F--S—-E--P

AGGCATGGTGGGGGCAACCGAGGGCACCCGGCCAGGCCTGGAGGAGCTGTACTGGCTGGC
--G--M--V--G--A--T--E--G--T--R--P--G--L—-E--E--L—-Y--W--L--A

TACCCTGCAGCAGCAGCTGGGGGCTGGGGAGGCATTGGGGCTGAGT CCTGAAGAGGCCAT
--T--L--Q--Q--Q--L--G--A--G--E--A--L,—-G--L—-S--P--E--E--A--M

GGAGCTGCTGCAGGGTCAGGGCCCAGTCCCTGTTGATGGGCCCCATGGCTACTACCCAGG
--E--L--L--0Q--G--Q--G--P--V--P--V--D--G--P--H--G--Y--Y--P--G

GAGCCCAGAGGAGACAGGAGCCCAGCACGTCCAGCTGGCAGAGCGGTTTTCCGACGCGGC
--§=-P--E--E--T--G--A--Q--H--V--Q--L,—-A--E--R--F--S--D--A--A

GCTGGTCTCGATGTCTGTGCGGGAGCTAAACCGGCAGCTGCGGGGCTGCGGGCGCGACGA
--L--V--$--M--S--V--R--E--L--N--R--Q--L--R--G--C--G--R--D--E

GGCGCTGCGGCTGAAGCAGAGGCGCCGCACGCTGAAGAACCGCGGCTACGCGCAGGCCTG
--A--L--R--L--K--Q--R--R--R--T--T—-K--N--R--G--Y--A--Q--A--C

TCGCTCCAAGCGGCTGCAGCAGCGGCGCGGGCTGGAGGCCGAGCGCGCCCGCCTGGCCGL
--R--§--K--R--L--Q--Q--R--R--G--L—-E--A--E--R--A--R--TL--A--A
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721 CCAGCTGGACGCGCTGCGGGCCGAGGTGGCCCGCCTGGCCCGGGAGCGCGATCTCTACAA
196 --Q--L--D--A--L--R--A--E--V--A--R--L--A--R--E--R--D--L--Y--K

781 GGCTCGCTGTGACCGGCTAACCTCGAGCGGCCCCGGGTCCGGGGACCCCTCCCACCTCTT
216 --A--R--C--D--R--L--T--S--S--G--P--G--$--G--D--P--S--H--L--F

841 CCTCTGAGCCGTTCAGAGCACCTTGTGGTGTAGTGGGGGCTGGGTGGGGTGGCTCCGCCC
236 ——L—=F— . i e MMNRL-R. ..o i ittt i i i iiie e

901 AGGAGGCGGCTGCACGGTTCTCTGCATCGTTACCAGAGCGCCTTCTGGTCCTAGCCACGC
961 CCTGTATGACCGCGCAAATATCCCCAAAGCTTTTGGGTCCTCAAGTCATGCCCGAATTTA

* El cambio de color (negro/azul) de los nucleétidos indica un cambio de exon.

2. Aislar y purificar el fragmento amplificado tal y como se ha descrito en el
apartado 111.4.4 1.

11.5.2.2. Vector utilizado. Vector pUC18 (Invitrogen)

Ecol 0 2674 BstAR 179
Aatll 2617 Ndel 183

_ Sapl &8
AR, BspLU111 806
Gl 1784
eIl 1775,
Ecodl 1765
Eanmii0sl 164"

Figura 14. Mapa del vector pUC18. Este vector contiene un
“polylinker” (MCS) con dianas Unicas de restriccion como son
EcoR |, Sac |, Kpn I, Sma |, BamH |, Xba I, Sal |, Pst I, Sph | y
Hind 111

Los vectores pUC contienen un “polylinker” que agrupa un elevado numero de
dianas de restriccion, un gen de resistencia a ampicilina y un origen de

replicacion derivado de pBR322 ligado a una porcién del gen LacZ de E.Coli.
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Este vector permite la clonacion de fragmentos de ADN doblemente digeridos,
en ambas direcciones con respecto al promotor lac / a-péptido lac Z. Asi las
colonias recombinantes pueden ser identificadas, en presencia de X-gal en la
placa (galactésido cuyo color cambia de incoloro a azul en presencia de -
galactosidasa), ya que son incoloras mientras que las que no contengan el
inserto presentan una coloracién azul.

Los vectores pUC son de tamano pequefno (2686 pb) y son facilmente

introducidos en E.Coli por transformacion.

11.5.1.2.1. Amplificacion del vector

Para obtener mayores cantidades del vector comercial, se realiza una
transformacion directa de éste vector en células E. Coli tal y como se describe
en el apartado 111.5.1.6.2.

Para aislar y purificar el vector de las células bacterianas, se ha realizado una

“miniprep” tal y como se describe en el apartado 111.5.1.7.1.

1ll.5.2.3. Digestion enzimatica

Realizar una doble digestion enzimatica tanto en el inserto como en el vector,
con las enzimas de restriccién EcoR | y Sal | (Fermentas) que permitiran
introducir el inserto amplificado y purificado en el vector en la direccién deseada.
El protocolo de digestion con enzimas de restriccion se describe en el apartado
11.4.5.

