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RESUM

En l'actualitat, la indtstria farmaceutica utilitza la tecnologia basada en el cultiu in
vitro de cel lules animals per a la produccié de compostos d'elevat interes terapeutic i
també, com a model biologic per assajar 1'activitat de nous farmacs. Moltes empreses
fan as d'aquesta tecnologia ja que es tracta del sistema biologic més apropiat per
obtenir proteines complexes. Tot i aixi, pel que fa 1'as de ceél lules animals, existeixen
una serie de limitacions importants, ja que s’ha comprovat que una gran part de les

cel lules presents en aquests cultius moren per apoptosi.

La principal causa d’aquest tipus de mort és I'esgotament de determinats nutrients
essencials o factors de creixement i I'acumulacié de metabolits toxics per a la cél Jula.
L'apoptosi representa un greu inconvenient a nivell del cultiu in vitro en bioreactors,
ja que disminueix drasticament la viabilitat del cultiu i en conseqiiencia, la

productivitat del bioreactor.

En el present treball, s’han utilitzat les eines que proporciona la biologia molecular
per tal de modificar les cellules, fent-les més resistents al procés d’apoptosi.
L’objectiu final és aconseguir cel lules que mantinguin la viabilitat durant més
temps, tot i que en el medi de cultiu es donin senyals per iniciar I’apoptosi. D’aquesta

manera es milloraria la productivitat i I'eficiencia d’aquests processos.

En aquesta tesi doctoral s’han proposat dues estrategies d’'inhibicié genetiques, una
que consisteix en inhibir 1'actuaci6 de les Caspases, proteines claus en el procés
d’apoptosi, i 'altra que es centra a nivell del mitocondri, punt on conflueixen els

diferents senyals apoptotics d’origen intracel lular.

Entre els diferents gens assajats, els resultats més positius s’han obtingut amb la

proteina BHRF-1. En canvi, I'expressi6 de la proteina P35 no ha permes protegir les
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cel lules enfront 1'apoptosi. Gracies a I'expressi6 del gen bhrf-1 és possible retardar la
mort per apoptosi dels cultius cel lulars, augmentant aixi la productivitat del procés,
i garantir la supervivencia de les cél lules sotmeses durant 72 hores a condicions
inductores de 'apoptosi, ja sigui per raons accidentals o per situacions de limitacié

de nutrients o acumulacié de metabolits toxics.

També s’ha observat que després d"un cert periode de manteniment de la resembra,
les cel lules transfectades perden la capacitat de protegir-se contra 1'apoptosi, ja que
I'expressié del gen antiapoptotic s’acaba silenciant. Per aquest motiu, es necessari
I'ds de vectors que expressin el gen d’interes al llarg del temps. Els resultats
obtinguts han demostrat que els vectors bicistronics son una bona eina per modificar
genéticament les cel lules animals ja que per una banda, permetent una integracié
adequada del fragment de DNA clonat i per l'altra que les modificacions geneétiques
realitzades perdurin al llarg de temps sense la necessitat d’exercir una seleccié
constant amb antibiotic, aspecte molt important sobretot quan s’opera en bioreactors

durant periodes molt llarg de temps i es treballa amb volums propis d'un bioreactor.

En els cultius en perfusi6 s’ha vist que l'expressi¢ del gen antiapoptotic bhrf-1 permet
reduir considerablement el nombre de cel lules mortes en el cultiu, tot mantenint la
densitat de cel lules viables. Aquest fet és molt important, ja que es pot allargar la
durada del cultiu i en conseqiiéncia, augmentar els nivells de produccié del procés.
També s’ha observat que aquesta disminucié de cel lules mortes coincideix amb un
alentiment del cicle cellular dels hibridomes, suggerint que probablement la
proteina BHRF-1 actua directament sobre el cicle cellular i no sobre la via
mitocondrial, ja que semblaria que, en condicions anomales (limitacié de nutrients),
afavoreix 'entrada de les cel lules a l'estat de quiescencia (fase GO0), la qual cosa

impediria I'activaci6 de 'apoptosi.
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Capitol 1- Cultiu /n vitro de cél-lules animals

1-CULTIU IN VITRO DE CEL-LULES ANIMALS

1.1- Importancia del cultiu in vitro de cel 1ules animals

Les industries Biotecnologiques utilitzen el cultiu in vitro de cel lules animals per
obtenir proteines d’elevat interés economic com ara anticossos, interferons,
hormones, factors de creixement, vacunes, etc [Werner, 1998]. Malgrat que les cel lules
animals, a diferencia dels bacteris, tenen uns requeriments nutricionals complexes,
una baixa velocitat especifica de creixement, una productivitat limitada i una alta
sensibilitat als metabolits toxics [Arathoon i Birch, 1986; MacDonald, 1990; Hesse i Wagner,
2000] son les tniques cél lules capaces de proporcionar proteines amb el plegament
adequat i les modificacions postraduccionals necessaries per a la correcta
funcionalitat de la proteina. Avui en dia, les ceél lules animals produeixen entre un
60-70% de les proteines recombinants farmacéutiques presents en el mercat. Una de
les proteines recombinants que representa el major desenvolupament i impacte en
'area de la biotecnologia sén els anticossos monoclonals, dels quals els terapéutics
han experimentat un creixement excepcional del 48,1% entre 'any 2003 i 2004. L’any
2004 el mercat d’anticossos monoclonals va generar 10,3 bilions de dolars i s’espera
que, en els propers 6 anys, la produccié d’anticossos es tripliqui gracies a I’obtenci6
d’anticossos monoclonals completament humans [Kim i col., 2005].

Donat que els anticossos monoclonals s6n eines poderoses en el camp de la diagnosi i
terapia medica, en aquest treball s’han dirigit els esforcos en millorar, mitjancant
I'aplicaci6 d’estrategies geneétiques, els cultius in vitro d’hibridomes productors
d’anticossos monoclonals.

Els hibridomes sén cellules animals obtingudes per la fusi6 d'un limfocits B
productor d"un anticos d’interes amb una cel lula de mieloma o limfocit B cancerds,
de manera que la cel lula resultant adquireix tant les propietats dels limfocits per
produir anticossos especifics com la capacitat de reproduir-se indefinidament,

aportada per les cel lules de mieloma (Fig.1.1).
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Com que cada linia d’hibridoma es selecciona
clonicament i prové d’un tnic limfocit B, en el Micloma Limfocit B
cultiu in vitro d’hibridomes només es produira un
Unic tipus d’anticos anomenat anticos monoclonal : .
Immortalitat Anticossos

[Milstein, 1980; Kirkwood i Lewis, 1985]. La capacitat

dels anticossos monoclonals per poder arribar a
distingir entre proteines que difereixen tan sols en Hibridoma
un Unic aminoacid i la possibilitat d’obtenir
Immortalitat + Anticossos

anticossos en estat practicament pur i en quantitat :
Fig. 1.1- Esquema del procés

il limitada, suposa un gran aveng en l'area de la d’obtencié d’hibridomes productors
d’anticossos monoclonals.
bioquimica, biologia molecular i medicina [Yelton i

Scharff, 1981; Price, 1987; Waldmann i col., 1991; Waldmann, 2003; Laffly i Sodoyer, 2005].

En aquest treball s’ha emprat com a model la linia cel lular d’hibridoma KB26.5
productora d’anticos monoclonal IgGs dirigit contra 'antigen A d’eritrocits humans,

utilitzats en la determinacié del grup sanguini del sistema ABO huma.

1.2- Problematica del cultiu “in vitro” de cél lules d’hibridoma

En el cultiu in vitro de cellules d’hibridoma quan s’exhaureixen determinats
nutrients essencials o factors de creixement, s’acumulen subproductes cel lulars o es
produeixen canvis en les condicions de cultiu, es provoca l'entrada de la poblacié
cel lular en una fase irreversible de mort cel lular anomenada apoptosi. L’apoptosi o
mort cel lular programada (PCD) és un mecanisme d’autodestruccié cel lular
controlat geneticament per les propies cellules i que té lloc sota condicions
tisiologiques normals i en resposta a una serie d’estimuls molt concrets [Kerr i col., 1972;
Ameisen i col., 1998]. De fet, una gran fraccié de les cel lules presents en els bioreactors
participa activament en la seva propia mort [Al-Rubeai i Singh, 1998]. Fins 'any 1972, es
creia que I'Gnic mecanisme de mort present en les cel lules eucariotes era la necrosi.
La necrosi, a diferencia de I'apoptosi, és un procés passiu i incontrolable que es déna
quan la cellula es troba exposada a condicions fisico-quimiques desfavorables

(elevades temperatures, canvis sobtats de pH,...) [Cohen, 1998].
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A la Fig. 1.2 es mostra el perfil de creixement de I'hibridoma KB26.5 en un cultiu en
discontinu en medi optim. Es pot veure com després de la fase de creixement
exponencial i assolida la maxima densitat cel lular hi ha una drastica davallada de la
viabilitat del cultiu que coincideix amb l'esgotament de la glutamina. Aquesta
accentuada davallada és provocada per I'inici de 'apoptosi, la qual és induida per
I'exhauriment de la glutamina, fet també descrit en altres linies cel lulars [Goswani i
col., 1999; Tey i col,, 2000]. En I'hibridoma, la glutamina és la principal font de nitrogen,

aixi com a font alternativa de carboni i energia [Sanfeliu, 1995; Paredes, 1998].

30 4
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Fig. 1.2- Corba de viabilitat de
I’hibridoma KB26.5 i evolucio de la
concentracio de glutamina en un cultiu
en discontinu en medi DMEM 2%.

144

temps (hores)

En els bioreactors, I'apoptosi és un factor critic ja que limita la durada del cultiu i
representa una enorme perdua de rendibilitat en el procés d’obtencié del producte
desitjat [Mercille i Massie, 1994]. Donada la naturalesa activa de la mort cel lular en els
processos de cultiu, actualment en les estrategies dirigides a incrementar la
productivitat [Bailey, 1991; Paredes, 1998; Vives, 1999], s’inclouen metodes per inhibir
I'apoptosi ja sigui mitjancant el bloqueig de la permeabilitzacié de la membrana
mitocondrial [Pastorini i col.,, 1996], 'addicié d’antioxidants o inhibidors de Caspases
(veure apartat 1.3.2.3) [Chiou i White, 1998; Tint6 i col., 2002; Sauerwald i col., 2003] 0 bé la
modificaci6 genetica de les cellules amb gens antiapoptotics [Mercille i col.,, 1999;
Mastrangelo i col., 2000; Vives i col, 2003a]. De totes maneres, fins al moment actual,
'aplicaci6é per separat de cadascuna d’aquestes estrategies tinicament han permes
retardar durant unes hores la mort per apoptosi dels cultius i en molts casos 1'tas
d’aquestes estrategies, com la d’inhibicié quimica, en processos d’escala industrial és

inviable economicament. Per aquest motiu, en aquest treball es planteja estudiar els
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mecanismes d’inhibicié6 de I'apoptosi en 1'hibridoma KB26.5 i aplicar estrategies

genétiques, viables a escala de bioreactor, adrecades a inhibir ’apoptosi.

1.3- Mort cel lular programada en 1’hibridoma KB26.5

1.3.1- Caracteristiques morfologiques i bioquimiques de I'apoptosi

Les cellules apoptotiques pateixen una seqiienciacié caracteristica d’alteracions
morfologiques i bioquimiques que promouen la destruccié dels bastiments cel lulars
i dels diferents organuls que afavoreixen les reaccions vitals en la cél lula [Cryns i
Yuan, 1998; Wyllie i col., 1980; Mastrangelo i Betenbaugh, 1998].

Durant els estadis inicials de l'apoptosi, es pot observar en lhibridoma la
translocacié de la fosfatidilserina, un fosfolipid present a la cara interna de la
membrana cel lular, que queda exposat a la cara externa (Fig. 1.3) [Blankenberg i col.,
1998]. En condicions fisiologiques normals, aquest és un mecanisme de senyalitzacié

d’aquelles cel lules que han entrat en apoptosi.

Fig. 1.3- Visualitzacié per microscopia confocal de la translocacid de la
fosfatidilserina en I’hibridoma KB26.5. L’halus verd que s’observa és el
resultat de la uni6 de I’anexina amb la fosfatidilserina present en la cara
externa de la membrana plasmatica [Gabernet, 1999].

Després de la translocacioé de la fosfatidilserina, s’inicia el procés de condensaci6 de
la cromatina al voltant de I'embolcall nuclear, el citoesquelet es proteolitza i la
membrana plasmatica es comenca a lobular (Fig. 1.4B). Finalment, es déna el
trencament de l"embolcall nuclear (Fig. 1.4D) i la fragmentaci6 cel lular originant els
cossos apoptotics que contenen una part del material genetic, diferents organuls i
estructures citoplasmatiques. Aquests cossos apoptotics pateixen necrosi secundaria i
s’acaben lisant tant en cultius in vitro com en bioreactors. En sistemes in vivo aquests
cossos apoptotics sén fagocitats per macrofags o altres cel lules adjacents, sense que

es produeixi cap mena de resposta inflamatoria [Tomei, 1991].
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Fig. 1.4- Imatges de diferents morfologies cel-lulars d’hibridomes obtingudes per microscopia electronica de
transmissié. A) Ceél-lula viable (n: nucli, m: mitocondri, re: reticle endoplasmatic), B) Ceél-lula en una etapa
inicial de I’apoptosi: condensacié de la cromatina al llarg de I’embolcall nuclear; desestructuracio del
citoesquelet; el nucli es comenca a lobular, i la cél-lula es contrau; els mitocondris i el reticle endoplasmatic de la
cel-lula romanen intactes, C) Cél-lula en una etapa avancada de I’apoptosi: condensacid total del material
genétic, fragmentacid del nucli i la desaparicio dels organuls cel-lulars; D) Cél-lula en una etapa terminal de
I’apoptosi: el nucli s’ha dividit en varis fragments que, en molts casos, inclouen cromatina condensada. La
cél-lula pren una forma irregular que portara a una posterior divisié en multiples cossos apoptotics [Tint6, 1999].

A la Fig. 1.5 s’observen els canvis morfologics esmentats anteriorment en un cultiu

d’hibridomes KB26.5 mitjangant el marcatge amb taronja d’acridina i bromur d’etid.i.
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Fig. 1.5- Visualitzaci6 per microscopia confocal dels canvis morfologics soferts per la cel-lula durant el
procés d’apoptosi en un cultiu en discontinu de I’hibridoma KB26.5 en condicions de manca de
glutamina. a) Ceél-lula viable. b) Ceél-lula que es comenga a lobular, c) Formacié de cossos apoptotics i
desestructuracié de la membrana plasmatica. [Tintd, 1999].

Durant estadis mitjanament avancats de l’execuci6 del programa apoptotic, es
produeix I'activacié d'unes endonucleases depenents dels ions Ca?* i Mg?* que tallen
el DNA en les regions internucleosomals, originant fragments multiples de 180
parells de bases [Sakahira i col., 1998]. Una técnica que permet detectar la fragmentacio
del DNA és l'assaig enzimatic TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labeling) (Fig. 1.6), que consisteix a posar en contacte les cel lules amb
un deoxinucleotid marcat amb una molécula fluorescent, en aquest cas dUTP amb

fluoresceina, i una petita quantitat de I’enzim terminal transferasa.

Fig. 1.6- Imatge obtinguda per microscopia confocal d’un cultiu
d’hibridoma KB26.5 sotmés a I’assaig enzimatic TUNEL. Es pot
veure com les cél-lules apoptotiques queden marcades de color verd
intens mentre que les cel-lules viables Unicament presenten una
ténue fluorescencia verda [Tint6, 1999].

Donat que el procés de fragmentacié del DNA origina fragments de 180 parells de
bases o d'una llargada amb un valor multiple a aquest, també es pot veure aquest
fenomen fent una electroforesi de DNA del material genetic de les cel lules (Fig. 1.7).

Aquesta tecnica permet una visualitzacié de I'apoptosi en la seva fase terminal.
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Fig. 1.7- Fotografia d’un gel d’agarosa en el qual s’han fet correr dues mostres de
material genetic extretes d’un cultiu d’hibridoma KB26.5. D’esquerra a dreta: 1)
Cultiu en condicions optimes, 2) Cultiu en condicions de manca de glutamina. En
condicions de manca de glutamina s’observa la degradacio del DNA amb I’aparicio
d’un conjunt de bandes corresponents a fragments petits de DNA (mdltiples de 180
pb). En canvi, en condicions Optimes es veu el material genétic intacte [Gabernet,
1999].

Tots els canvis morfologics i bioquimics esmentats anteriorment sén el resultat d'un
procés molt regulat, que en funcié de la naturalesa de I'estimul apoptotic transcorre

per diferents rutes bioquimiques intracel lulars.

1.3.2- Fases de I'apoptosi. Rutes bioquimiques de I"apoptosi

El procés d’apoptosi es pot dividir en tres etapes que inclouen una fase d’induccid,
que és heterogenia i depén de l'estimul inductor de mort, una fase transductora
comuna durant la qual la cél 1ula s’enfronta al fenomen prenent la decisi6é de viure o
morir i una comuna fase efectora i de degradacio en la qual la cel lula manifesta els
canvis bioquimics i morfologics caracteristics de les etapes finals de 'apoptosi (Fig.

1.8) [Jatteld 1999, Slee i col., 1999].
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Fig. 1.8- Representacio esquematica de les fases de I’apoptosi i de les principals vies apoptotiques en
mamifers [Jaatteld, 1999 i Slee i col., 1999].

1.3.2.1- Fase inductora

Durant aquesta fase, la cel lula rep estimuls extracel lulars o intracel lulars inductors
de l'apoptosi, que poden diferenciar-se en dos grups principals segons els
mecanisme d’acci6é [Zimmermann i col., 2001; Ghobrial i col, 2005]: 'apoptosi induida per
receptors de mort (via extrinsica), els qual pertanyen a la superfamilia de gens del
TNF (Tumor Necrosis Factor) [Schmitz 2000; Ashkenazi, 2002] i 'apoptosi induida a través
de la via mitocondrial (via intrinseca) [Kuwana i Newmeyer, 2003; Green i Kroemer, 2004].

Aquestes dues vies activen la via de les Caspases (veure apartat 1.3.2.3) que condueix
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a la generaci6 d'un conjunt de subprogrames de mort cel.lular, la suma dels quals
ocasiona l“eliminaci¢ fisica de la cel 1ula.

La via mitocondrial, a diferencia de la via dels receptors letals, es desencadena en
resposta a senyals d’estrés com ara les lesions en el DNA, les alteracions en el cicle
cel lular, la depleci6 de factors de creixement, la hipoxia, la radiaci6 i les drogues
citotoxiques. Aquesta multitud de senyals sén detectades i integrades al mitocondri
de la cellula, on provoquen la permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial i
l'alliberament cap al citoplasma de molecules inductores de l’apoptosi [Antonsson,

2004; Sharpe i col., 2004, Ardjomande i Martinou, 2005; Spierings i col., 2005].

Diversos treballs han mostrat que aquestes dues vies apoptotiques poden interactuar
conjuntament per activar la via de les Caspases, a través del membre proapoptotic
Bid (veure apartat 1.3.3) [Li i col., 1998; Yin, 2006]. A més a més, també han revelat
'existencia de vies alternatives a les anteriors, concretament pel que fa a 1'activacio
de la Caspasa 12 [Nakagawa i col., 2000; Morishima i col., 2002; Zong i col., 2003], de la Caspasa
2 [Lassus i col, 2002] i de la Caspasa 4 [Hitomi i col., 2004]. Aquestes Caspases son
activades a través dels senyals d’estres procedents del reticle endoplasmatic

[Breckenridge i col., 2003].

En el present cas, donat que els hibridomes cultivats en els bioreactors es troben en
un ambient on poden presentar-se baixos nivells de nutrients i factors de creixement,
elevades concentracions de metabolits toxics i estres fisic, la transmissié del senyal
apoptotic es déna a través de la via mitocondrial, la qual sera objecte d’estudi en

aquest treball.

1.3.2.1.1- Inductors de l'apoptosi i les rutes metaboliques que segueixen en

I'hibridoma KB26.5

Diversos estudis realitzats sobre els principals inductors de l'apoptosi en cultius
d’hibridomes revelen que 1’eliminaci6 de les principals fonts de carboni, nitrogen i
energia de la céllula com ara la glucosa i la glutamina, la limitacié d’oxigen i

I'absencia dels factors de creixement presents en el sérum indueixen l'apoptosi
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[Sanfeliu, 1995; Tinto, 1999]. Aquest fet sembla produir-se per la interrupcié de les
principals vies metaboliques de la cel lula, ja que tant la glucosa com la glutamina
son imprescindibles a I'hora de nodrir d’energia la cel lula (ATP) o de sintetitzar els
diferents components cel lulars: gltcids, lipids, proteines i acids nucleics (Fig. 1.9), i
'oxigen és necessari per a la sintesi energetica de la cel lula. No és estrany, doncs,
que l'absencia de glucosa, glutamina i oxigen desencadeni de manera molt rapida i
drastica el procés de mort per apoptosi (Fig. 1.10). L’apoptosi és un procés actiu que
precisa d’'un cert consum energetic, la qual cosa fa pensar que en el moment
d’exhaurir-se un nutrient, totes les reserves energetiques de les que disposa la
cel lula, siguin dirigides a dur a terme el programa apoptotic. En el cas de la manca
de glucosa, la mort per apoptosi es donaria més rapidament que en el cas de la
glutamina i I'oxigen, ja que la cel lula no tindria la possibilitat de sintetitzar ATP a

través de la degradaci¢ d’aquest sucre a lactat via glucolisi.

Cal destacar també que, paral lelament a I'execucié de l'apoptosi, en condicions de
manca de glutamina, glucosa, oxigen i seérum, en l'hibridoma KB26.5 es dona
I'aturada del cicle cel lular a les fases G1 o S [Tints, 1999]. Aquest fet és segurament
consequencia de les mateixes restriccions metaboliques que activen "apoptosi en
I'hibridoma, tot i que en el cas de la manca de serum, I'aturada del cicle cel lular és la

principal via iniciadora del procés apoptotic (Fig. 1.10).

Dels diferents estimuls esmentats, en el cas dels cultius in vitro d’hibridomes, el
factor apoptotic que cal considerar és I'exhauriment d’algun dels nutrients essencials
[Franek, 1995; Simpson i col., 1998]. Aixi és com es va evidenciar I'efecte de I'exhauriment

de la glutamina en 'activacié de ’apoptosi [Sanfeliu, 1995; Tint6, 1999].
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Fig. 1.9- Esquema simplificat del metabolisme d’un hibridoma. La
glucosa és la principal font de carboni i energia dels hibridomes, i
la glutamina, és principal font de nitrogen, aixi com a font
alternativa de carboni i energia [Paredes, 1998].
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Fig. 1.10- Esquema de les principals rutes metaboliques
implicades en el procés d’induccié de I’apoptosi en I’hibridoma
KB26.5 [Tint6, 1999].
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1.3.2.2- Fase transductora

El mitocondri té un paper central en la fase transductora de l'apoptosi ja que és el
punt on conflueixen els diferents estimuls intracel lulars [Green i Reed 1998; Desagher i
Martinou, 2000; Kroemer, 2002; Armstrong, 2006b].

Els estimuls inductors de l'apoptosi originen en el mitocondri diverses alteracions
com ara la perdua del potencial transmembrana A¥Ym (Fig. 1.11), el trencament de la
cadena transportadora d’electrons i l'alliberament cap al citoplasma de diverses
molecules essencials per a l'apoptosi presents a l'espai intermembrana del
mitocondri [Garrido i Kroemer, 2004]. Algunes de les molecules alliberades inclouen el
Citocrom c (Fig. 1.12), el Smac/Diablo i Omi/HTRA2 que antagonitzaran I'habilitat
de les IAPs (Inhibitor Apoptosis Protein) d’inhibir les Caspases (veure apartat 1.3.2.3)
[Du i col., 2000; Verhagen i col., 2000; Susuki i col., 2001], I'endonucleasa-G que ajudara a la
CAD (Desoxiribonucleasa Activada per Caspases) a la fragmentacié del DNA [Lii col.,
2001a; Widlak i Garrard, 2005], la flavoproteina AIF (Apoptosis-Induced Factor), implicada
en la condensaci6 de la cromatina i en la degradacié del DNA [Joza i col., 2001; Mate i col.,

2002] i les procaspases 2, 91 3 (veure apartat 1.3.2.3) [Earnshaw i col., 1999; Susin i col., 1999].

Fig. 1.11- Visualitzacié per microscopia confocal de diferents mostres de cultiu
d’hibridomes: a) en condicions optimes (48 hores) i b) en condicions de manca de
glutamina (96 hores). La tincié d’aquests cultius amb Mito Traker Green TM
permet veure com a les 48 hores els mitocondris encara estan intactes ja que
s’observa una fluorescencia intensa. En canvi, a les 96 hores la cel-lula esta en un
estat d’apoptosi molt avancat i la tincid dels mitocondris no es déna, només
s’observa la fluorescéncia intrinseca de la cel-lula. El reactiu MitoTraker Green
TM porta conjugat un fluorocrom i s’uneix a la proteina Citocrom Oxidasa
(COX), present a la membrana dels mitocondris, que manté funcional la cadena
transportadora d’electrons [Tintd, 1999].

Fig. 1.12- Visualitzacié de I’alliberament del Citocrom ¢ per Western Blot en
la poblacié cel-lular d’un cultiu en batch de I’hibridoma KB26.5: a)
condicions Optimes i b) condicions de manca de glutamina. (M: extracte
mitocondrial, C: extracte citoplasmatic). Es pot observar com en condicions
optimes el Citocrom c es troba majoritariament en I’extracte mitocondrial. En
canvi, en condicions de manca de glutamina, s’observa una major quantitat
de Citocrom c a I’extracte citoplasmatic [Tint6, 1999].

12
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El mecanisme pel qual s’indueix I'alliberament d’aquestes molecules del mitocondri
és encara desconegut, perd es creu que la formacié6 d'un canal a la membrana
mitocondrial externa anomenat MAC (Mitochondrial Apoptosis-induced Channel) seria
el responsable d’aquest fenomen [Guo i col., 2004; Sharpe 2004; Spierings i col., 2005; Dejean i
col., 2006; Green, 2006]. Fins fa poc temps, es pensava que les alteracions observades en
el mitocondri i la sortida al citoplasma de les molecules transductores de "apoptosi
es produien com a conseqiiencia de la creaci6 d’un canal entre les dues membranes
mitocondrials anomenat PTP (Porus de Permeabilitat Transitoria) [Fiore i col., 1998;
Marzo i col., 1998; Gross i col., 1999; Halestrap i col., 2002]. Treballs recents han mostrat que
'obertura del PTP estaria més involucrat en la mort per necrosi que per apoptosi, ja
que les cel lules deficients en alguns dels components del PTP es moren igualment
per apoptosi [Kokoszka i col., 2004; Nakagawa i col., 2005; Baines i col., 2005; Basso i col., 2005]. Per
tant, la formaci6é del MAC (Fig. 1.13) seria el model més acceptat actualment, i aquest
canal estaria regulat pels membres de la familia del Bcl-2 (veure apartat 1.3.3), els

quals sén un punt clau en la regulacié de la fase transductora de 'apoptosi.

""" Citosol

Espai intermembrana

MMI
Fig. 1.13- Representacié del canal mitocondrial induit per apoptosi
(MAC) en la membrana mitocondrial externa (MME). Els membres
proapoptotics Bax i Bak formarien aquest canal i serien els
responsables de I’alliberament del Citocrom c (Cito c), en canvi, el

membre Bcl-2 impediria la formacio d’aquest canal [Dejean i col.,
2006].

1.3.2.3- Fase efectora i de degradacio

Molts dels canvis morfologics que es donen durant la fase efectora de I"apoptosi sén
produits per un grup de cisteines proteases, les Caspases (Cysteinyl-aspartate-specific
proteinases), que son activades especificament en les cel lules després d'un estimul

proapoptotic. Avui en dia, 14 Caspases diferents han estat clonades i parcialment

13
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caracteritzades en mamifers, i la majoria han estat implicades en el procés d’apoptosi
(Fig.1.14) [Thornberry i Lazebnik, 1998; Shi, 2002; Fan i col., 2005].

Les Caspases son unes proteases molt conservades en seqiiencia, estructura i
especificitat de substrat. Aquestes proteines son expressades constitutivament per la
cel lula en forma de proenzims inactius (30-50 kDa) ja que la capacitat hidrolitica
d’aquestes proteases ha de ser molt controlada en la cel 1ula, per tal de minimitzar els
possibles danys a d’altres proteines diferents de les seves dianes. Les Caspases estan
constituides per un prodomini aminoterminal de mida variable, una subunitat gran
de 20 kDa (p20), una subunitat petita de 10 kDa (p10) i una regi¢ d’enllag entre les
dues subunitats flanquejada per residus d’acid aspartic (Asp), que sera eliminada per
autoproteolisi o per altres membres de la familia (Fig.1.14) [Nicholson, 1999; Hengartner,
2000; Degterev i col., 2003; Lavrik i col., 2005]. Les procaspases so6n activades per dos talls
proteolitics, un entre el prodomini i la subunitat gran, i un altre entre la subunitat
gran i la subunitat petita. Aquests talls proteolitics tenen lloc després d'un residu
d’Asp. Les Caspases actives estan constituides per dos heterodimers p20/p10 que
interactuen mitjancant les subunitats petites per formar un tetramer amb dos llocs
catalitics actius que funcionen independentment (Fig. 1.15).

Cada centre actiu esta format per seqiiencies de la subunitat gran i petita, que
proveeixen els aminoacids necessaris per al reconeixement dels substrats i la catalisi
[Earnshaw i col., 1999]. En canvi, el domini NH> terminal present en el proenzim, que
pot variar en la seva seqiiéncia i llargada en cadascuna de les caspases, juga un paper
fonamental en la regulaci6é de I'activitat proteolitica de 1'enzim [Thornberry i Lazebnik,
1998]. Les Caspases inactives poden ser substrats de les actives, de manera que unes
Caspases activen a altres seguint un ordre jerarquic i una actuacié en cascada [Slee i
col, 1999]. Les Caspases s’han classificat segons la seva posici6 en la cascada
proteolitica en Caspases iniciadores i Caspases efectores [Nufez i col, 1998]. Les
Caspases iniciadores deriven de precursors amb prodominis llargs (Caspases 2, 8, 9 i
10), contenen dominis DED (Death Efector Domain) o CARD (Caspase Recruitment
Domain), i sén les responsables d'interactuar amb els activadors especifics de la ruta i

d’activar les caspases efectores, les quals sén derivades de precursors amb
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prodominis curts (Caspases 3, 6, 7) i contribueixen a I’execucié de I'apoptosi [Degterev

i col., 2003; Fuentes-Prior i Salvesen, 2004] (Fig.1.14).
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Fig. 1.14- Classificaci6 de la familia de les Caspases segons la seva funcio. Grup |: Caspases involucrades en els
processos inflamatoris, Grup 11: Caspases iniciadores de I’apoptosi, Grup I11: Caspases efectores de 1’apoptosi.
La subunitat gran (20 KDa), la subunitat petita (10 KDa), els dominis DED i CARD hi s6n representats. Els
noms alternatius d’aquestes Caspases estan entre paréntesi. De les 14 Caspases identificades en mamifers, les
Caspases 1, 2, 3,6, 7, 8, 9 i 14 tenen homadlegs en ratoli i humans, les Caspases 4, 5, 10 i 13 humanes no tenen
homalegs coneguts en ratoli; de la mateixa manera que les Caspases 11 i 12 no tenen la seva equivaléncia en
humans [Chang i Yang, 2000; Lavrik i col., 2005].
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Fig. 1.15- Estructura de les procaspases, i procés d’activacioé mitjancant el trencament proteolitic en residus Asp
i posterior formacio d’heterodimers i tetramers.
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Les Caspases juguen un paper actiu en 1'evolucié dels canvis morfologics que
condueixen a la mort cel lular i s"ha demostrat que actuen sobre més de 280 substrats
[Fischer i col., 2003]. Un dels substrats de les Caspases és la nucleasa que talla I’ADN
genomic entre els nucleosomes. Aquesta nucleasa coneguda com CAD es troba en les
cel lules normals inactiva ja que esta acoblada amb una subunitat inhibidora,
anomenada ICAD (Inhibidora Desoxiribonucleasa Activada per Caspases) [Nagata,
2000]. L’activacié de la CAD es déna quan la Caspasa 3 actua sobre la subunitat

inhibidora i allibera la CAD [Sakahira i col., 1998].