Los extremos originados tras la digestion han sido en todos los casos

protuberantes.

1ll.5.2.4. Ligacidén y transformacién

La finalizacion del proceso se realiza tal y como se ha descrito desde el apartado

111.5.1.4. hasta el I11.5.1.7 siguiendo el mismo orden.
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111.5.3. Mutagénesis dirigida mediante PCR
Obtencion del plasmido pUC-NRL51

Para introducir la mutacién Pro51Leu sobre la secuencia de ADNc del gen NRL
en estado salvaje (WT) se ha utilizado el método de mutagénesis dirigida por
PCR.

Este método se basa en la capacidad de algunas ADN polimerasas de ultima
generacion de sintetizar plasmidos enteros empleando dos cebadores
totalmente complementarios que contienen la mutacién que se quiere introducir
en la secuencia.

El plasmido utilizado para introducir la mutacién ha de ser lo mas pequefio
posible, para facilitar la reaccién de PCR. Este es el motivo por el que se ha
utilizado el vector pUC18 para clonar el gen NRL (WT) (aptdo.lll.5.2.) en lugar de
emplear directamente el vector escogido para los experimentos de transfeccion,
pCl-neo, de tamafio muy superior al primero.

Para la sintesis del par de cebadores mutados (Tabla Ill) deben tenerse en
cuenta las siguientes consideraciones: el tamafo aconsejado esta entre 25-45
nucledtidos; la mutacion debe localizarse hacia la mitad del cebador; debe existir
complementariedad total entre ellos; deben terminar en uno o varios residuos G

o C (para facilitar su hibridacién con el plasmido).
La segunda clave de esta técnica es la utilizacion de la enzima de restriccion

Dpnl, capaz de cortar unicamente ADN metilado o hemimetilado (Gm6ATC) por

la Dam metilasa de E. Coli.
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7 INSERTQ
CEBADORES MUTADOS
PLASRIDOD ey

PCR

Figura 15. Mutagénesis dirigida por PCR.

El protocolo seguido para la obtencion del plasmido pUC-NRL51 es el siguiente:

1. Utilizando como molde el plasmido pUC-NRL (aptdo.lll.5.2.), realizar una
reaccion de PCR utilizando los cebadores descritos en la tabla Il y con
las condiciones de reaccion detalladas en la tabla IV.

2. Anadir, directamente sobre el producto de PCR obtenido, 1 yl de enzima
de restricciéon Dpnl e incubar a 37°C / 1 h.

3. La enzima Dpnl eliminara el ADN paterno no mutado (metilado) y los
heteroduplex mutante-salvaje (hemimetilados).

4. Aislar y purificar el plasmido no digerido segun se ha descrito en el
apartado 111.4.4.1.

5. Transformar el plasmido obtenido (contiene la mutacion), pUC-NRL51, en

células E. Coli siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.5.1.6.
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6. Obtener el ADN plasmidico realizando un “miniprep” tal y como se ha
descrito en el apartado 111.5.1.7.1.

7. Secuenciar automaticamente, tal y como se describe en el apartado
I11.4.4., el gen NRL mutado que contiene el plasmido para comprobar
que la mutacion Pro51Leu se ha introducido correctamente y que no se

han introducido otras mutaciones no deseadas a lo largo del proceso.

111.5.4. Obtencion del plasmido pCI-NRL51

111.5.4.1. Doble digestién del plasmido pUC-NRL51

Se ha realizado una doble digestion con las enzimas de restriccion EcoRl y Sall
(Tabla 1V), para separar el vector del inserto siguiendo el protocolo de digestion

con enzimas de restriccion descrito en el apartado 111.4.5.

111.5.4.2. Aislamiento y purificacion del inserto NRL51

Se ha aislado y purificado el inserto mutado segun el protocolo descrito en el
apartado 111.4.4.1.

111.5.4.3. Vector utilizado. Vector pCl-neo (Promega)

Este vector de expresién eucariota, contiene la regién promotora y amplificadora
del citomegalovirus humano (CMV) por encima de la zona de clonacion
permitiendo asi la expresion constitutiva del inserto de ADN clonado en células

eucariotas.
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Figura 16. Mapa del vector pCl-neo. Este vector contiene un
“polylinker” con dianas Unicas de restriccion como son Nhe |,
Xho I, EcoR |, Mlu |, Xba |, Sal I, Acc I, Sma | y Not |. En este
“polylinker” debe insertarse el gen, cuya actividad moduladora
transcripcional queremos averiguar, en la direccién correcta.

1ll.5.4.4. Digestion enzimatica

Al coincidir las dianas de restriccion, EcoR | / Sal | (Fermentas), empleadas para

clonar el gen NRL (WT) sobre el vector pCl-neo con las empleadas para realizar

la clonacion del mismo gen sobre el vector pUC-18, no es necesario volver a

digerir el inserto NRL51.

Realizar una doble digestion del vector con estas enzimas, que permitira

introducir el inserto amplificado y purificado en el vector en la direccion deseada.

El protocolo de digestion con enzimas de restriccion se describe en el apartado

1.4.5.

111.5.4.5. Ligacién y transformacién

La finalizacion del proceso se realiza tal y como se ha descrito desde el apartado

[11.5.1.4. hasta el 111.5.1.7 siguiendo el mismo orden.

93



Material y métodos

111.5.5. Obtencion del plasmido pCI-NRL122

111.5.5.1. Obtencion del inserto NRL122

Para introducir la mutacién Gly122Glu sobre el ADNc del gen NRL en estado
salvaje (WT), se han utilizado también un par de cebadores complementarios
entre si y mutados pero, en este caso, el mutante se ha obtenido realizando dos

PCR consecutivas.

1. Reacciones de PCR.

Para la primera PCR se ha empleado como molde el gen NRL amplificado
desde ADNCc de retina, ya aislado y purificado (este paso se ha descrito en el

apartado 111.4.2.), y como cebadores dos combinaciones:

12 PCR— Molde: ADNCc del gen NRL (WT)
Cebadores: MMNRL-F / NRL122-R— producto A
NRL122-F / MMNRL-R— producto B

Para la segunda PCR se ha empleado como molde una mezcla de los
productos de la PCR anterior y los dos cebadores complementarios a los

extremos del ADNc del gen NRL:

22 PCR— Molde: A+B
Cebadores: MMNRL-F / MMNRL-R— NRL122

Las condiciones de PCR y los cebadores empleados en ambos casos se
detallan en las tablas Ill y IV. Las condiciones de PCR han sido las mismas
para ambas reacciones salvo para la obtencién del producto B, en el que ha

sido necesario anadir DMSO (10%) en la reaccion.

2. Aislar y purificar el gen amplificado tal y como se ha descrito en el
apartado 111.4.4.1.
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Figura 17. Introduccion de una mutacion puntual realizando dos PCR
consecutivas y combinando los dos cebadores externos del inserto con dos
cebadores complementarios que contienen la mutacién a introducir.

111.5.5.2. Vector utilizado. Vector pCl-neo (Promega)

El mapa del vector junto con su descripcion se detalla en el apartado 111.5.4.3.

111.5.5.3. Digestion enzimatica

Se ha realizado una doble digestiéon enzimatica tanto en el inserto como en el
vector, con las enzimas de restriccion EcoR | y Sal | (Fermentas) que permiten
introducir el inserto amplificado y purificado en el vector en la direccion deseada.
El protocolo de digestion con enzimas de restriccion se describe en el apartado
11.4.5.

11l.5.5.4. Ligacidén y transformacién

La finalizacion del proceso se realiza tal y como se ha descrito desde el apartado

[11.5.1.4. hasta el 111.5.1.7 siguiendo el mismo orden.
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111.5.6. Clonacién del gen CRX
Obtencion del plasmido pCI-CRX

111.5.6.1. Obtencion del inserto

1. Amplificar, mediante PCR, la secuencia codificante del gen CRX. Para la
reaccion de PCR partimos de 2 ul de ADNc procedente de una mezcla de
poly A+ RNA de retina de mujeres y hombres de raza caucasica,
comercializado por la casa Clontech.

Los cebadores empleados, que se indican sobre la secuencia (mas
abajo), se detallan junto con las condiciones de reaccién en las tablas lll

y IV respectivamente.

Gen CRX (cds)* / Ref. NCBI.: NM_000554

. .CRX-CLONF?2
1 ATGATGGCGTATATGAACCCGGGGCCCCACTATTCTGTCAACGCCTTGGCCCTAAGTGGC
1 -M--M--A--Y--M--N--P--G--P--H--Y--S--V--N--A--T,—-A--L,--S--G-

61 CCCAGTGTGGATCTGATGCACCAGGCTGTGCCCTACCCAAGCGCCCCCAGGAAGCAGCGG
21 -P--$--V--D--L—-M--H--Q--A--V--P--Y--P--S--A--P--R--K--Q—--R-

121 CGGGAGCGCACCACCTTCACCCGGAGCCAACTGGAGGAGCTGGAGGCACTGTTTGCCAAG
41 -R--E--R--T--T--F--T--R--S--Q--L--E--E--L--E--A--L--F--A--K-

181 ACCCAGTACCCAGACGTCTATGCCCGTGAGGAGGTGGCTCTGAAGATCAATCTGCCTGAG
61 -T--Q--Y--P--D--V--Y--A--R--E--E--V--A--L--K--I--N--L--P--E-

241 TCCAGGGTTCAGGTTTGGTTCAAGAACCGGAGGGCTAAATGCAGGCAGCAGCGACAGCAG
81 -S--R--V--Q--V--W--F--K--N--R--R--A--K--C--R--Q--Q--R--Q--Q-

301 CAGAAACAGCAGCAGCAGCCCCCAGGGGGCCAGGCCAAGGCCCGGCCTGCCARGAGGAAG
101 -Q--K--Q--Q--Q--Q--P--P--G--G--Q--A--K--A--R--P--A--K--R--K-

361 GCGGGCACGTCCCCAAGACCCTCCACAGATGTGTGTCCAGACCCTCTGGGCATCTCAGAT
121 -A--G--T--S--P--R--P--$--T--D--V--C--P--D--P--L--G--I--S--D-