Altres efectes secundaris de l'activacié de les Caspases son la proteolisi de les
lamines nuclears, que es tradueix en I’encongiment i la condensacié nuclear [Rao i col.,
1996; Buendia i col., 1999], el truncament de la quinasa 2 activada per p21 (PAK2), que
permet la invaginacié de la membrana cel lular [Rudel i Bokoch, 1997], i la degradacié de
proteines del citoesquelet, com la fodrina i la gelsolina, que causen la perdua de la
forma cel lular [Kothakota i col., 1997]. Algunes de les proteines de la familia de Bcl-2
(veure apartat 1.3.3), com soén Bcl-2, Bcl-x, Mcl-1, Bax, Bad, Bib, i de les IAPs
(Inhibitory Apoptosis Proteins), com XIAP i c-IAP-1, que regulen el procés

d’apoptosi, també sén substrat de les Caspases [Fischer i col., 2003].

Alguns estudis realitzats amb inhibidors quimics de Caspases han evidenciat un
mecanisme alternatiu pel qual les cel lules moren per apoptosis sense que la ruta de
les Caspases estigui activada [Joza i col.,, 2001; Lockshin i Zakeri 2004; Kroemer i Martin, 2005].
Aquest nou procés apoptotic encara no esta dilucidad, perdo es creu que
I'endonucleasa G, I’AIF i Omi/HtrA2 hi podrien estar implicats [Lorenzo i Susin, 2004;
Donovan i Cotter, 2004; Broker i col., 2005]. Es pensa que aquest tres factors sén capagos
d’induir els canvis apoptotics en el nucli, com és la fragmentacié del DNA, pero que
cap dels tres és capag d’induir la resta de canvis morfologics i bioquimics
caracteristics de I'apoptosi. Encara no esta clara la importancia d’aquests tres factors

en el procés d’apoptosi [Ekert i Vaux, 2005].
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1.3.2.3.1- Identificaci6 i paper de les Caspases en 'hibridoma KB26.5

En un cultiu in vitro de I'hibridoma KB26.5, en esgotar-se un nutrient essencial, com
ara la glutamina, es genera un estimul apoptotic intracel lular que provoca a nivell
del mitocondri, la sortida de diverses proteines com ara el Citocrom ¢, des de l'espai
intermembrana mitocondrial cap al citoplasma. Quan s’allibera el Citocrom c cap al
citoplasma, aquest passa a formar part d'un complex multiproteic anomenat
apoptosoma. Aquest complex esta format per la uni6é del Citocrom ¢ amb 1’Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor-1), que es troba inicialment en el citoplasma, i la
procaspasa 9. En presencia d’ATP la unié d’aquestes tres proteines indueix
I'activaci6 de la Caspasa 9 i la posterior accié catalitica d’aquesta sobre les Caspasa 3
i 7 que inicien la proteolisi dels diferents substrats cel lular (Fig. 1.16) [Cain i col., 2002,
Acehan i col., 2002].

Les cél lules deficients en Citocrom c [Li i col, 2000a], Apaf-1 [Yoshida i col, 1998] o
Caspasa 9 [Kuida i col., 1998] presenten defectes en l'apoptosi en resposta a senyals

interns.

Estimul apoptotic
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Proteolisi
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‘ Apoptosoma

Fig. 1.16- representacié esquematica dels esdeveniments que es donen en I’hibridoma KB26.5 una vegada
activada la PCD per exhauriment de glutamina.
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La importancia real de les Caspases 9 i 3 dins del procés d’execucié de I"apoptosi en
I'hibridoma KB26.5 ha pogut constatar-se mitjancant 1'as d’inhibidors peptidics
d’aquestes Caspases, concretament, el z-VAD-fmk (N-benzioxicarbonil-Val-Ala-Asp-
fluorometilcetona) per la Caspasa 9 i el DEVD-cmk (Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-
clorometilcetona) per la Caspasa 3 [Tint6 i col., 2002]. Els resultats obtinguts amb 1'ts
d’aquests inhibidors quimics semblen suggerir un paper principal de les Caspases 9 i
3 en el procés de mort per apoptosi de I'hibridoma KB26.5, ja que s’ha observat una
inhibici6 de l'apoptosi del 70% i del 35% si s’actua contra la Caspasa 9 i 3
respectivament (Fig. 1.17). Aquests diferents percentatges d'inhibici6 reflecteixen que
la Caspasa 9 és la proteasa iniciadora de la via de les Caspases. El fet que en el cas de
la Caspasa 3 la inhibici6 de l'apoptosi hagi estat només del 35% indica que,
efectivament, aquesta Caspasa és la responsable d’algunes de les alteracions que es
donen en I'hibridoma, pero com que es troba situada més avall que la Caspasa 9 en la
jerarquia de les Caspases, només pot retardar l'aparicié de l'apoptosi en periodes

molt inicials del cultiu, ja que paral lelament es déna I’activacié d’altres caspases.

Altres experiments realitzats amb 1'ts combinat d’aquests mateixos inhibidors han
mostrat que és possible revertir el procés de mort cel lular i que la Caspasa 9 activa
directament la Caspasa 3, confirmant aixi, I'esquema de la Fig. 1.16 [Tinto i col., 2002]. El
fet que, mitjancant 1'ts d’inhibidors peptidics, sigui posible retardar 'aparicié de
I'apoptosi i revertir el procés de mort un cop aquest esta activat, permet el disseny
d’estrategies genetiques dirigides a inhibir 1'apoptosi. No obstant, 1'ds d’aquests
inhibidors peptidics a nivell de bioreactor no és factible com a conseqiiencia del seu
elevat cost. Per aquest motiu, actualment es planteja la sobreexpressié de proteines
viriques inhibidores de les Caspases, les anomenades IAP inicialment caracteritzades

en virus [Deveraux i Reed, 1999; Salvesen i Duckett 2002; Liston i col., 2003].
Donada la importancia que se li atribueix a la Caspasa 3 i 9 en el procés d’apoptosi,

es va comprovar la presencia d’aquestes Caspases en mostres de RNA total de

I'hibridoma KB26.5 (Fig. 1.18) [Vives, 2001].

18



Capitol 1- Cultiu /n vitro de cél-lules animals

| 300 200 100 O pMm
~ 10 < 100 -
S S 90 M ouM
= s =1 100 uM
<} @ 804 =N 200uM M
mo = -0 ==\ JRYE [y
) -
2 Z
60 - 1
X <
8 5 g 50 4 -
o <X 40 -
S b
S c 301 :
e < 20 4
S R S o
0 ] - ° 12 36 60
0 12 24 36 48 60 72
temps (h) temps (h)
A B C
1
100 50 10 0 pum
0 A A A A A § 100
~ 13 ) . oM I
= Q\, 01 = 10 uM
= QN soq = oM
Y °>-> 1 10 | M
o .; 70 .
2 =
= 8 601
'Y o
= 5 - & 50 1
-
= 'R 40
< )
8 C 301
> C
I3 < 201
s T 10
5 3 1
0 L) L) L) L) L) O T

0 12 24 36 48 60 72 12 36 60

A temps (h) B C temps (h)

Fig.1.17- Efecte de I’inhibidor z-VAD-fmk (1) i I’inhibidor DEVD-cmk (1) en el cultiu en discontinu de
I’hibridoma KB 26.5 en condicions de manca de glutamina. A. Evoluci6 de la concentracio de cel-lules viables
B. Patr6 de degradacié del DNA a les 60 h des de I’inici del cultiu. C. percentatge de cél-lules que presenten la
translocaci6 de la fosfaditilserina a la cara externa de la membrana plasmatica obtinguts per citometria de flux.
En el cas del z-VAD-fmK (inhibidor Caspasa 9) es pot observar com els cultius amb concentracions de z-VAD-
fmK de 50 i 100 uM mantenen el nombre de cél-lules viables fins a les 36 hores des de I’inici del cultiu (I A) i el
percentatge de cél-lules apoptotiques en aquest temps és del 32% a 50 UM i 30% a 100 uM (I C). Per tant, hi ha
una inhibici6 de I’apoptosi del 70% aproximadament. En el cas del DEVD-cmk (inhibidor Caspasa 3) a
concentracions de 300 i 200 uM a les 36 hores s’observa un 60 % i 65% respectivament de cél-lules
apoptatiques, i una inhibicio de I’apoptosi del 35% aproximadament (11 C) [Tintd, 1999].
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Fig. 1.18- Resultats obtinguts en I’aillament per RT-PCR de la caspasa 3 i
d’un fragment de la Caspasa 9 en I’hibridoma KB26.5. A) banda corresponent
al cDNA de la Caspasa 3, obtingut per RT-PCR (Ty,= 56-59 °C). També
s’observa una segona banda d’aproximadament 400 pb, producte inespecific
de I"'amplificaci6 de la Caspasa 3. B) Les condicions d’amplificaci6 de la
Caspasa 9 han estat: T,= 56-59 °C. Unicament s’ha amplificat un fragment del
cDNA donat que en el moment de dissenyar els encebadors només hi havia
una sequencia parcial del mMRNA al GenBank [Vives, 2001].

1.3.3- Membres de la familia bcl-2

Els membres de la familia Bcl-2 tenen un paper central en I'apoptosi procedent de la
via mitocondrial ja que s6én els encarregats de regular l'alliberament cap al
citoplasma dels factors proapoptotics presents a 1'espai intermembrana mitocondrial

[Green i Reed, 1998; Cory i Adams, 2002; Skommer i col., 2006].

El fet que una cellula hagi de morir o sobreviure esta determinat en part per la
familia Bcl-2, que conté tant proteines antiapoptotiques com proapoptotiques. Els
mecanismes pels quals aquestes proteines interactuen i decideixen el desti de la
cel lula encara no han estat descrits in vivo. Indirectament, en estudis in vitro, s’ha
establert que la seva expressio és critica en la decisi6 entre la supervivencia o la mort

cel lular [Muchmore i col., 1996; McDonnell i col., 1996].

El primer gen descobert de la familia, el que li déna el nom, va ser bcl-2 (B-Cell

Leukemia/Lymphoma-2) aillat en limfomes fol liculars de cel lules B com a resultat
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de la translocaci6 cromosomica t(14;18). En aquestes cel lules, la translocaci6 entre els
cromosomes 18 i 14 produia la sobreexpressié de la proteina Bcl-2 augmentant la
supervivencia dels limfocits B [Vaux i col., 1988]. Posteriorment, Bcl-2 fou identificat

com I'homoleg del repressor de 1'apoptosi ced-9 descrit a Caenorhabditis elegans.

Actualment, la familia Bcl-2 esta formada com a minim per 30 membres que
comparteixen uns dels dominis homolegs anomenats BH (Bcl Homology) (Fig.1.19).
Aquests dominis permeten als diferents membres interaccionar entre ells, per
determinar si s’ha de desencadenar la cascada proteolitica de Caspases que conduira

a la mort cel lular [Cory i col., 2003; Willis i col., 2003].
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Fig. 1.19- Dominis BH de la proteina Bcl-2. TM: domini transmembrana;al- o7, regions hélix alfa
[Kirkin i col., 2004]. La presencia d’hélixs alfa en els dominis BH1, BH2 i BH3 permet que als
membres antiapoptotics i proapoptotics interaccionin.

s

1.3.3.1-Classificacio

Els membres de la familia Bcl-2 poden classificar-se segons la seva funcio i els seus

dominis estructurals en (Fig 1.20):

* Membres antiapoptotics com ara Bcl-2, Bcl-Xi, Bcl-W, Mcl-1, Al (Bfl-1),
Boo/Diva/Bcl-B, BHRF-1, Ks-Bcl-2, E1B-19K..., que exerceixen una activitat
inhibidora de la mort cel lular programada. En aquestes proteines repressores de
I'apoptosi sempre es troben presents els dominis BH1 i BH2, excepte E1B-19K que
només té el BH1, ja que son essencials per a la funcié d’inhibicié de 'apoptosi, i per a
les interaccions d’aquestes proteines amb el domini BH3 de les proteines agonistes de
la mort [Sedlak i col., 1995; Cory i col, 2003; Petros i col, 2004]. En els membres més
semblants a la proteina Bcl-2 es troben tots quatre dominis. El domini BH4 es troba
en la regié aminoterminal i esta involucrat en la interaccié amb proteines reguladores
de la mort no relacionades amb Bcl-2, com la proteina quinasa Raf-1 [Wang i col., 1994],
la fosfatasa calcineurina [Shibasaki i col., 1997] i Ced-4 [Huang i col., 1998] entre d’altres.

Finalment, aquestes proteines també presenten un domini transmembrana
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carboxiterminal que influeix en la seva localitzaci6 intracel lular [Kelekar i Thompson,

1998].

* Membres proapoptotics com Bax, Bak, Bcl-xS, Bad, Bid, Bik, Bim, Blk, Bnip3 i

Bnip3L..., que exerceixen una activitat inductora de la mort. Aquestes proteines es
poden classificar en dos grups, la subfamilia Bax i la subfamilia BH3. Aquestes dues
subfamilies tinicament requereixen el domini BH3 per portar a terme la seva funcié
[Chittenden i col., 1995], tot i que els membres de la subfamilia Bax s’assemblen més als
seus antagonistes antiapoptotics ja que presenten els dominis BH1, BH2 i BH3. Amb
I'excepcié de Bad i Bid, tots els membres de la familia presenten el domini

transmembrana carboxiterminal [Kelekar i Thompson, 1998; Tsujimoto i Shimizu, 2000].

1.3.3.2- Localitzacio subcel 1ular

La majoria dels membres de la familia Bcl-2 tenen a I'extrem carboxi terminal una
sequiencia hidrofobica de 16-19 residus, que és un domini transmembrana, important
per al seu direccionament cap a diferents membranes intracel lulars [Schinzel i col.,
2004].

La proteina Bcl-2 es localitza exclusivament a les membranes del mitocondri, a
I"’embolcall nuclear i al reticle endoplasmic. Al mitocondri, Bcl-2 no esta distribuit de
manera difosa sindé que presenta una distribucié desigual en els llocs de contacte
entre la membrana mitocondrial externa i la interna [Monaghan i col., 1992; Krajewski i col.,
1993; Lithgow i col., 1994 ]. Bcl-xL i Bcl-w principalment es troben al mitocondri, mentre
que els altres membres antiapoptotics es solen trobar a la fracci6 citosolica [Hsu i col.,

1997; Hausmann i col., 2000].

Els membres proapoptotics també difereixen en la seva localitzacié. La proteina Bak
es troba associada a les membranes del reticle endoplasmic i del mitocondri, i Bax
sembla ser majoritariament citosolic [Wolter i col., 1997; Hsu i Youle, 1998; Griffiths i col.,
1999]. Els membres proapoptotics Bad i Bid, que no tenen la seqtiencia hidrofobica
d’ancoratge a la membrana, presenten una distribuci6é citoplasmatica difosa en

abséncia de senyals de mort [Kelekar i Thompson, 1998].

22



Capitol 1- Cultiu /n vitro de cél-lules animals

Antiapoptotics

ol o ol od oS ob Im’." n}-’.lgal
s B e PO . BN s |

— | s B s |
Bcl-2 [IBHal BH3 [ Lk ]

Bel-x, 3
Bel-w
Mcl-1
A1lBfl-1
NR-13
BHRF1
LMWS5-HL
ORF16

v-Bcl-2 (KSHV)
E1B-19K
CED-9 —
Boo/DIVA/IBcl2-L-10 —

Bel-B 3

|

i

|
it

F
!

Bax (Dros.DEBCEL) |

| B
;

Bak

Bok/Mtd T
Bel-X, -BHT}

I
U

Bik/Mbk |
Blk A
Hrk/DP5 —

BNIP3
Bim /Bod
Bad

Bid
EGL1
MNoxa

PUMA/EbLCc3
Bmf

;
.