421 TCCTACAGTCCCCCTCTGCCCGGCCCCTCAGGCTCCCCAACCACGGCAGTGGCCACTGTG
141 -S--Y--S--P--P--L--P--G--P--S--G--§--P--T--T--A--V--A--T--V-

481 TCCATCTGGAGCCCAGCCTCAGAGTCCCCTTTGCCTGAGGCGCAGCGGGCTGGGCTGGTG
161 -S—-I--W--S--P--A--S--E--S--P--L--P--E--A--Q--R--A--G--L--V-

541 GCCTCAGGGCCGTCTCTGACCTCCGCCCCCTATGCCATGACCTACGCCCCGGCCTCCGCT
181 -A--$--G--P--$--L—-T--S--A--P--Y--A--M--T--Y--A--P--A--S—-A-

601 TTCTGCTCTTCCCCCTCCGCCTATGGGTCTCCGAGCTCCTATTTCAGCGGCCTAGACCCC
201 -F--C--$--8--P--S--A--Y--G--§--P--§--S--Y--F--§--G--T,—--D--P-

661 TACCTTTCTCCCATGGTGCCCCAGCTAGGGGGCCCGGCTCTTAGCCCCCTCTCTGGCCCC
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221 -Y--L--S--P--M--V--P--Q--L--G--G--P--A--L--S--P--L--S--G--P-

721 TCCGTGGGACCTTCCCTGGCCCAGTCCCCCACCTCCCTATCAGGCCAGAGCTATGGCGCC
241 -S--V--G--P--S--L--A--Q--§~--P--T--S--L--S--G--Q--S--Y--G--A-

781 TACAGCCCCGTGGATAGCTTGGAATTCAAGGACCCCACGGGCACCTGGAAATTCACCTAC
261 -Y--S--P--V--D--S--L--E--F--K--D--P--T--G--T--W--K--F--T--Y-

841 AATCCCATGGACCCTCTGGACTACAAGGATCAGAGTGCCTGGAAGTTTCAGATCTTGTAG
280 -N--P--M--D--P--L--D--Y=-K--D--Q--§--A--W--K--F--Q--T—-T——*-
.CRXCLON-R

* El cambio de color (negro/azul) de los nucleétidos indica un cambio de exon.

2. Aislar y purificar el fragmento amplificado tal y como se ha descrito en el
apartado 111.4.4 1.

111.5.6.2. Vector utilizado. Vector pCl-neo (Promega)

El mapa del vector junto con su descripcion se detalla en el apartado 111.5.4.3.

11l.5.6.3. Digestion enzimatica

Se ha realizado una doble digestién enzimatica tanto en el inserto como en el
vector, con las enzimas de restriccion Xho |y Sal | (Fermentas) que permiten
introducir el inserto amplificado y purificado en el vector en la direccion deseada.
El protocolo de digestion con enzimas de restriccion se describe en el apartado
11.4.5.

111.5.6.4. Ligacidén y transformacién

La finalizacion del proceso se realiza tal y como se ha descrito desde el apartado

[11.5.1.4. hasta el 111.5.1.7 siguiendo el mismo orden.
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111.5.7. Clonacidn directa de un fragmento de PCR (TA-Cloning)

En los casos en los que la caracterizaciéon de una determinada mutacion
mediante la secuenciacion directa de un producto de PCR resulta complicada o
poco resolutiva (deleciones o inserciones en heterocigosis por ejemplo) se ha
empleado la técnica de TA-cloning. De esta forma, al subclonar el producto de
PCR en células bacterianas se facilita la posterior lectura de la secuencia

mutada de ADN en homocigosis.

Para estos casos se ha utilizado el sistema “TOPO® Cloning” (TOPO® XL PCR
Cloning Kit; Invitrogen) que aprovecha la actividad terminal transferasa de
algunas enzimas Taq polimerasas (utilizada en la reacciéon de PCR), que afade

un solo residuo deoxiadenina (A) al extremo 3’ de los productos de PCR.
El kit proporciona un vector linearizado que contiene a su vez, en sus extremos

3’, un residuo deoxitimidina (T) y una topoisomerasa | que facilitara la ligacion

del inserto de PCR con el vector.

T3 e

[TAC GOCARGETCA GAATTAADCT TCACTAMAGS
O ACTAATG CGGTTOGAGT CTTARTTGEG AGTGATTICN
£ Ssall 34T | (P 1) Pe | Eooft | Foolt | Mot |
! 1 1 ] ]
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTOGE ccmﬁmr GARTTCGOGE
CTGATCAGEA OGTCCAMATT TGCTTAAGCG GGM TTCOOOG CTTAMGOGOC
T L] 13 Frorward -3 st
31 | CCOCTAMATT CAATTOGOOC TATAGTGAGT OSTATTACAR TTCACTGGOC GTOGTTTTAC
GOOCATTTAA GTTARGOGSS ATATCACTCR GCATAATGTT MAGTGACCGE CAGCARMATG

Figura 18. Mapa del vector pCR®4-TOPO®. El inserto de
PCR interrumpe el gen LacZ-o permitiendo la seleccion azul
/ blanca de las colonias, en presencia de X-gal.
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Reaccion TOPO®Cloning:

1. Producto de PCR (preferiblemente reciente) 0.5-4 ul

2. Sal (solucién 1.2M NaCl; 0.06M MgCI2) m
3. HO cs.p. 5ul
4. TOPO vector (i
5. Mezclar e incubar a T2ambiente / 5 min. Puede guardarse a —20°C o

realizar directamente la transformacion de células competentes
(aptdo.l1.5.1.6.).

Para los ensayos de TA-cloning se han utilizado las células proporcionadas por
la casa comercial en el kit TOPO® XL PCR Cloning Kit (/nvitrogen), “One Shot®
TOP10 Chemically Competent E.col”. Estas células competentes presentan una
eficiencia de transformacion >1x10° cfu/ug de ADN control al ser plaqueado en
placas con LB agar que contengan 100 ug/ml de ampicilina. Las células han sido

almacenadas a —80°C evitando grandes fluctuaciones de temperatura.

“Picar” 5 0 mas colonias individuales de la placa de transformacion (placa de
petri). Transferir cada una de ellas a 4 ml de medio TB + ampicilina (50 ug/ml) en

un tubo de 10ml. Incubar toda la noche a 37°C / fuerte agitacion.

Realizar una PCR (aptdo.lll.4.2.), con las condiciones especificas del inserto que
se haya clonado, descritas en la tabla Il, tomando como muestra 2 ul del propio

cultivo.

Tras amplificar, seleccionamos las muestras homocigotas mutadas con la
técnica de DGGE (aptdo.lll.4.3.1.) y, una vez localizadas, secuenciamos
(aptdo.lll.4.4.) el producto de PCR obtenido anteriormente y purificado (aptdo.

[11.4.4.1.) para caracterizar la mutacion de que se trate.
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Tabla lll. Cebadores empleados en los experimentos de clonaje.

Inserto

Cebadores (Dianas de Insercién)

RHO (- 130/+66)

NRL

CRX

PRHO-130F: 5-CCCGGGAAGGTACCGAGCTCACGCGTCA
ATTAGGCCCTCAGTTTCT-3' Kpnl

PRHO-130R: 5-CGACGCGTCTCGAGAGATCTAAGCTTGC
TGCTCCCACCCAAGAA-3 Hindlll
MMNRL-F: 5-CATAAGAAATCCGAATTCCAGCCCAGCTC
CAGAATG-3 EcoRI

MMNRL-R: 5-CAAGTCTCTATGGAGCTCGTCGACCAGCC
CCCACTACACCACAAG-3’ Sall
CRXCLON-F2: 5-CAAAATATTCCCTCGAGAAGATCATG
ATGGCGTATAT-3 Xhol

CRXCLON-R: 5~ ACGCGTCTAGAGTCGACCCGATGGAG
AGAGATGGAGACT-3’ Sall

Plasmido

Cebadores Mutagénesis

pCI-NRL51

pCI-NRL122

NRL51-F: 5-TGCCTCCTTCACTCACCTTCAG-3’

NRL51-R: 5-CTGAAGGTGAGTGAAGGAGGCA-3’

NRL122-F: 5-AGGAGACAGAAGCCCAGCACGT-3’

NRL122-R: 5-ACGTGCTGGGCTTCTGTCTCCT-3
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l11.6. EXPRESION GENICA

El protocolo seguido en el laboratorio, en lineas generales, para la realizacion de

los experimentos de expresion geénica ha sido el siguiente:

a) Puesta a punto de la linea celular empleada para los experimentos de
transfeccion.

b) Transfeccion transitoria de las construcciones plasmidicas descritas en el
apartado 111.5.

c) Lectura de los resultados de la transfeccion.

111.6.1. Cultivo de células eucariotas

111.6.1.1. Descripcion y caracteristicas de la linea celular

La linea celular empleada para los estudios de transactivacién del promotor del
gen de la rodopsina ha sido la linea de células de mamifero COS-7, cedida por

la Dra. Bellén (Hospital Universitario La Paz / Madrid).

Se trata de una linea originaria de células de rifdn de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops), CV-1, transformadas con un mutante del virus SV40
de simios sin origen de replicacion, que provoca la expresion del antigeno T que
conduce a la célula a su malignificacion.

Son células adherentes, tipo fibroblastos.

111.6.1.2. Condiciones de crecimiento de la linea celular

La linea celular COS-7 presenta un crecimiento en monocapa (las células se
adhieren al sustrato y en esa forma inician la proliferacién) en las siguientes

condiciones:
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Sustrato: placas de polipropileno (p6 / 35mm - p100 / 100mm).

Medio de cultivo:

- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium / 4.5 g/L L-
Glucosa, L-Glutamina, sin piruvato sodico); suplementado
con los antibiéticos Penicilina G-sodio 10 U/ml vy
Estreptomicina-sulfato 10ug/ml, para evitar contaminacion
bacteriana.

- 10 % SBF

Condiciones de cultivo:

- 37°C /5% CO,,

111.6.1.3. Mantenimiento de la linea celular

El crecimiento de las células en estas condiciones es lento, duplicando su
numero en 35-48 h. Las células precisan cambios periddicos de medio de cultivo
(el crecimiento celular agota los nutrientes y baja el pH del medio).