HOOOOOQ |

Fig. 1.20- Classificacié de les proteines de la familia Bcl-2 segons la seva funci6 i els seus dominis
d’organitzaci6. Es mostra I’estructura general de les proteines, i s’identifiquen els dominis d’homologia
de Bcl-2 (BH) i el domini transmembrana (TM) [Borner, 2003].
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1.3.3.3- Regqulacio

Una important caracteristica dels membres de la familia Bcl-2 és la seva habilitat per
formar homodimers i heterodimers. Existeixen diferents models per explicar com
interaccionen aquestes proteines entre elles i quina és la seva funcié en la regulacié
de l'apoptosi. Actualment, es creu que els membres de la subfamilia BH3 actuen com
a sensors cellulars al capdamunt de la cascada que desencadenara l’apoptosi,
integrant els diferents senyals de mort, de dany intracel lular o supervivencia. Un
cop aquests membres de la subfamilia BH3 s’han activat, la majoria s'unira a Bcl-2 o a
altres membres antiapoptotics per neutralitzar la seva funcié de supervivencia.
Estudis recents han mostrat que els membres de la subfamilia BH3 interaccionen de
manera molt selectiva i especifica amb els membres antiapoptotics (Fig. 1.21) [Cory i

col., 2003; Petros i col., 2004; Chen i col., 2005; Galonek i Hardwick, 2006].

R,

Fig. 1.21- Model proposat per explicar la diferent capacitat per induir la mort dels diferents membres de la
subfamilia BH3, com a consequiéncia de les unions especifiques amb els membres antiapoptotics [Chen i col.,
2005]. Els membres de la subfamilia BH3, Bim i Puma sdn capagos d’unir-se amb una afinitat molt elevada als
membres antiapoptotics Bcl-2, Bel-x,, Bel-w, Al i Mcl-1, mentre que els altres membres de la subfamilia BH3
tenen afinitats d’unié restringides a certs membres; Bad i Bmf semblen unir-se preferentment a Bcl-2, Bcl-x,,
Bcl-w, i menys a Al i Mcl-1, mentre que Noxa és molt selectiu per Mcl-1 i Al, i no sembla unir-se als altres
membres antiapoptotics assajats. Els membres Bik, Hrk i Bid s’uneixen preferentment a Bcl-x, Bel-w i Al, i
menys a Bcl-2 i Mcl-1[Chen i col., 2005].

Tot i que els membres de la subfamilia BH3 sén decisius en la regulacié de 1'apoptosi,
cap d’aquestes proteines pot desencadenar la mort cel lular sense l'actuacié dels
membres de la subfamilia Bax, que son essencials per a la via intrinseca de I"apoptosi
[Cheng i col., 2001; Zong i col.,, 2001]. Sembla ser que els membres de la subfamilia BH3
activarien les proteines Bax i Bak, les quals son responsables de la permeabilitzacié
de la membrana mitocondrial externa i de la conseqiient alliberaci6 cap al citoplasma
del Citocrom c i altres factors proapoptotics (Fig. 1.22). S’han proposat diferents

models per explicar com les proteines de la subfamilia BH3 activen els membres
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proapoptotics Bax i Bak (Fig.1.23) [Willis i Adams, 2005]. En el model proposat per Letai
i els seus col laboradors, les proteines de la subfamilia BH3 encarregades d’activar
Bax i Bak estan segrestades pels membres antiapoptotics. Quan es déna un senyal
d’estres, aquestes proteines son alliberades per altres proteines d’aquesta mateixa
subfamilia per tal d’activar Bax i Bak (Fig.1.23a) [Letai i col., 2002]. Un segon model
consistiria en queé les proteines de la subfamilia BH3 actuarien sobre la unié existent
entre Bax o Bak i les proteines antiapoptotiques, provocant l'alliberament de Bax o

Bak (Fig. 1.23b).
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Fig. 1.22- Regulaci¢ de la sortida del Citocrom ¢ mediada pels diferents membres de la familia Bcl-2. Els
membres de la subfamilia BH3 actuarien com a sensors de les diferents alteracions cel-lulars. Aquestes
proteines interactuarien i inhibirien els diferents membres antiapoptotics, possibilitant I’alliberament dels

factors proapoptotics del mitocondri regulat per Bax i Bak, que desencadenara la formacié de
I’apoptosoma i la consequient activacio de la via de les Caspases [Danial i Korsmeyer, 2004].

a) Bad b) Bim

Receptor "'.", Lligand Receptor

BEEN- SEtE
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Fig. 1.23- Models d’activacié de Bax i Bak. a) Bim forma heterodimers amb una proteina antiapoptotica. Quan
es genera un estimul apoptotic, Bad s’uneix fortament al membre antiapoptotic i allibera Bim, el qual provocara
I’oligomeritzacié de Bax o Bak. b) Bax 0 Bak forma heterodimers amb els membres antiapoptotics. Enfront un
senyal d’estrés, Bim s’unira al membre antiapoptotic desplacant Bax o Bak [Willis i Adams, 2005].
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Tot i els diferents models proposats, els mecanismes pels quals els membres de la
familia Bcl-2 regulen 1'apoptosi son encara forca desconeguts, pero el que si que es
pot afirmar és que la proporci6 relativa existent entre les concentracions de factors

antiapoptotics i proapoptotics és critica pel desti de la cel lula.
1.3.3.4- Identificacio de l'expressio de membres de la familia del bcl-2 en I'hibridoma KB 26.5

Tal i com s’ha explicat en I'apartat anterior, I'inici de la PCD en els cultius in vitro de
cel lules animals depén dels nivells d’expressié dels gens protectors i promotors de
"apoptosi.

Per tal de coneixer millor a nivell molecular els gens de la familia bcl-2 implicats en el
procés de mort cel lular en I'hibridoma KB26.5 es van identificar els membres pro- i

antiapoptotics (Fig. 1.24) [vives, 2001].
Protectors
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bak bax Fig 1.24- Detreminacié de I’expressio dels
gens bcl-2, bcl-x., mcl-1, bel-w, bak i bax
en cel-lules d’hibridoma KB26.5. Les
condicions per amplificacié per RT-PCR
han estat: Th: 50°C i 10% DMSO per bcl-
2, Th: 50-59°C per bcl-x, Th: 50 °C per

@ <+— 589 pb mcl-1, bcl-w, i Th: 50-59°C per bak i bax
[Vives, 2001].
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Tot i la presencia dels membres protectors de I’apoptosi, com ara el Bcl-2, el Bel-xt, el
Bcl-w i el Mcl-1, els hibridomes quan sén cultivats en condicions inductores de
I'apoptosi, ja sigui per raons accidentals o per limitacions fisiques de
subministrament de nutrients, factors de creixement i oxigen, inicien la mort cel lular
programada. Per tal de retardar l'inici de l'etapa de mort cel lular i aconseguir
d’aquesta manera allargar la durada del cultiu, una possible via d’actuacié seria
sobreexpressar alguns dels gens inhibidors o inhibir alguns dels gens activadors de
I"apoptosi expressats en ’hibridoma KB26.5.

En aquest treball es planteja la sobreexpressi6 dels gens cel lulars bcl-2 i bcl-x1, com a
alternativa per mantenir la viabilitat dels cultius d’hibridomes durant més temps i

aconseguir augmentar considerablement la produccié d’anticos monoclonal.
1.4. Estrategies per inhibir I’apoptosi en els bioreactors

Tal i com s’ha comentat anteriorment, l'apoptosi representa un greu inconvenient a
nivell del cultiu in vitro en bioreactors, ja que disminueix drasticament la viabilitat
del cultiu i representa una enorme perdua de rendibilitat en el procés d’obtenci6 del
producte desitjat. Per aquest motiu, s'intenten desenvolupar diferents estrategies que
permetin inhibir o retardar 1'aparici6é de 1'apoptosi, i que per tant ajudin a allargar la

durada dels cultius i millorin la productivitat del procés tecnologic.

Per tal de millorar la productivitat del cultiu es pot escollir una estratégia de cultiu
diferent al cultiu en discontinu, com per exemple el cultiu en perfusié. El cultiu en
perfusi6 és un sistema de cultiu on la poblacié cel lular es troba retinguda a I'interior
del bioreactor, de manera que es realitza un recanvi constant del medi que permet
obtenir sempre una concentracié de nutrients suficient per garantir la supervivencia
de les cel lules, evitar I'acumulacié de subproductes cel lulars i assolir uns nivells de
produccié més eficients del producte d’interes. De totes maneres aquest sistema no
garanteix que les cellules no acabin entrant en apoptosi [Tints, 1999]. Una altra
alternativa seria reformular el medi de cultiu amb la finalitat d’evitar un consum
desmesurat de nutrients i una produccié excessiva de subproductes toxics del

metabolisme que conduiria a l’apoptosi [Soley, 2002].
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Una altra possibilitat per inhibir la mort per apoptosi en els cultius cel lulars és la
utilitzaci6 de determinades substancies quimiques, com els inhibidors peptidics de
Caspases [Tints, 1999]. La seva aplicacié pero resulta poc aconsellable en cultius en
bioreactors on s’utilitza grans volums de medi, ja que poques quantitats d’aquestes

molécules tenen un cost econdmic molt elevat.

Una udltima estratégia per actuar sobre la PCD és la introduccié de modificacions
geneétiques en la cel Jula. Per una banda existeix la possibilitat de sobrexpresar alguns
dels gens inhibidors de la familia Bcl-2 [Vives i col, 2003b], i per l'altra expressar
proteines viriques inhibidores de 1'apoptosi com la proteina CrmA del poxvirus [Zhou

i col. 1997] o la p35 de baculovirus [Bump i col. 1995].

Aquesta tesi doctoral es centra en aquesta darrera estratégia. Per una banda, es
pretén modificar geneticament les cel lules d’hibridoma per fer-les més resistents a
I'apoptosi, i d’aquesta manera perllongar la viabilitat del cultiu, i en conseqiiencia
millorar la productivitat del bioprocés. Per altra banda, es vol que les modificacions
genetiques realitzades perdurin al llarg del temps, és a dir, que I'expressi6 del gen
introduit es mantingui al llarg de tot el bioprocés. Actualment, es sap que els nivells
d’expressié dels gens transfectats es perden en funcié del nombre de resembres
realitzades [Hauser i Wagner, 1997]. Per aquest motiu, es necessari 1'tis de vectors que
expressin el gen d’interes al llarg del temps. Una possibilitat per garantir
l'estabilitzaci6 del missatge genetic és 1'as de vectors multicistronics, els quals
permeten la transcripcié conjunta i consecutiva del gen d’interés i del marcador de
selecci6 en el mateix missatge. Aquests tipus de vectors, aixi com el sistema de
transfeccié emprat per introduir efectivament aquests vectors en ’hibridoma KB26.5,

han estat també objecte d’estudi.
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2-OBJECTIUS

Tal i com s’ha comentat en el capitol anterior, 1'activacié de I"apoptosi en els cultius
in vitro d’hibridomes representa un greu inconvenient ja que disminueix
drasticament la viabilitat del cultiu i en conseqiiéncia, la productivitat del bioreactor,
conduint, en el cas dels processos continus, a la possible pérdua de tot el cultiu.
Aquest tipus de mort en I'hibridoma KB26.5 es desenvolupa per una série de vies
bioquimiques que desencadenen la sortida del Citocrom c de 'espai intermembrana
mitocondrial al citoplasma, provocant l'activacié de la cascada proteolitica de les
Caspases. Treballs previs realitzats en 1'hibridoma KB26.5 amb inhibidors peptidics
especifics de Caspases van mostrar que era possible retardar 1'apoptosi i revertir el
procés de mort un cop aquest havia estat activat. No obstant, 1'as d’aquests
inhibidors quimics a nivell de bioreactor no és factible com a conseqtiencia del seu
elevat cost. Per aquest motiu, en la present tesi es pretén retardar l'aparici6 de
I"apoptosi aplicant estratégies d'inhibici6 genetica sobre els membres iniciadors de la
ruta de les Caspases i, principalment, a nivell de l’alliberament del Citocrom c del
mitocondri, donat que és el punt previ a I'activacié de les Caspases. Concretament,
s’ha optat per sobreexpressar el gen viric p35 que inhibeix especificament la Caspasa-
3 i els gens cel lulars bcl-2 i bel-x1 i els seus homolegs virics bhrf-1 i ksbcl-2, els quals
eviten la sortida del Citocrom c i la posterior formacié de 'apoptosoma (Fig. 2.1).

En una primera fase d’aquest treball, s’ha decidit avaluar 'efecte d’aquests gens
mitjancant I's del procediment de cultiu més simple, el cultiu en discontinu i la fase
de mort cel lular programada s’ha induit mitjancant I'exhauriment d’un nutrient
essencial, que en aquest cas és la glutamina. En una segona fase, s"ha optat per veure
la importancia de les modificacions genetiques realitzades, cultivant els hibridomes
modificats en diferents sistemes de cultiu, concretament, en un cultiu en continu i en

un cultiu en perfusio.
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Fig. 2.1- Nivells d’actuacio de les proteines de la familia Bcl-2 i de la proteina virica
P35 en el procés de mort cel-lular programada de I”hibridoma KB26.5.

El pla de treball que es planteja és el segtient:

- Obtenci6 i clonaci6 de gens inhibidors de I’apoptosi d’origen endogen com ara
el bcl-2 i bel-xp i viric com ara bhrf-1 (virus Epstein-Barr), ksbcl-2 (herpevirus
huma HHVS) i p35 (baculovirus) en vectors d’expressié de ceél lules animals

per a la seva posterior transfeccié en cel lules d’hibridoma KB26.5.

- Realitzaci6 de transfeccions i obtencié de transfectants amb els gens bcl-2,
bel-xi, bhrf-1, ksbcl-2 i p35 per tal de veure I'efecte d’aquests gens sobre la PCD
i realitzar estudis de recuperacié de cultius sotmesos a condicions inductores

de I'apoptosi durant diferents periodes de temps.

- Posada a punt i optimitzaci6 de diferents sistemes de transfeccié de

I'hibridoma KB26.5. Selecci6 del metode de transfeccié més adequat.

- Creaci6 de linies cel lulars robustes i estables al llarg del temps mitjancant la

utilitzacié de vectors bicistronics. Estudis d’estabilitat temporal.

- Realitzacié de cultius en discontinu, en continu i en perfusié per tal d’avaluar

la resistencia a 'apoptosi dels transfectants obtinguts. En aquests tres tipus de
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cultius la mort cel lular programada es déna com a conseqiiencia de la
limitacié d’alguns dels nutrients del medi de cultiu, ja sigui per limitacions
fisiques del sistema com elevades concentracions cel lulars assolides o per

causes accidentals com 'aturada de I’alimentacié del sistema.

Determinacié de l'efecte de l'expressi6 del gens antiapoptotics sobre la

produccié d’anticossos monoclonals i sobre el cicle cel lular.
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3-MODIFICACIO GENETICA DE L’HIBRIDOMA KB26.5

3.1- Dianes per al bloqueig de I’apoptosi

Treballs anteriors realitzats en I’hibridoma KB26.5, descrits en la introducci6é d’aquest
treball, van permetre identificar les causes i el possible mecanisme pel qual aquestes
cel lules en cultiu entraven en la fase de mort cel lular i a la vegada, conéixer quines
eren les possibles dianes per aplicar una estrategia d’inhibici6 genetica dirigida a

protegir les cel 1ules de la mort per apoptosi [Tints, 1999; Vives, 2001].

Gracies al coneixement exhaustiu de la via mitocondrial i de la importancia de la
inhibicié de la via de les Caspases en les seves etapes preliminars, en aquest treball es
van utilitzar dues estrategies genétiques, una que consisteix en inhibir 1’actuacié de
la Caspasa 3, mitjangant 1'expressié de la proteina inhibidora P35 i l'altra que es

centra a nivell de I'alliberament del Citocrom c del mitocondri, sobreexpressant gens

de la familia Bcl-2.
gcl ! s
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Fig. 3.1- Nivells d’actuacio de les proteines de la familia Bcl-2 i de la proteina virica
P35 en el procés de mort cel-lular programada de I’hibridoma KB26.5. Els membres
proapoptotics Bax i Bak formarien el canal mitocondrial induit per apoptosi en la
membrana mitocondrial externa (MAC).
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Com s’ha comentat en la introducci6, els membres de la familia Bcl-2 desenvolupen
un paper fonamental en el procés apoptotic ja que el balang entre les concentracions
de les proteines antiapoptotiques i proapoptotiques que composen aquesta familia
determina la supervivencia cel lular. Dels diferents gens antiapoptotics descrits en la
bibliografia s’ha optat per I'expressio dels gens cel lulars bcl-2 i bel-x1. Els gens bcl-2 i
bcl-xp han estat provats amb anterioritat en cel lules d’hibridoma productores de

MAbs i s’han confirmat com a bons inhibidors de la mort cel lular programada
[Simpson i col., 1998; charbonneau i col., 2003; Jung i col., 2002; Wang i col., 2004; Peterson i Servinsky,
2005].

Per sobreexpressar els gens esmentats anteriorment es va procedir a la clonacié
d’aquests gens en un vector d’expressi6 de cel lules animals per tal de modificar la

cel lula hoste amb el DNA recombinant produit.

3.2- Obtenci6 i clonacid dels protectors endogens: bcl-2 i bel-xt

Per sobreexpressar els gens cel lulars bcl-2 i bcl-x. es va procedir a 1'obtencié i

clonacié d’aquests gens en el vector d’expressié pcDNA3.

3.2.1- Bcl-2

El gen bcl-2 (B-Cell Leukaemia/Lymphoma-2) huma codifica per una proteina de 26
KDa que presenta multiples mRNA codificant per diferents isoformes proteiques
amb dominis transmembrana. En ratolins s’ha mostrat 1'existencia de només dos
mRNA generats a partir d'un gen composat de dos exons separats per més de 15 kb.
Aquest gen per processament alternatiu déna lloc a dues isoformes, la isoforma o
(236 aa) la qual conté una cua hidrofobica per l'ancoratge a la membrana i que
sembla essencial per la funcié antiapoptotica i la isoforma B (199 ad) [Negrini i col,
1987]. L’activitat de la proteina Bcl-2 ve regulada per mecanismes de fosforilaci6 i
desfosforilacio [Ito i col., 1997; Klumpp i Krieglstein, 2002; Tamura i col., 2004] i la seva funci6
la du a terme en una gran varietat de cel lules a on regula la permeabilitat de la
membrana mitocondrial externa evitant 'alliberacié del citocrom C [Hockenbery i col,

1990; Murphy i col., 2005; Lucken-Ardjomande i Martinou, 2005a; Armstrong, 2006].
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El gen bcl-2 emprat en aquest treball és huma i fou cedit pel Burnham Institute, la
Jolla (USA) (Annex I). Amb aquest gen es va dur a terme una clonaci6é orientada en
extrems cohesius EcoRI/Xhol en el vector d’expressi6 pcDNA3 (Fig. 3.2). Les
tecniques i metodologies emprades per realitzar aquesta clonacié estan descrites en el

capitol 8 de materials i metodes.

A B

- EcoRI (939)

rbcl-2

Fig. 3.2- A) Representaci6 grafica de la
construccié pcDNA3 bcl-2. B) Patr6 de
restriccid6 del DNA plasmidic extret
d’una de les colonies transformades
amb la construccié pcDNA3 bcl-2. El
marcador emprat va ser el XIV (Annex
II). Es pot observar la banda
corresponent al vector pcDNA3 (5413
pb) i al gen bcl-2 (721 pb).

pcDNA3 bcl-2
6134 bp

'\ Xhol (1660)
BGH pA

SV40 pA\
P EP SV40

Neomicina

3.2.2- Bel-x¢

El Bcl-X és una proteina reguladora de la mort cellular per apoptosi. El
processament alternatiu del transcrit primari del gen bcl-x origina dos productes, una
forma llarga (L) i una altra curta (S). La proteina produida per la forma llarga, bcl-xr
de 233 aa té un 44% d’homologia i una distribuci6 cel lular similar al gen bcl-2, el que
suggereix que ambdues proteines funcionen de forma similar, inhibint la mort
cel lular. En canvi, el producte derivat de la forma curta Bcl-xs de 170 aa, antagonitza
I'accié de les dues anteriors i és un potent activador de 1'apoptosi [Boise i col., 1993;
Zamzami i col., 1998; Kirkin i col., 2004]. Bcl-x. protegeix les cel lules de 1'apoptosi regulant
l'exportaci6 d'ATP del mitocondri i impedint I'activaci6 de proteines
proapoptotiques [Vander Heiden i col., 2000; Lucken-Ardjomande i Martinou, 2005a; Willis i
Adams, 2005].

El gen bcl-x1. es va obtenir per RT-PCR a partir del RNA total de I’hibridoma KB26.5

(apartats 8.12.1, 8.12.3). Per dur a terme la RT-PCR, es van dissenyar els encebadors
a partir de la seqiiéencia coneguda del gen bcl-x. (Annex I) extreta de les bases de

dades disponibles en el NCBI (National Center for Biotechnology Information). En la
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RT-PCR la temperatura a la qual es va dur a terme la sintesi del cDNA va ser de 50°C
i la temperatura d"hibridaci6 va ser de 50°C.

La barreja de DNA polimerases utilitzades en la reaccié de RT-PCR es caracteritza
per afegir adenines en els extrems 3’ dels fragments amplificats, de manera que sense
cap tractament previ dels extrems, els fragments es poden clonar en vectors
modificats amb extrems protuberants amb timines. Per aquest motiu, es va fer servir
el pCR2.1-TOPO Kit (Invitrogen) (apartat 8.13.5) per clonar el producte de la RT-PCR
en un vector d’expressi6 de cellules animals anomenat pCR2.1-TOPO. Per tal
d’alliberar el gen bcl-x. de la construccié pCR2.1-TOPO_bcl-x1, es va tallar aquesta
construccio6 i el vector pcDNA3 amb els enzims de restriccié EcoRI i Xhol. En el cas de
la construccié pCR2.1-TOPO_bcl-x1, les dianes de restricci6 d’aquests enzims es
troben a banda i banda del gen i provenen dels encebadors utilitzats en les reaccions
d’amplificacié6 del DNA. El fragment de DNA que es va obtenir tenia els extrems
cohesius i estava preparat per ser clonat directament en el vector pcDNA3 amb els

extrems cohesius complementaris (Fig. 3.3).

A B

/ EcoRI (939)

bel-xL

Fig. 3.3- A) Representacio grafica de la
construccid pcDNA3 bcl-x.. B) Patrd
de restriccié del DNA plasmidic extret
d’una de les colonies transformades
amb la construccio pcDNA3 bcl-x,. El
marcador emprat va ser el XIV (Annex
II). Es pot observar la banda
corresponent al vector pcDNA3 (5413
pb) i al gen bcl-x_ (723 pb).

pcDNA3 bel-xL

6136 bp
SV40 pAN
P EP SV40

Neomicina

‘ Xhol (1662)
BGH pA

3.3- Inhibici6 de ’apoptosi per sobreexpressié dels gens bcl-2 i Bcl-xt

Les construccions plasmidiques pcDNA3_bcl-2 i pcDNA3_bcl-x;. es van transfectar a
I'hibridoma KB26.5 (apartat 8.15.1). Per obtenir els clons es va haver de fer diferents
tandes de transfeccid, ja que tot i optimitzar el metode de transfeccio, l'eficiencia de

transfeccid de 1'hibridoma era molt baixa, de I'ordre de 1 %.
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Per comprovar 1'efecte protector contra I'apoptosi dels gens bcl-2 i bcl-x. es van
realitzar tot un seguit d’experiments utilitzant, com a control, cel 1ules transfectades
amb el vector pcDNA3 buit, ja que aquest vector no conté cap gen d’interes i no
confereix a la cel lula cap avantatge enfront I’apoptosi.

Es va determinar el perfil de creixement dels transfectants pcDNA3_bcl-2,
pcDNA3_bcl-x. i pcDNA3, fent un seguiment, al llarg del temps, de la poblacié
cel lular en un medi DMEM al 4% FCS i amb 3 mg/ml G418. Com es pot apreciar a la
Fig. 3.4, les cel lules que han incorporat el gen bcl-2 i bcl-xi presenten un creixement
lleugerament més elevat i un descens en el nombre de viables més lent que les
cel lules transfectades amb pcDNA3, gracies als efectes protectors d'aquests gens.

Per tal de complementar els resultats obtinguts, es va estudiar l'efecte protector
d'aquests gens en condicions d’exhauriment de glutamina. Les cel lules transfectades
amb la construcci6 pcDNA3_bcl-2, les cel lules transfectades amb la construccié
pcDNAS3_bcl-x1. i les cel lules control es van cultivar en flascons no agitats amb 10 ml
de medi DMEM al 4% FCS, 3 mg/ml de G418 i sense glutamina. L'experiment es va
realitzar per triplicat i es van agafar mostres al llarg del temps, per tal de fer el
seguiment de la concentraci6 de cel lules viables per microscopia optica i determinar,
per citometria de flux, el percentatge de cel lules anexina positives presents en els
cultius. El marcatge amb anexina permet identificar aquelles cel lules que han iniciat
el procés apoptotic.

A la Fig. 3.5 es mostra I’evolucié de la concentracié de ceél lules viables en els tres
cultius assajat. Es pot observar com els cultius amb les cel lules transfectades amb els
gens bcl-2 i bel-xp pateixen un descens del nombre de cel lules viables molt més lent
que el cultiu control, ja que a les 24 hores el cultiu control, el cultiu amb el gen bcl-2 i
el cultiu amb el gen bcl-x. presenten aproximadament una disminucié en el nombre
de cel lules viables del 68%, 12% i 44% respectivament. També es pot veure com a
partir de les 48 hores el nombre de cel lules viables ha disminuit molt en els tres
cultius, concretament hi ha un 2% de ceél lules vives en el cultiu control, un 14% en el
cultiu transfectat amb el bcl-2 i un 21% en el cultiu transfectat amb el bcl-x.. A les 72
hores no resten practicament cel lules viables ni en el cultiu control ni en els cultius

amb els transfectants Bcl-2 i Bel-x.
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Fig. 3.4- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb la
construccidé pcDNA3 bcl-2, pcDNA3  bcl-x, i pcDNA3 en un cultiu en
discontinu en medi DMEM al 4% FCS i 3 mg/ml de G418.
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Fig. 3.5- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb la construccio
pcDNA3 _bcl-2, pcDNA3_ bcel-x; i pcDNAS3 en un cultiu en discontinu en medi
DMEM al 4% FCS, 3 mg/ml G418 sense glutamina.
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Al comprovar el percentatge de cel lules anexina positives present en els diferents
cultius (Fig. 3.6) es pot apreciar com a les 24 hores i a les 48 hores el cultius amb els
gens bcl-2 i bel-x, tenen un percentatge de cel lules anexina positives inferior al cultiu
control. Aquesta diferéncia és més evident a les 24 h ja que aproximadament el 64%
de les ceél lules del cultiu control sén apoptotiques, mentre que els cultius amb els

gens bcl-2 i bel-x presenten un 36% i 52% de ceél 1ules apoptotiques respectivament.
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Fig. 3.6- Evoluci6 del percentatge de c¢l-lules anexina positives presents en els

cultius transfectats construccié pcDNA3 bcl-2, pcDNA3  bcl-x. i pcDNA3 en
medi DMEM 4% FCS, 3 mg/ml G418 sense glutamina.

Per tant, aquests resultats confirmen el retard de I'apoptosi que pateixen les cel lules

transfectades amb els gens bcl-2 i bel-x.

Com s’ha comentat en la introduccié (capitol 1) en estadis mitjanament avangats de
I'apoptosi es produeix el processament endonucleotidic del DNA. Per tal de
visualitzar aquest fenomen es va extreure a les 24 i a les 48 hores el DNA genomic
dels tres cultius anteriors sotmesos a condicions d’exhauriment de glutamina. A la
Fig. 3.7 es pot observar com els diferents cultius presenten el tipic patrdé de

degradacié del DNA de les cel lules apoptotiques. En el cas dels cultius transfectats
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amb els gens antiapoptotics aquesta visible fragmentacié es deu, probablement, a la
barreja existent entre cel lules que expressen els nivells optims del gen protector amb
cel lules que tinicament expressen la resistencia a 1’antibiotic present al medi, pel fet

d’estar treballant amb poblacions clonals enlloc de clons individuals.

1 2 3 4 5 6
]
- [ ]

l I. II
.

Fig. 3.7- Visualitzacio de la fragmentacié del DNA. Fotografia de dos gels d’agarosa en els quals s ha fet migrar
mostres extretes dels diferents cultius en medi DMEM 4% FCS, 3 mg/ml G418, sense glutamina: 1- transfectant
pcDNA3 a les 24 hores, 2- transfectant pcDNA3 a les 48 hores, 3- transfectant pcDNA3 bcl-2 a les 24 hores 4-
transfectant pcDNA3 bcl-2 a les 48 hores 5- transfectant pcDNA3 bcl-x, a les 24 hores, 6- transfectant
pcDNA3_ bcl-x a les 48 hores. En tots els cultius a les 24 hores encara queda DNA genomic intacte.

També, es va voler determinar fins a quin punt I’efecte protector dels gens bcl-2 i bcl-
XL podia permetre la recuperacié de la viabilitat del cultiu després de determinats
periodes de condicions desfavorables, com ara la manca de glutamina. Per aquest
motiu, es va preparar un experiment amb el tres cultius anteriors en medi sense
glutamina que, després de diferents intervals de temps (12, 24 i 48 hores), es tornaven
a cultivar amb glutamina i s'observava si la viabilitat es recuperava de nou. Els
resultats obtinguts es mostren a la Taula 3.1. Com es pot apreciar en aquesta taula,
les cel lules que han incorporat el gen bcl-2 i bel-xi es recuperen fins a les 24 hores
d'estar sotmesos a condicions de manca de glutamina, mentre que el cultiu control no
ho fa. Aquest fet és molt important, ja que si es produeix qualsevol pertorbacié en el
bioreactor que indueixi I'apoptosi, és possible recuperar el cultiu aproximadament 24
hores després d’haver-se produit 'alteracié. En canvi, en una poblacié cel lular no
modificada geneticament, la recuperacié del cultiu només és possible fins a 12 hores

després d"haver-se induit I'apoptosi.
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Taula 3.1- Recuperacio de la viabilitat de les mostres extretes a diferents intervals de temps dels tres cultius
assajats: (+) cultiu que creix en medi amb glutamina (cultiu recuperat), (-) cultiu que es mor en medi amb
glutamina (cultiu no recuperat).

Temps (hores)
Cultius 12 24 48
Cél-lules transfectades pcDNA3 bcl-2 + + -
Cél-lules transfectades pcDNA3 bcl-x. + + -
Cel-lules transfectades pcDNA3 + - -

En determinades condicions, les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x. poden ser
convertides en proteines proapoptotiques mitjangant un tall proteolitic per part de
les Caspases en el seu domini N-terminal (Fig. 3.8) [Cheng i col., 1997a; Clem i col., 1998;
Kirsch i col., 1999; Basanez i col., 2001; Jonas i col., 2004]. Aquest fet podria explicar perque a
les 48 i 72 hores de cultiu (Fig. 3.5) no resten practicament ceél lules viables en el
cultiu amb els transfectants del Bcl-2 i el Bcl-x.. Estudis previs de transferencia
Western realitzats en cultius en discontinu de cellules d'hibridoma KB26.5 van
permetre confirmar aquest fet pel que fa a la proteina Bcl-2. En canvi, per a la

proteina Bcl-x. no es va observar aquesta proteolisi (Fig. 3.9) [Juanola, 2001; Vives, 2001].

Proteolisi

Regi6 d’'unié
l a la membrana
N’ Asp c
BH4 [ <

bcl-2/bcl-x,

Fig. 3.8- Representacié esquematica del gen bcl-2 i bel-x . Es mostra la posicio del residu Asp diana de la
Caspasa 3 en la regi6 compresa entre els dominis BH3 i BH4 [Polster, 2004].

Donat que la proteina Bcl-2 i possiblement Bcl-x. poden promoure "apoptosi quan
son tallades per les Caspases, es va considerar interessant la possibilitat d’expressar
homolegs d’aquestes proteines que no poguessin generar activitat proapoptotica com
ara les proteines viriques BHRF-1 i KSBcl-2 [Bellows i col., 2000; Hardwick i Bellows, 2003;
Polster i col., 2004]. Aquestes dues proteines en comparacié amb les proteines cel lulars
Bcl-2 i Bcl-xL no han estat gaire estudiades [Vives i col,, 2003b] i per aquest motiu, es va
voler comprovar si eren una bona alternativa per inhibir 'apoptosi en I"hibridoma
KB26.5. També es va voler expressar 1'inhibidor viric de la Caspasa 3, la proteina P35

de baculovirus (Taula 3.2), per tal de reproduir els efectes dels inhibidors quimics de
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les Caspases (z-VAD-fmk i DEVD-cmk) que, en treballs anteriors han permes
protegir i recuperar el cultius en condicions inductores de mort per supressié de

nutrients [Tints, 1999] (apartat 1.3.2.3.1).