Una vez se alcanza la confluencia en el cultivo, se detiene el crecimiento y se

hace necesario dividir, resembrar en placa o propagar las células.

Para separar las células del sustrato se emplea la tripsina, proteasa sérica de
origen pancreatico que rompe la matriz extracelular que mantiene adheridas las
células a la placa. Su accion es dependiente del tiempo y la concentracién, y se

inhibe con suero.

Los pases en cultivos primarios nunca sobrepasan 1/5 mientras que en lineas ya

establecidas, como en este caso, la media es de 1/10.
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111.6.1.3.1. Congelacién de la linea celular

Para conservar las células por largos periodos de tiempo, disminuyendo el

riesgo

de contaminacion y evitar la probable pérdida de caracteres por los

sucesivos pases, es necesario congelar la linea celular.

Eliminar el medio de la placa donde tenemos las células a transfectar
adheridas.

Lavar la monocapa celular con 5 ml de suero fisiolégico. Repetir la
operacion.

Anadir 5 ml de solucion de tripsina (0.25% en PBS / PBS 1x: 10 mM
tampodn fosfato; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) precalentada a 37°C.

Incubar a T?ambiente. Monitorizar con la ayuda del microscopio la
separacion de la monocapa de células de la superficie. Si es necesario,
ayudar con pequefios golpes. Procurar que la exposicién de las células a
la tripsina sea lo menor posible para evitar asi el dafio celular.

Recoger rapidamente la suspension celular en tripsina y afiadirla sobre 5
ml de medio DMEM 10% SBF.

Centrifugar a 2500 r.p.m. / 5 min.

Decantar el sobrenadante. Resuspender el precipitado manualmente
aplicando ligeros golpes antes de afadir el medio, para evitar la
agregacion celular.

Afadir medio de congelacion a 4°C (SBF 90%; DMSO 10%) ajustando la
concentracion celular entre 5-8 x 10° células/ml. Para conseguir altos
niveles de supervivencia se utiliza, por un lado, agentes crioprotectores
(DMSO o glicerina) que protegen a las células del dafio fisico debido a la
formacion y crecimiento de cristales de hielo asi como del dafio por
variaciones de presion osmética y, por otro, velocidades de enfriamiento
del orden de 1°C / min. desde 37°C hasta —70°C).

Alicuotar la suspensién en crioviales.

. La congelacion ha de ser progresiva. Realizar una primera etapa de -

20°C / 2h y finalmente congelar a —80°C. Las células almacenadas a

—80°C deben ser reactivadas aproximadamente cada 6 meses.
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111.6.1.3.2. Descongelacién de linea celular

Descongelar las células en un bano a 37°C hasta su licuefaccion.

Aspirar la suspension celular, transferirla a un tubo de centrifuga y anadir
un volumen de medio doble al de la suspension.

Centrifugar a 1200 r.p.m. / 10 min.

Desechar el sobrenadante y resuspender las células en medio de cultivo.
Contar el numero de células y estimar su viabilidad con un
hemocitometro o contador celular (Camara de Neubauer).

Para contar y estimar la viabilidad celular mezclamos 10 pl de
suspension celular y 10 pl de azul Trypan, y cargamos unos 9 ul de la
mezcla en la camara.

El método de exclusion del colorante se basa en la captacion de ciertos
colorantes (Azul trypan ¢ Eritrosina B) por las células no viables, lo que

no sucede con las viables.

N° células / ml = N (media del n° de células contadas en los cuatro

cuadrados de la camara) x 10* x 2 (factor de dilucién).

N° de células total = N° células / ml x volumen (ml) en el que se han

resuspendido las células.

% células viables = N° células no tefidas x 100 / N° células total.

Una vez conocemos el n° aproximado de células existentes volvemos a
sembrar en la placa la cantidad que nos interese y afnadimos medio de
cultivo hasta alcanzar el volumen deseado.

Incubar a 37°C /5 % CO,,

. Cambiar el medio aproximadamente cada dos dias. El volumen de medio

y el indicador de pH (rojo fenol) que normalmente contiene el medio
DMEM, son indicadores de la necesidad de realizar un cambio de medio

de cultivo o no.
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111.6.2. Transfeccion transitoria

111.6.2.1. Transfeccidn transitoria mediante lipidos cationicos

(LyoVec™ / InvivoGen)

Este ha sido el método de transfeccién utilizado en la mayoria de los
experimentos de transfeccion realizados.

LyoVec™ es un lipido catiénico que pertenece a una nueva familia de
fosfonolipidos originalmente descritos como reactivos eficientes de transfeccién
tanto in vitro como in vivo (Floch y cols., 1997). Su carga positiva permite su
union al ADN y su estructura de fosfolipido promueve su fusién con la membrana
celular permitiendo la liberacion de ADN en el interior celular.

El LyoVec™ es una combinacion del fosfonolipido DMPTA (cargado

positivamente) y el lipido neutro DOPE.