30 4 B

® Cel-ules viables
O Glutamina (mM)

25 4

s 24 h 72h
£ s

144

temps (hores)

Fig. 3.9- A) Corba de viabilitat de I’hibridoma KB26.5 i evoluci6 de la concentracié de glutamina en un cultiu
en discontinu en medi DMEM 2% FCS. B) Fotografia realitzada del Western Blot per detectar la preséncia de les
proteines Bcl-2 i Bel-x; en 1’hibridoma KB26.5 en condicions optimes (24 h) i en condicions de manca de
glutamina (72h). Com es pot observar en el revelat de la membrana, a les 24 h, on la majoria de cél-lules son
viables, s’observa una banda corresponent a la proteina Bcl-2 i Bel-x;. En canvi, en els cultius on s’ha induit
I’apoptosi (72 h) només s’observa banda en el cas de la proteina Bel-x;. La proteolisi de la proteina Bcl-2 per la
Caspasa 3 en el residu Asp>* podria explicar el fet que no s’observi cap banda a les 72 hores, ja que ’anticos no
reconeix la proteina tallada [Juanola, 2001; Vives, 2001].

Taula 3.2- Constants d’inhibici6 (Kq/1 en M'S'1)de les proteines viriques CrmA i P35 inhibidores de Caspases.
Valors de Ky/I <10* sén considerats fisiologicament no significatius i nd significa efecte no determinat. Es pot

veure que la proteina P35 és la opcié més interessant per inhibir I’apoptosi a nivell de la via mitocondrial (Taula
modificada de Stennicke i col., 2002).

Caspasa P35 (Kops/l) CrmA (Kops/l)
1 8x 10° 2x 10’
3 7x 10° 200
6 1x10° 44()
7 1x10° <10
8 6x 10" 9 x 10°*
9 nd 1x10°
10 1x10° 2x10°

3.4- Obtenci6 i clonacio dels gens virics: bhrf-1, ksbcl-2 i p35

Els virus sén parasits intracel lulars obligats que necessiten la maquinaria de la
cel 1ula hoste per propagar-se. La capacitat dels virus per replicar-se i persistir depen
de la interaccié dels virus amb els mecanisme de defensa antiviral de la cel lula

hoste. Un mecanisme innat que desenvolupa la cél 1ula hoste per evitar la propagacié
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dels virus és I'apoptosi de les ceél lules infectades [Koyama i col., 1998; Everett i Fadden,
1999]. En aquestes situacions, els virus expressen proteines repressores de la resposta
de mort [Chacén-Salinas i Sanchez-Cruz, 2000; Hardwick i Bellows, 2003; Boya i col., 2004; White,
2006]. Aquestes proteines viriques sintetitzades tenen com a objectiu les vies
responsables de regular 1'apoptosi, assegurant aixi la formacié de més virus i la
conseqiient infeccié de cel lules veines (Fig. 3.10) [Hardwick, 2001; Irusta i col., 2003].

Alguns herpesvirus, adenovirus, baculorivus, el virus de la febre porcina, el virus
Epstein-Barr, sintetitzen proteines similars a determinats repressors cel lulars de
I"apoptosi [Henderson i col., 1993; Farrow, 1995; Revilla, 1997; Cheng, 1997b]. També existeixen
virus capagos de sintetitzar proteines que inhibeixen 1'accié de les Caspases, com és

el cas d’alguns poxvirus [Zhou i col., 1997; Zhou i col., 1998b] (Taula 3.3).

-z Viral Bel2fo=: R
homologs TR
cleaved: S
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, Hl Caspase-3 =~ +
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Baculovirus P35 Apaf-1 Nucleus
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Fig. 3.10- Esquema del nivell d’actuaci6 dels virus en el procés de mort
cel-lular programada [Hardwick, 2001].

Taula 3.3- Exemple de proteines viriques inhibidores de I’apoptosi.

Proteines viriques

Procedéncia

EI1B-19K Adenovirus E1B

P35, Gaps Baculovirus

CrmA Poxvirus

BHRF-1, LMP-1 Virus d’Epstein-Barr

LMWS5-HL Virus de la febre porcina africana

RF16, KS-Bcl-2

Herpesvirus

En aquest treball els dos membres virics homologs a la proteina Bcl-2 escollits van ser

el BHRF-1 del virus Epstein-Barr i el KSBcl-2 de I'herpevirus huma HHVS. També es

va triar la proteina P35 de baculovirus inhibidora de Caspases.
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3.4.1-BHRF-1

El virus d’Epstein-Barr (VEB) és un herpesvirus huma del tipus 4, responsable, entre
d’altres malalties, del limfoma de Burkitt (Cancer dels limfocits B) [Young et al., 1999].
Aquest virus és capag¢ de mantenir la poblacié cel lular infectada mitjancant la
inhibicié de l'apoptosi. Una de les proteines del virus VEB implicada en aquest
procés és la BHRF-1 (BamHI rightward reading frame 1), expressada en la fase
primerenca del cicle litic per permetre la multiplicacié del virus [Henderson i col., 1993].
El gen bhrf-1 és altament conservat en tots els virus d’Epstein Barr aillats [Khanim i col.,
1997] i s’ha demostrat que suprimeix la permeabilitzaci6 de la membrana
mitocondrial i I'apoptosi induida per una gran varietat d’estimuls com ara senyals
procedents dels receptors de mort, infeccions virals i dany al DNA [Tarodi i col., 1994;
Foghsgaard i Jaattela, 1997; Kawanishi, 1997; Kawanishi i col., 2002].

La seqiiencia del gen bhrf-1 presenta un 38% d’homologia amb el gen bcl-2 huma i té
tres dominis conservats BH, BH1-BH3 i un domini transmembrana en la regi6 C-
terminal que 1li permetra el seu ancoratge a les membranes intracel lulars (Fig. 3.11)
[Huang i col., 2003]. L’estructura tridimensional de la proteina BHRF-1 ha estat descrita
recentment i presenta diferencies estructurals significatives respecte a altres membres
de la familia Bcl-2. En els estudis realitzats per Huang i els seus col.laboradors, s’ha
vist que BHRF-1 a diferéncia de Bcl-x. i KSBcl-2 no té el solc d'unié hidrofobic
responsable de la interaccié entre el membres antiapoptotics i el domini BH3 de les
proteines proapoptotiques i que tampoc és capag¢ de formar heterodimers amb les
proteines proapoptotiques, Bak, Bax, Bik, i Bad per neutralitzar la seva funcio,
suggerint que el seu mecanisme d’acci6 és diferent de Bcl-2 i Bel-x i que pot escapar
a la regulaci6 negativa d’aquestes proteines [Huang i col., 2003].

Regi6 d'unié
a la membrana

N’ C
B3 BHL B BH2
bhrf-1

Fig. 3.11- Representacié esquematica del gen bhrf-1 amb els seus tres dominis
conservats, BH1, BH2 i BH3 i el domini transmembrana.
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El gen bhrf-1 emprat en aquest treball es va obtenir de la linia cel lular Raji (cedida
pel Dep. d'Immunologia de I'Hospital Clinic de Barcelona) que prové d’un limfoma
de Burkitt. Per tal d’obtenir el gen bhrf-1 es va realitzar una RT-PCR a partir d'una
extracci6 del RNA total de cel lules Raji (apartat 8.12.3).

A T"Annex I es mostra la seqiiencia del gen bhrf-1 extreta del NCBI i I’apartat 8.12.1
del capitol de materials i métodes, els oligonucleotids emprats com encebadors per
amplificar el mRNA d’aquest gen. La temperatura a la qual es va dur a terme la
sintesi del cDNA va ser de 50°C i la temperatura d’hibridacié va ser de 55°C. El
producte obtingut de la RT-PCR va ser subclonar en el vector pCR2.1-TOPO (apartat
8.13.5) per posteriorment clonar-lo en el vector pcDNA3 entre les dianes EcoRI i NotI

del MCS (Fig. 3.12).

A B
Amp xPCMV
EcoRI (939)
bhrf-1
pcDNA3_ bhrf-1
6034 bp N Notl (1554) B,

SV40 pA\ 4
y P SV40

Neomicina
Fig. 3.12- A) Representaci6 grafica de la construccié pcDNA3_bhrf-1 B) Patr6 de restriccié del DNA plasmidic

extret de diferents colonies transformades amb la construccid6 pcDNA3_bhrf-1. El marcador emprat va ser el
XIV (Annex II). Es pot observar la banda corresponent al vector pcDNA3 (5419 pb) i al gen bhrf-1 (615 pb).

3.4.2-KSBcl-2

L’herpesvirus 8 huma (HHVS) és un virus associat al Sarcoma de Kaposi (KS) que és
un cancer que es desenvolupa als malalts de SIDA [Chang i col., 1994; Cathomas, 2000;
Ensoli i col,, 2001]. En el genoma de I'herpesvirus es troba un gen que codifica per una
proteina homologa a Bcl-2, anomenat ksbcl-2 [Sarid i col. ,1997; Cheng i col., 1997b]. Al igual
que la proteina BHRF-1, s’expressa en la fase primerenca del cicle litic i pot inhibir

"apoptosi produida per una gran varietat d’estimuls [Cheng i col., 1997b; Ojala i col., 1999].
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La seqtiencia del ksbcl-2 presenta un 19% d’homologia amb el gen bhrf-1, un 15%
d’homologia amb bcl-2 i un 17% d’homologia amb bcl-x. i presenta dos dominis
conservats BH1 i BH2 i un domini transmembrana en la regi6 C-terminal que li
permetra el seu ancoratge a les membranes intracel lulars (Fig. 3.13) [Cheng i col,
1997b].

Una caracteristica interessant de la proteina KSBcl-2 és que no pot heterodimeritzar
amb Bax o Bak, aixi aquesta proteina podria escapar de la regulacié6 negativa
d’aquestes proteines [Cheng i col., 1997b]. Al igual que KSBcl-2, la proteina virica BHRF-
1 tampoc pot dur a terme aquesta heterodimeritzaci6, suggerint que ambdues
proteines podrien tenir un mecanisme similar d’actuacio.

Regi6 d'unié
a la membrana

N (_HC’
B BH1 B BH2 | ]

ksbcl-2

Fig. 3.13- Representacio esquematica del gen ksbcl-2 amb
els seus dos dominis conservats, BHI i BH2 i el domini
transmembrana.

El gen ksbcl-2 va ser cedit per la Dra. J. Marie Hardwick (John Hopkins Hospital,
Baltimore) i es trobava inserit dins del vector pSG5 (Stratagene).

Per alliberar el gen viric de la construccié pSG5_ksbcl-2 i clonar-lo al vector pcDNA3,
es va tallar aquesta construccié amb I' enzim de restriccié BgIII (Fig. 3.14) i es va dur a
terme una clonaci6 amb extrems roms. Per realitzar aquesta clonaci6, els extrems
cohesius del gen ksbcl-2 es van transformar en extrems roms mitjancant I'enzim T4
DNA polimerasa (apartat 8.13.2) i el plasmidi pcDNA3 es va linearitzar amb 1'enzim
EcoRV el qual origina extrems roms preparats per unir-se a l'insert. Abans de fer la
lligacio, els extrems del vector pcDNA3 es van desfosforilar amb 1'enzim fosfatasa
alcalina per evitar possibles relligacions del vector amb ell mateix (apartat 8.13.3).
Quan es duen a terme clonacions no orientades amb extrems roms, les construccions
obtingudes en la reacci6 de lligacié poden haver incorporat l'insert orientat de forma
incorrecta respecte el promotor del vector. Per tant, comprovar aquesta orientaci6 és
un pas necessari en el procés de clonaci6 ja que si I'insert esta mal orientat aquest no

s’expressara correctament. Per comprovar si l'orientacié6 del gen ksbcl-2 era la
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correcta, es va cercar una diana tnica de restriccié en el plasmidi i una diana tnica
de restricci6 en l'insert. D’aquesta forma, en la digestié s’obtenen dos fragments de
diferent longitud que, en comparar-los amb la longitud dels fragments esperats,
permeten determinar l'orientaci6 de l'insert. Per determinar I'orientaci6 de les
colonies obtingudes es va extreure el DNA plasmidic dels bacteris (apartat 8.10.1.1) i
posteriorment es va tallar amb I'enzim PstI (Fig. 3.15). A la Fig. 3.16 es mostra el
mapa de restriccié de les construccions plasmidiques obtingudes quan el gen ksbcl-2
es troba amb orientacié sentit o antisentit. A la taula 3.4 s’indica la longitud dels

fragments de restricci6é obtinguts en cada cas.

Fig. 3.14- Fotografia del gel agarosa on
s’observa banda corresponent al gen kshcl-2
(528 pb) després de digerir la construccio
pSG5_ksbcl-2 amb I’enzim de restriccid Bgl 11.
El marcador de pes molecular utilitzat és el XIV
(Annex II).

«— 528 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 3.15- Patr6 de restricci6 del DNA
plasmidic extret de 12 colonies ampicil-lina
resistents obtingudes. Es pot observar les
diferéncies de grandaria dels fragments
obtinguts en colonies amb construccions sentit
o antisentit. El marcador emprat va ser el XIV
(Annex II). La colonia escollida va ser la 2.

«— 3l4pb
<+— 229pb

A p x B \
Pstl (948) Pstl (948)
 Pstl (1180) s-bol2 rev
ks-bel-2 Pstl (1265)
pcDNA3 ks-bcl-2 pcDNA3 ks-bel-2 rev
5980 by 5980 bp '\
b '\ BGH pA BGH pA

SV40 pA\ 4 SV40 pA\ 4
V P SV40 w P SV40
Neomicina!  Pstl (2867) Neomicina® ' Pstl (2867)

Fig. 3.16- Representacio grafica del les construccions plasmidiques del gen kshcl-2 amb les seves dues possibles
orientacions: sentit (A) i antisentit (B).
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Taula 3.4- Longitud dels fragments esperats al tallar amb enzims de restricci6 la construccio en sentit o antisentit
del gen ksbcl-2.

Construccio Orientacio Fragments esperats (pb)

Sentit 229/ 1687 / 4064
pcDNA3_kshcl-2(Pstl)

Antisentit 314 /1602 / 4064

3.4.3- P35

Molts virus han desenvolupat mecanismes que eviten el suicidi de les seves cel lules
hoste codificant per proteines que interfereixen en l'activacié de les Caspases, com és
el cas de Baculovirus AcNPV (Autographa californica nuclear polyhedrosis virus) que
codifica per una proteina antiapoptotica anomenada P35 [Clem i Miller, 1994; Sahdev i col.,
2003, Wang i col. 2003; Nathaniel i col., 2004; Ranjan i col., 2004]. S’ha mostrat que la proteina
P35 és capag d’inhibir diverses proteases de la familia de les Caspases, actuant sobre
les Caspases 6, 7, 8 i preferentment sobre la Caspasa 3 (veure Taula 3.2, apartat 3.3)
[Bump i col., 1995; Riedl i col., 2001; Clem, 2001; Stennicke i col., 2002]. Les Caspases 3, 6 i 7
desenvolupen un paper molt important en el procés d’apoptosi, ja que sén les
responsables de la degradacié de diferents substrats citoplasmatics i nuclears que
conduiran a la desestructuracié de tota la maquinaria cel lular (veure apartat 1.3.2.3,
capitol introducci6). La Caspasa 8, en canvi, és una proteasa encarregada de
transmetre el senyal apoptotic en la fase inicial de 1'apoptosi induida via receptors de
membrana.

P35 inhibeix 1’apoptosi en una gran varietat d’organismes, en insectes, nematodes,
ratolins i humans [Hay i col, 1994; Xue i Horvitz, 1995; Clem, 2001; Tomioka i col., 2002].
L’estudi de l'estructura cristal litzada del complex P35-Caspasa 8 va permetre veure
com es doéna la interaccié entre aquestes dues proteines i d’aquesta manera,
entreveure el possible mecanisme d’actuacié de la proteina P35. El residu Asp87 de la
proteina P35 interaccionaria amb el centre actiu de la Caspasa formant un complex

estable P35-Caspasa unit covalentment [Zhou i col., 1998b; Riedli col., 2001; Xu i col., 2001].