11.6.2.1.1. Sembrado en placa

1. Eliminar el medio de la placa (p100) donde tenemos las células a
transfectar adheridas.

2. Lavar la monocapa celular con 5ml de suero fisiolégico. Repetir la
operacion.

3. Anadir 5ml de solucion de tripsina (0.25% en PBS / PBS 1x: 10 mM
tampodn fosfato; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) precalentada a 37°C.

4. Incubar a T2 ambiente. Monitorizar con la ayuda del microscopio la
separacion de la monocapa de células de la superficie. Si es necesario,
ayudar con pequefios golpes. Procurar que la exposicién de las células a
la tripsina sea lo menor posible para evitar asi el dafo celular.

5. Recoger rapidamente la suspensién celular en tripsina y afiadirla sobre
5ml de medio DMEM 10% SBF (Suero Bovino Fetal).

6. Centrifugar a 2500 r.p.m. /5 min.

7. Decantar el sobrenadante. Resuspender el precipitado manualmente
aplicando ligeros golpes antes de afadir el medio, para evitar la

agregacion celular.
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8.

9.

Contar el numero de células y estimar su viabilidad con una Camara de
Neubauer (aptdo. 111.6.1.3.2 / pto.5)

Sembrar aproximadamente 200000 células / pocillo.

10. Anadir 2 ml de medio DMEM 10% SBF.

11.

Incubar a 37°C / 5% CO, / 24h.

111.6.2.1.2. Transfeccion

Una confluencia celular préxima al 60% favorecera el proceso.

Preparacion de los complejos LyoVec™ - ADN:

1.

Atemperar el LyoVec™ a T2 ambiente (este reactivo se proporciona
liofilizado, tras ser reconstituido se almacena a 4°C) y homogeneizar el
producto con la ayuda del vortex.

Mezclar 1-5 pg de ADN plasmidico con 100 yl de LyoVec™. Agitar con la
ayuda del vortex.

En caso de ser necesario transfectar mas cantidad de ADN plasmidico,
aumentar también la cantidad de reactivo manteniendo las proporciones
arriba indicadas.

Incubar a T? ambiente /15-30 min. para permitir la formacién del
complejo.

Anadir directamente y de forma homogénea los complejos formados
sobre los 2 ml de medio (mantener siempre un ratio de volumen,
complejo LyoVec-ADN / Medio de cultivo, de 1:20).

Los complejos se pueden almacenar a 4°C ya que permanecen activos
para transfectarse al menos durante dos meses.

Incubar a 37°C / 5% CO, durante 48 h.

106



Material y métodos

111.6.2.2.Transfeccidn transitoria por precipitacion de Fosfato Calcico

en células 3T3

El método de transfeccion transitoria con fosfato calcico se basa en la obtencion
de un precipitado entre el cloruro de calcio y el ADN en una solucion salina de
fosfatos. En esta situacion co-precipitan formando unos agregados que son
fagocitados / endocitados por las células.

Aparentemente, el agregado con calcio protege al ADN de la degradacion por

las nucleasas celulares.

Dependiendo del tipo celular, hasta un 10% de las células de una placa
fagocitaran el precipitado.

El precipitado se adhiere a la superficie celular y debe ser visible al microscopio
al dia siguiente de la transfeccion.

El tamanfio y la calidad del precipitado es critico para el éxito del proceso, que se

ve afectado por factores como pequernios cambios de pH de la solucion, etc...

11.6.2.2.1. Sembrado en placa

Sembrar aproximadamente 200.000 células / pocillo de una placa p6, tal y como

se ha descrito en el apartado 111.6.2.1.1.

111.6.2.2.2. Transfeccion

Una confluencia celular préxima al 60-70% favorecera el proceso.

1. Anfadir 250 ul de mezcla de transfeccion / pocillo en 1,5 ml DMEM 10%.

MEZCLA para 2 pocillos de una placa de 6 (p6):

X ul DNA.
31.5ul CaCl; 2 M
X ul Hz0 (c.s.p. 250 ul)

2. Se anaden gota a gota sobre 250 ul de HBS 2x pH 7.1 en agitacién con

la ayuda del vortex.
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HBS 2x pH 7.1 / 500 ml: 280 mM NaCl
10 mM KCI
12 mM Glucosa
50 mM Hepes, pH 7.05
0,132 g HPO,4Na,-2H,0
(Ajustar pH 7.1 con NaOH)

3. Dejar en reposo durante 15 min.
4. Anadir la mezcla uniforme en el pocillo.
5. Incubar a 37°C / 5% CO, / 24h.

111.6.2.2.3. Cambio de medio de cultivo
1. Retirar el medio.
2. Lavar con PBS 1x o suero fisioldgico / 2 veces.

3. Anadir medio fresco.
4. Incubar a 37°C /5% CO2/ 24h.

111.6.2.3. Plasmidos control de los experimentos de transfeccion

111.6.2.3.1. Vector pGL3-control (Promega)

Este vector presenta una secuencia modificada del ADNc del gen de la
luciferasa de Photinus pyratis (luc’) por debajo de las secuencias promotoras y
amplificadoras del virus SV40 dando una expresion elevada del gen de la

luciferasa en varios tipos celulares.