El gen p35 va ser obtingut mitjancant la técnica de reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR) (apartat 8.12.2) utilitzant com a DNA motlle el genoma viral de baculovirus
(cedit per la Dra. Carmen Vela de INGENASA, Madrid). Els reactius i la metodologia
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emprada sén els indicats per 'enzim Gentag-DNA polimerasa (Progenetic). Per dur a
terme la PCR, es van dissenyar els encebadors a partir de la seqiiencia coneguda del
gen p35 (Annex I) extreta de les bases de dades disponibles en el NCBI. En la PCR la
temperatura d’hibridacié va ser de 60°C i es va fer s de l'enzim GenTag com a
polimerasa termoestable. L'enzim GenTag es caracteritza per afegir adenines en els
extrems 3’ dels fragments amplificats, de manera que sense cap tractament previ dels
extrems, el fragment obtingut es va subclonar en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen)
(apartat 8.13.5), per posterioment clonar-lo en el vector pcDNA3 entre les dianes de

restriccié EcoRI i Notl seguint la mateixa estrategia que els gens anteriors (Fig. 3.17).

A B

Fig. 3.17- A) Representacio grafica de

/V ﬂml\{[\émdm (890) la construccié pcDNA3_p35. B) Patro
| EcoRI (939) de restriccio del DNA plasmidic extret

de dues les colonies transformades amb

- HindIIT (1340) la  construcci6 pcDNA3 p35. El

P35 (90Tbp) marcador emprat va ser el GeneRuler™

pcDNA3 p35
6330 bp

‘\ Notl (1850)
\ BGH pA
SV40 pA
5 {P SV40

Neomicina

(Annex II). Es pot observar les dues
bandes esperades al tallar el DNA amb
I’enzim Hindlll, una de 5880 pb i una
de 450 pb.

Una vegada obtingudes les colonies amb les construccions plasmidiques
pcDNA3_p35, pcDNA3_bhrf-1 i pcDNA3_ksbcl-2, es va extreure d’aquestes colonies
grans quantitats de DNA plasmidic d’elevada puresa (apartat 8.10.1.2) per tal de
transfectar les cel lules d"hibridoma KB26.5.

3.5- Inhibicié de I'apoptosi per expressio dels gens bhrf-1, ksbcl-2 i p35

Les construccions plasmidiques pcDNA3_ bhrf-1, pcDNA3_ksbcl-2 i pcDNA3_ p35 es
van transfectar a ’hibridoma KB26.5 tal i com s’explica en I'apartat 8.15.1. Per obtenir
els clons es va haver de realitzar diverses tandes de transfeccié com a conseqiiéncia
de la baixa eficiencia de transfeccié que presenten les cél lules d'hibridoma. Al llarg

d'aquest treball, la problematica que suposava la baixa eficiencia de transfeccié de
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I'hibridoma era un gran inconvenient i es van posar a punt un seguit de técniques per

millorar la transferencia de material genetic a I'hibridoma KB26.5 (veure capitol 4).

Per comprovar l'efecte protector del gens bhrf-1, ksbcl-2 i p35, es van realitzar tot un

seguit d’experiments amb els cultius segtients:

Cultiu amb les ceél lules transfectades amb la construccié pcDNA3_bhrf-1.
Cultiu amb cel lules transfectades amb la construccié pcDNA3_ksbcl-2.

Cultiu amb cel 1ules transfectades amb la construccié pcDNA3_p35.

Ll

Cultiu control amb cel lules transfectades amb el vector pcDNA3. Aquest
control només permet veure l'expressié correcte del plasmidi pcDNA3 ja que

no confereix a la cel lula cap avantatge enfront 'apoptosi.

Es va determinar el perfil de creixement dels diferents cultius fent un seguiment, al
llarg del temps, de la poblaci6 cel lular en un medi DMEM al 4% FCS i amb 3 mg/ml
de G418. Com es pot apreciar a la Fig. 3.18 i 3.19, les cel lules que han incorporat els
gens bhrf-11 ksbcl-2, presenten un creixement més elevat i un descens en el nombre de
viables més lent que les cel lules transfectades amb pcDNA3 i pcDNA3_p35, gracies

als efectes protectors d’aquest gens. En el cas de la proteina P35 no s’observa cap

millora.

28

—@&— pcDNA3
24 — —& —  pcDNA3_bhrf-1

\£ @ pcDNA3_p35

20 A

16 A

12 A

Conc. (10° cél-lules viables/ml)

0 24 48 72 92 120 144 168 192
temps (h)

Fig. 3.18- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades

amb la construcci6 pcDNA3 bhrf-1, pcDNA3 p35 i

pcDNA3 en un cultiu en discontinu en medi DMEM al 4%
FCS i3 mg/ml de G418.
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16

—@— pcDNA3

14 1 %/,\' —-<>—-  pcDNA3_ksbcl-2
. N\
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Conc. (10° cél-lules viables/ml)

144

temps (h)

Fig. 3.19- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades
amb la construccio pcDNA3 ks-bcl-2 i pcDNA3 en un cultiu
en discontinu en medi DMEM al 4% FCS i 3 mg/ml de G418.

Per corroborar els resultats obtinguts, els diferents tranfectants es van cultivar en
tlascons no agitats amb 10 ml de medi DMEM amb un 4% FCS, 3 mg/ml G418 sense
glutamina i un inocul inicial de 7.5 x 10° cél 1ules/ml. L'experiment es va realitzar per
triplicat i es van agafar mostres cada 24 hores per tal de fer el seguiment de la
concentracié de cel lules viables, I'analisi per citometria de flux del percentatge de
cel lules anexina positives i la visualitzaci6 de la fragmentacié del DNA en gels
agarosa. A la Fig. 3.20 es mostra I'evoluci6 de la concentracié de cel lules viables
obtinguda en els quatre cultius. Es pot veure com el cultiu control i les cel lules
transfectades amb el gen p35 pateixen un drastica davallada en el nombre de cel lules
viables mentre que en els altres dos cultius aquesta disminuci6é és molt més lenta.
També es pot veure com a les 42 hores de cultiu, els tnics cultius que mantenen la
viabilitat és el dels transfectants del gen bhrf-1 i el dels transfectants del gen ksbcl-2.

A les 24 i 48 hores, els cultius dels transfectants tant del ksbcl-2 com del bhrf-1
mostren un percentatge de cel lules anexina positives inferior al cultiu control i al
cultiu amb els transfectants del p35 (Fig. 3.21). Aquesta diferencia és més evident a
les 24 hores ja que el cultiu amb el gen bhrf-1 presenta aproximadament un 31% de
cel lules apoptotiques i el cultiu amb el gen ksbcl-2 té un 46%, mentre que el cultiu
control i el transfectat amb el gen p35 presenten un 64% i 65% de cellules

apoptotiques respectivament. A les 48 hores tots els cultius, excepte el cultiu amb els
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transfectants del gen bhrf-1, presenten aproximadament un percentatge superior al
90% de cellules anexina positives, indicant que en els cultius queden poques

cél lules viables. En el cas del cultiu amb el gen bhrf-1 només el 65% de les cel lules

son apoptotiques, mostrant un clar efecte protector del gen bhrf-1.
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75 <

5,0 1

2,5 1

Conc. (10° cél-lules viables/ml)

0,0

—&— pcDNA3

— —-A —  pcDNA3_bhrf-1
@ pcDNA3_p35
—-O—-  pcDNA3_ksbcl-2

72 96

temps (h)

Fig. 3.20- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb
la construcciod pcDNA3 bhrf-1, pcDNA3 ks-bcl-2,
pcDNA3 p35 i pcDNA3 en un cultiu en discontinu en medi
DMEM al 4% FCS, 3 mg/ml G418 sense glutamina.
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Fig. 3.21- Evolucio6 del percentatge de cél-lules anexina positives
presents en els cultius transfectats amb la construccid
pcDNA3_bhrf-1, pcDNA3 _ksbcl-2 pcDNA3 p35 i pcDNA3 en
medi DMEM 4% FCS, 3 mg/ml G418 sense glutamina.
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AT observar el resultat de I'electroforesi del DNA extret dels diferents cultius a les 24
i 48 hores després d’haver-se iniciat I'experiment (Fig. 3.22) es pot veure com tots els
cultius excepte el que expressa el gen bhrf-1 presenten a les 24 hores una clara
fragmentacié del DNA en patr6 d’escala, sense que es pugui apreciar cap diferéncia
significativa entre ells. A les 48 hores tots els cultius tenen tot el DNA genomic
fragmentat excepte el del bhrf-1 que encara conserva DNA intacte, mostrant de nou la
capacitat protectora del gen bhrf-1.

1 2 3 4 5 6
=s e [ s N Fig. 3.22- Visualitzaci6 de la fragmentacié del DNA.
Fotografia de gels d'agarosa en els quals s'ha fet migrar
. mostres de material genctic extretes dels diferents cultius en
e medi DMEM 4% FCS, 3 mg/ml G418, sense glutamina: 1-
transfectant pcDNA3 a les 24 hores, 2- transfectant

' ' pcDNA3 a les 48 hores, 3- transfectant pcDNA3 p35 a les
|

24 hores, 4- transfectant pcDNA3 p35 a les 48 hores, 5-
- transfectant pcDNA3 bhrf-1 a les 24 hores, 6- transfectant
’ pcDNA3 bhrf-1 a les 48 hores, 7- transfectant
. pcDNA3 ksbcl-2 a les 24 hores, 8- transfectant
pcDNA3 ksbcl-2 a les 48 hores. El carril 9 és un cultiu
control en medi amb glutamina.

També, es va voler determinar fins a quin punt la inhibici6 d’aquestes proteines
podia permetre la recuperacié de la viabilitat dels cultius després de determinats
periodes de condicions desfaborables. Per aquest motiu es va preparar un
experiment amb els diferents transfectants cultivats en medi sense glutamina que
després de diferents intervals de temps (12, 24, 48 i 72 h) es tornaven a cultivar amb
glutamina i s’observava si la seva viabilitat es recuperava de nou. Els resultats
obtinguts mostraven que tant els transfectants que expressen el ksbcl-2 com els que
expressen el bhrf-1 es recuperen fins a les 48 hores de cultiu en condicions inductores
de l'apoptosi, la qual cosa no esdevé amb els transfectants que contenen el vector
pcDNAS3 buit i els que expressen el gen p35 (Taula 3.5). Aquest fet és molt important,
ja que si es produeix qualsevol pertorbacié en el bioreactor que indueixi I'apoptosi és
possible recuperar els cultius que expressin el gen bhrf-1 o el ksbcl-2 aproximadament
48 hores després d’haver-se produit l'alteracié. En canvi, en una poblacié no
modificada geneticament, la recuperacié del cultiu només és possible fins a 12 hores

després d"haver-se induit I'apoptosi.
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Taula 3.5- Recuperacio de la viabilitat de les mostres extretes a diferents intervals de temps dels dos cultius
assajats: (+) cultiu que creix en medi amb glutamina (cultiu recuperat), (-) cultiu que es mor en medi amb
glutamina (cultiu no recuperat).

Temps (hores)

Cultius 12 24 48 7

Cél-lules transfectades ks-bcl-2 + + -

Cél-lules transfectades bhrf-1 + + -

Cel-lules transfectades p35

|+ |+

Cél'lules transfectades pcDNA3

Tots aquests resultats permeten concloure que tant les cel lules transfectades amb el
gen ksbcl-2 com les transfectades amb el gen bhrf-1 aconsegueixen retardar 1'aparicié
de l'apoptosi, pero les que expressen el gen bhrf-1 ho fan de forma més efectiva. En el
cas del cultiu amb cél lules transfectades amb el gen p35, la proteina P35 no protegeix
les cel lules d'hibridoma enfront l'apoptosi ja que es comporta de forma similar al
cultiu control. De totes maneres, 'expressié d'aquest gen no evitaria la sortida del
Citocrom c al citoplasma i es desconeix I'efecte que té sobre la Caspasa 9. En l'etapa
inicial del procés apoptotic, la Caspasa 9 és la proteasa responsable de la propagacio
del senyal apoptotic a les Caspases efectores, i segurament en aquest cas, tot i la
presencia de la proteina inhibidora P35, la Caspasa 9 acaba activant diferents
Caspases efectores que iniciaran una cascada proteolitica on, de manera progressiva
s’aniran activant i destruint diferents enzims i proteines estructurals que conduiran a

la mort cel 1ular (Fig. 3.23).

”
P35 —( Caspasa9
Apaf-1

| >

P35 —{( Caspasa3

=

Proteolisi
Substrats

Caspases efectores

Apoptosi
Fig. 3.23- Esquema hipotétic de 1’evolucié del

procés apoptotic en cél-lules d’hibridoma
KB26.5 transfectades amb el gen viric p35.
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Aixi doncs, semblaria que una actuaci6 genetica a nivell de l'alliberament del
Citocrom c seria la manera més efectiva per inhibir 1'apoptosi, sent el gen bhrf-1 el
millor candidat per a la creaci6 de soques modificades geneticament per a la
produccié d’anticossos monoclonals. A nivell de bioreactor, la possibilitat d'usar
cel lules modificades genéticament resistents a 1'apoptosi representa una millora
important en el procés d’obtencié del producte desitjat, ja que s’evitaria I'enorme
pérdua de rendibilitat que es déna quan, ja sigui per raons accidentals o per
limitacions fisiques de subministrament de nutrients, factors de creixement i oxigen,

les cel lules es veuen sotmeses a condicions inductores de 1’apoptosi.

3.6- Estabilitat de 1'expressié de les construccions pcDNA3 en l'hibridoma: as de

vectors amb IRES

Després d’un cert periode de manteniment de la resembra, les cel lules transfectades
perden la capacitat de protegir-se contra l'apoptosi, ja que l'expressi6 dels gen
d'interes s’acaba silenciant [Hauser i Wagner 1997]. El plasmidi pcDNAS3 es caracteritza
per ser un vector convencional que conté un promotor per a la sintesi del marcador
de seleccid i un altre promotor per a I'obtencié de la proteina d’interes. El fet de tenir
dos promotors independents, fa que la cellula que ha incorporat el vector deixi

d’expressar, al llarg del temps, el gen que no li proporciona cap avantatge selectiu.

En aquest cas es va voler verificar si les cel lules transfectades amb les construccions
pcDNA3_bhrf-1 i pcDNA3_bcl-2 deixaven d’expressar el gen antiapoptotic ja que no
li conferia cap avantatge selectiu. Per aquest motiu, al llarg de les resembres
d’aquests cultius es va fer un seguiment de la viabilitat del cultiu quan aquests eren

exposats de nou a condicions inductores de ’apoptosi.

A la Fig. 3.24 es mostra I’evoluci6 del cultiu transfectat amb el gen bhrf-1 al cap de 6,
22,46 1 90 resembres després d’haver obtingut els clons. Es pot observar com al llarg
del temps, els transfectants van perdent la capacitat de protegir-se contra 'apoptosi i
que el descens en el nombre de viables és més pronunciat al cap de 90 resembres,

cosa que confirma la perdua de l'expressi6 del gen bhrf-1.

54



Capitol 3- Modificacié genética de I'hibridoma KB26.5
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Fig. 3.24- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb
el gen bhrf-1 en un cultiu en discontinu en medi DMEM al 4%

FCS, 3 mg/ml de G418 sense glutamina al cap de 6 ,22, 46 1 90
resembres després d’haver obtingut els transfectants.

A la Fig. 3.25 mostra 'evolucié del cultiu que ha incorporat el gen bcl-2 als 6, 22 i 90
resembres després d’haver obtingut els transfectants. Es pot observar com al llarg del
temps, també els transfectants del gen bcl-2 van perdent la capacitat de protegir-se
contra l'apoptosi i que el descens en el nombre de viables és més pronunciat al cap de

90 resembres, la qual cosa corrobora el silenciament del gen bcl-2.

10,0

—&— pcDNA3_bcl-2 F6
— —& —  pcDNA3_bcl-2F22
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Fig. 3.25- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb
el gen bhrf-1 en un cultiu en discontinu en medi DMEM al 4%
FCS, 3 mg/ml de G418 sense glutamina al cap de 6, 22 i 46
resembres després d’haver obtingut els clons.
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La pérdua d’expressi6 del gen d'interés fa que els esforcos s’hagin de dirigir cap a la
utilitzacié de plasmidis que permetin I'expressio estable dels gens transfectats al llarg
del temps. Per aquest motiu, és fonamental treballar amb plasmidis multicistronics
que garanteixin 'expressié simultania tant del marcador de selecci6 com del gen
d’interes [Rees i col.,, 1996; Gurtu i col, 1996]. Al capitol 5 d'aquest treball es mostra els

resultats obtinguts amb aquest tipus de vectors.