Este vector es muy util para determinar la eficiencia de la transfeccion,

utilizandose como control positivo en los ensayos de transfeccion.
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Figura 19. Mapa del vector pGL3-control. Este vector que
contiene el gen Rluc detras del promotor del SV40, se ha
utilizado como control positivo en la transfeccion.

111.6.2.3.2. Vector pRL-CMV (Promega)

Los vectores de la familia pRL tienen la caracteristica de presentar el ADNc de la
luciferasa de Renilla reniformes. El vector pRL-CMV contiene la regién
promotora del CMV dando una expresion constitutiva de la luciferasa de Renilla
en varios tipos celulares. Este vector ha sido co-transfectado en todos los

ensayos para emplearlo como control interno de transfeccion.
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Figura 20. Mapa del vector pRL-CMV. Este vector que
contiene el gen Rluc detras del promotor del CMV, se ha
utilizado como control interno de transfeccion.
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111.6.3. Lectura de los resultados de la transfeccion

111.6.3.1. Ensayos de luciferasa

111.6.3.1.1. Lisado celular

1. Retirar el medio.

2. Lavar dos veces con PBS 1x 6 suero fisiolégico.
Afadir 500 ul de tampdn de lisis proporcionado en el kit Dual-
Luciferase®Reporter Assay System (Promega).

4. Incubar en agitacién orbital constante, a T? ambiente / 15 min.
111.6.3.1.2. Deteccion de la actividad luciferasa de Photinus pyralis (P-Luc)

La actividad P-Luc consiste en la oxidacion de la luciferina en presencia de Mg**
y ATP, generando la produccion de fotones de luz. Esta proteina no requiere
modificaciones post-traduccionales, por lo que puede funcionar como indicador
de la actividad enzimatica inmediatamente después de su traduccion.

Se tomaron 20 ul del lisado celular y, en presencia de 100 ul de LAR
(“Luciferase Assay Reagent”), se midi6 la luminiscencia producida durante 15 s.
en un luminémetro (SIRIUS Luminometer V3.1 / Berthold Detection Systems).

La intensidad de la luz se mantiene constante durante unos 20 s., decayendo

lentamente.
111.6.3.1.3. Deteccion de la actividad luciferasa de Renilla reniformes (R-Luc)

La actividad R-Luc se introdujo como control de transfeccion. Consiste en la
oxidacion de la coelenterazina, lo que genera la produccién de fotones de luz.
Esta proteina tampoco requiere modificaciones post-traduccionales, por lo que
puede funcionar como indicador de la actividad enzimatica inmediatamente
después de su traduccién. Una vez medida la actividad P-Luc, se afadieron 100
pl de la solucion Stop&Glo™. Este reactivo inhibe completamente la actividad P-
Luc a la vez que induce la actividad R-Luc. Finalmente se mide la luminiscencia

producida durante 15 s. en el mismo luminémetro (SIRIUS Luminometer V3.1).
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Tabla IV. Plasmidos recombinates empleados en los experimentos de expresion génica.

Plasmido Vector Inserto
Tamafio Gen Gen Tamafio Origen PCR Lugar de
(pb) Reporter Resistencia (pb) Insercion
pUC-NRL pUC-18 (Promega) NRL
2686 Ampicilina 806 ADNCc retina (94°C/1’; 68°C/2'30”)x20 EcoRI/Sall
(Clontech) (Expand Long Template / Roche) (Fermentas)
pCI-NRL pCl-neo (Promega) NRL
5472 Ampicilina 806 ADNCc retina (94°C/1’; 68°C/2'30”) x20 EcoRI/Sall
(Clontech) (Expand Long Template / Roche) (Fermentas)
pCI-NRL51 pCl-neo (Promega) NRL51
5472 Ampicilina 806 pUC-NRL (94°C/30”; 55°C/1;68°C/10’) x30 EcoRI/Sall
(Expand L.T.; Pfu Turbo; Dpnl / Roche) (Fermentas)
pCI-NRL122 pCl-neo (Promega) NRL122
5472 Ampicilina 806 ADNCc retina (94°C/1’; 55°C/1’;68°C/2’) x30; 68°C/8’ EcoRI/Sall
(Clontech) (Expand Long Template / Roche) (Fermentas)
(A=B (DMSO 10x)=A+B)*
pCI-CRX pCl-neo (Promega) CRX
5472 Ampicilina 969 ADNCc retina (94°C/1’; 58°C/1’;68°C/2’) x35; 68°C/8’ Xhol/Sall
(Clontech) (Expand Long Template / Roche) (Fermentas)

* Ver aptdo. 111.3.2.4. Material y métodos.



Tabla IV. Plasmidos recombinantes empleados en los experimentos de expresién génica (cont.).

Plasmido Vector Inserto
Tamafio Gen Gen Tamafio Origen PCR Lugar de
(pb) Reporter Resistencia (pb) Insercion
pGL3-130 pGL3-Enhancer (Promega) RHO (-130/+66)
5064 Luciferasa Ampicilina 250 ADNgenomico  (94°C/307;58°C/30”;72°C/30”)x40;72°C/10° Kpnl/Hindlll
(EcoTaq Polimerasa / Ecogen) (Roche)