3.7- Efecte de l'expressié de proteines antiapoptotiques sobre la produccié
d’anticos

Un cop conegut I'efecte protector dels gens cel lulars i virics en el procés d’execucié
de l'apoptosi en l'hibridoma KB26.5 es va voler veure quina influencia tenia
I'expressié d’aquestes proteines sobre la produccié d’anticossos. Aixi doncs, es va
realitzar un experiment amb les cellules transfectades amb la construccié
pcDNA3_bhrf-1 que és la que ha donat millors resultats i amb les cellules
transfectades amb la construccié pcDNA3_bcl-2. Com a control es va utilitzar les
cel lules transfectades amb el vector pcDNA3. Els diferents cultius es van fer creixer
en flascons no agitat amb 10 ml de medi DMEM al 4% FCSi3 mg/ml de G418. Es va
agafar mostra a les 68 i 96 hores després de 'inici del cultiu per analitzar 'activitat de
I'anticos monoclonal mitjancant el test d'hemoaglutinacié en placa (veure apartat
8.8). Al realitzar 1'analisi, es va veure que en el mateix interval de temps, els tres
cultius assajats hemoaglutinaven a la mateixa diluci6, és a dir, a les 68 hores 1ia les 96
hores tots ells aglutinaven a la dilucié 1/32x70/100 i 1/64 respectivament, mostrant
que els diferents cultius presentaven una activitat d’anticos monoclonal similar.
Tenint en compte el nombre de cel lules vives a les 68 i 96 hores, i la quantitat
d’anticos monoclonal obtinguda fent una estimaci6é aproximada entre 1'activitat i la
quantitat (Taula 3.6), es va observar que a les 96 hores, el cultiu control presentava
una produccié especifica més elevada, concretament de 3.1 respecte 2.7 i 2.4 dels
cultius transfectats amb els gens bcl-2 i bhrf-1 respectivament (Taula 3.6). Tot i aixi,
aquesta lleugera diferencia podria explicar-se pel fet que a les 96 hores les cel lules
d’hibridoma pateixen apoptosi i es comencen a llisar, alliberant tot el seu contingut a

I'exterior, mentre que les cel lules que incorporen els gens antiapoptotics romanen
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intactes, motiu pel qual s’observa més produccié especifica en el cultiu control [Mohan

i Lyddiatt, 1991].

Taula 3.6- Concentracié d’anticos monoclonal, concentraci6é cel-lular, i produccio especifica d’anticos per
cellula (Pesp.) a les 68 1 96 hores de cultiu. Per calcular la quantitat d’anticos monoclonal es suposa que una
dilucié 1/64 equival a 30 pg/ml d’anticos monoclonal i que per tant, una dilucié 1/32x70/100 equival a 24 pg/ml
d’anticos monoclonal.

_ Temps (hores)
Cultius 68 hores 96 hores
Conc. MAbs Conc. Cel. Pesp. Conc. MAbs | Conc. Cel. Pesp.
(pg/ml) (cels/ml) (pg/céls) (pg/ml) (ceéls/ml) (pg/Cels)
Céel-lules
transfectades 24 16.5 1.5 30 11.1 2.7
bcl-2
Céellules
transfectades 24 154 1.6 30 12.4 2.4
bhrf-1
Céel-lules
transfectades 24 14.5 1.7 30 9.6 3.1
pcDNA3

3.8- Valoracié final

A partir dels resultats obtinguts s’ha vist que I'aplicacié d'una estrategia d'inhibicié
genetica dirigida a un punt previ a la induccié de la via de les Caspases permet
retardar la mort dels cultius. En cultius en discontinu s’ha pogut comprovar que, en
condicions d’exhauriment de glutamina, les cel lules d’hibridoma que expressen els
gens cel lulars i virics de la familia Bcl-2 pateixen un descens en el nombre de viables
més lent que les cel lules d’hibridoma no modificades genéticament, evidenciant el
clar efecte protector d’aquests gens. Tot i aixi, si s’observen les dades obtingudes amb
els diferents gens antiapoptotics, els gens virics bhrf-1 i ksbcl-2 han mostrat ser més
efectius que els gens cel lulars bcl-2 i bcl-x1 ja que permeten recuperar la viabilitat de
cultius que han estat sotmesos a condicions inductores de 1'apoptosi durant 48 hores,
mentre que els gens cellulars només ho permeten fins a les 24 hores. Les
caracteristiques que presenten els gens virics bhrf-1 i ksbcl-2 respecte els gens
cel lulars bcl-2 i bel-x1 podrien explicar aquest fet. Per una banda els gens cel lulars
poden arribar a exercir una funcié proapoptotica quan sén proteolitzats per les
Caspases, mentre que els gens virics no poden ser tallats per les Caspases ni dur a

terme aquesta funcié proapoptotica, i per l'altra, a diferéncia dels gens cel lulars,
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bhrf-1 i ksbcl-2 no poden heterodimeritzar amb les proteines inductores de "apoptosi
Bax o Bak, suggerint que poden escapar a la regulaci6 negativa d’aquestes proteines.
Si es compara els experiments de viabilitat en condicions d’exhauriment de
glutamina, la fragmentacié del DNA i el nombre de cel lules anexina positives del
cultiu d’hibridomes transfectats amb el gen bhrf-1 i del cultiu d’hibridomes
transfectats amb el gen ksbcl-2 també es pot veure que la proteina BHRF-1 és la millor
inhibidora. En altres estudis s’ha vist que BHRF-1, a diferencia de Bcl-2, Bel-xv i
KSBcl-2, no té el solc d’uni6 hidrofobic responsable de la interacci6 entre el membres
antiapoptotics i el domini BH3 de les proteines proapoptotiques, suggerint que pot
fugir de la regulaci6 negativa de les proteines proapoptotiques [Huang i col., 2003]. Molt
probablement, 1’abséncia del solc hidrofobic de la proteina BHRF-1 explicaria el
resultat tan positiu obtingut amb aquesta proteina.

En aquest treball també s’ha pogut constatar que 1'actuacié genetica de la proteina
P35 sobre les Caspases 3, 6 i 7 no ha permeés inhibir 'apoptosi. Molt probablement en
aquest punt d’actuacié es necessitaria ’accié conjunta de diferents inhibidors, ja que
la proteina P35 no evitaria I'alliberament del Citocrom c del mitocondri ni I’activacié
de la Caspasa 9, i segurament, que aquesta Caspasa transmet el senyal apoptotic a
diferents Caspases efectores que executaran el programa apoptotic.

A nivell de bioreactor, I'as d’hibridomes modificats genéticament amb gens
antiapoptotics representa una millora important en el procés d’obtencié d’anticossos,
ja que es garanteix la supervivéncia de les cellules i en conseqiiéncia, es poden
assolir un nivells de produccié més eficients del producte d’interes. Tot i aixi, quan es
treballa en cultius en discontinu, les cel lules sempre acaben engegant el procés
d’apoptosi ja que, inevitablement al llarg del temps, en el medi de cultiu s’esgotaran
determinats nutrients essencials per a la cél lula o s’acumularan metabolits toxics.
Per aquest motiu, és fonamental veure el comportament dels hibridomes modificats
genéticament en cultius en continu, i concretament, en cultius en perfusié, ja que sén
sistemes en continu amb retenci6 cel lular que garanteixen la presencia constant dels
diferents nutrients essencials per a la cel lula i aconsegueixen eliminar els diferents
subproductes cel lulars que podrien esdevenir toxics, permetent allargar la durada

del cultiu i obtenir productivitats molt més grans que les obtingudes en cultius en

58



Capitol 3- Modificacié genética de I'hibridoma KB26.5

discontinu. De totes maneres, I'elevada densitat cel lular assolida en aquests tipus de
cultiu, provoca la limitaci6 de nutrients i oxigen que conduiran a la mort per
apoptosi de les cel lules, per tant, és important veure I'efecte dels gens antiapoptotics
en aquest tipus de sistema (veure capitol 6).

A més a més, quan es treballa en processos de cultiu llargs, es necessari que les
modificacions genetiques realitzades perdurin al llarg del temps, cosa que no
succeeix amb 1'Gs de vectors convencionals, tipus pcDNA3. Els experiments
d’estabilitat temporal de les construccions pcDNA3 han posat de manifest que al
llarg de les resembres les cellules perden la capacitat de protegir-se contra
I'apoptosi. Per solventar aquest problema una tentativa ha estat 1'ds de vectors
bicistronics, els resultats dels quals estan explicats al capitol 5 d’aquest treball.

Un entrebanc important que ha sorgit al llarg d’aquest treball, és la baixa I'eficiencia
transfecci6 que presenta 1'hibridoma KB26.5. Per aquest motiu, per millorar la
transferencia del material geneétic a les cel lules d’hibridoma s’ha provat diferents
meétodes de transfeccid, els resultats dels quals es descriuen i es discuteixen en el

capitol segtient (capitol 4).
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Capitol 4- Estratégies de transfeccio de I'hibridoma KB26.5

4-ESTRATEGIES DE TRANSFECCIO DE L’HIBRIDOMA
KB26.5

4.1- Metodes de transferencia genica

La introduccié de material genetic a les cel lules animals requereix de sistemes de
transferencia eficients ja que, en general, només una fraccié de la poblaci6 cel lular
incorpora el DNA transferit. Els principals sistemes de transferéncia genica es poden

classificar en dos grups, els metodes fisicoquimics i els vectors virics [Li i Ma, 2001b;
Lundstrom, 2003; Rozalén i col., 2003; Nguyen i Ferry, 2004; Ohlfest i col., 2005; Verma i Weitzman,

2005; Kaneda i Tabata, 2006]. Els metodes fisicoquimics (Taula 4.1) van ser els primers en
desenvolupar-se i en aquests metodes el DNA exogen esta inserit en un plasmidi.
Aquests sistemes presenten un seguit d’avantatges respecte els vectors virics: sén
facils de preparar, no tenen limitacions pel que fa a la mida del fragment de DNA a
transferir i sén poc toxics. No obstant, en general presenten una eficiencia de
transfeccié menor a la dels vectors virics.

En la transferencia mediada per virus es substitueixen determinats gens
indispensables per a la replicacié del virus pel gen d’interés, de manera que el virus
conservi la capacitat infectiva pero sigui incapag de replicar-se. La mida del gen a
transferir dependra de la mida del virus i dels gens que puguin ser substituits.
Obviament, aquest fet constitueix un factor limitant a I'’hora d’inserir les seqiiéncies
geniques d’interes. Tot i aixi, actualment, els vectors virics (Taula 4.2) sén la manera
més efectiva de transferir material geneétic ja que posseeixen una elevada eficiéncia de
transducci6 que en alguns casos pot arribar a prop del 100% [Rossi i col., 2003; Pellinen i
col., 2004; Girard i col., 2005, Ghosh i col., 2006; Yanez-munoz i col., 2006]. Una altra caracteristica
que fa especialment atractiu 1'ds d’aquests vectors, concretament en el cas dels
retrovirus, és el fet que permeten una expressioé sostinguda de la proteina d’interes al
llarg del temps ja que el gen exogen s’integra establement en el genoma de la cel lula

hoste [Ray i col., 1998; Puppy i col., 2004; Sugiyama i col., 2005]. L’estabilitzaci6é de 1'expressio
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del gen d’interés és fonamental ja que tal i com s’ha descrit en el capitol 3 d’aquest
treball, I'expressi6 dels gens antiapoptotics es perd al llarg de les diferents
generacions cel lulars. Aquesta pérdua d’expressié és una qiiesti6 important per
resoldre i a la que es dedica una important atencié en aquesta memoria (veure
Capitol 5).

Taula 4.1-Principals métodes fisicoquimics de transferéncia génica.

Metodes de transferencia génica

Fisics:

- Electroporacio [Rols i col., 1992; Golzio i col., 2002]

- Bombardeig de particules [Yang i col., 1990; Williams i col., 1991; Li i Ma, 2001b]

- Injeccio directa de DNA nu [Wolff i col., 1990; Li i Huang, 2000b]

Quimics:

- Precipitacio amb fosfat calcic/ DEAE-dextran [Al Moslih i Dubes,1973; Kato i col., 1986,

Chen i Okayama, 1987]

- Sistemes lipidics (lipoplexes (Lipids + DNA)) [Felgner i col., 1987; Brisson i Huang, 1999,

Duzgunes i col., 2003]

- Polimers (Poliplexes (polimer cationic+DNA), polimers com polilisina,

polietilenamina (PEI), dendrimers...) [Pack i col., 2005; Putnam, 2006; Tiera i col., 2006]

- Conjugats moleculars i proteines quimeriques recombinants* [Hart i col.,1995; Cristiano,

2002; Aris, 2003; Aris i Villaverde, 2004]

- Precipitats DNA-adenovirus [Lee and Welsh, 1999]
*S6n una nova generacio de vectors per transportar el DNA especificament a un tipus de cél-lula diana i
tenen diferents dominis funcionals conjugats quimicament. Entre els més destacats es troba: 1) un lligand
que dirigeix la transferéncia a una cél-lula especifica, 2) un domini d’unié a acids nucleics, 3) un acid
nucleic portador del transgén d’interés (plasmidi), 4) altres dominis que potencien la transferéncia
génica, com pot ser una seqiéncia de localitzacié nuclear o un agent litic d’endosomes que propicii
I’alliberament del DNA al citoplasma cel-lular després de I’endocitosi.

Taula 4.2-Vectors virics de transferéncia génica.

Caracteristica | Adenovirus | Virus Retrovirus | Herpesvirus | Alfavirus
del sistema de adenoassociats
transferéncia
Mida maxima | 30-35 Kb 4-4.5 Kb 7-8 Kb 40-50 Kb 5Kb
del gen
transferit
Concentraci6 | 10"-10"* | 10™-10% 10'-10° 10°-10° 10°-10°
(particules
virigues/ml)
Localitzacio Episomal Episomal o en Integraten | Episomal de | Episomal
intracel-lular preséncia del el genoma | forma estable
del vector gen rep integrat | de I’hoste
en el
cromosoma 19
del genoma de
I’hoste
Expressio Transitoria | Transitoria o Estable Transitoria Transitoria
estable
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(Continuaci6 Taula 4.2)

Caracteristica | Adenovirus | Virus Retrovirus | Herpesvirus | Alfavirus
del sistema de adenoassociats
transferéncia
Avantatges - Poden -Possibilitat - Expressio | - Elevada - Infecten
infectar integracié estable capacitat per | ceél-lules en
cel-lulesen | especificaenel | desprésde | transportar repos i en
repos i en genoma de la integracio | gens divisio
divisio. I’hoste.
- Titols - Infecten
elevats cel-lules en
repos i en
divisio
- titols elevats
- No son
patdgens en
humans
Desavantatges | - Possibles | - Poca capacitat | - Només - Possibles - Poca
vectors per transportar | poden vectors capacitat per
competents | gens. infectar competents transportar
en - Pérdua de la cel-lulesen | enreplicacid. | gens.
replicacio. | capacitat divisio - Adequats - Possibles
d’integracio (excepte els | per cél-lules | vectors
dirigida sense el | lentivirus). | del sistema competents
gen rep. - Integracio | nerviés. en
- Possibles en el replicacio.
vectors genoma a
competents en I’atzar.
replicacio. - Possibles
- Infecten vectors
determinats competents
tipus cel-lulars. | en
replicacio.

En aquest treball s’han provat diferents metodes fisicoquimics

Taula modificada de Aris.A, 2003.

(lipofeccio,

electroporaci6é i coprecipitats adenovirus-DNA) i els virus adenoassociats com a

vector viric. Per motius de seguretat es va descartar 1's d’adenovirus, herpesvirus,

alfavirus i retrovirus com a eines de transferencia genica ja que 1'objectiu d’aquest

treball és sobreexpressar gens antiapoptotics o oncogens i, a diferéncia dels virus

adenoassociats, aquests virus sén responsables de malalties en humans. La creacié

d’un virus recombinant capag¢ d’infectar humans i transportador d'un oncogen seria

massa perillds, tenint en compte que sempre existeix un cert risc de recombinacio i

formacié de particules competents en replicacié. Es per aixo, que la manipulacié
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d’aquests vectors s’ha de realitzar sempre en instal lacions adequades als seus
requeriments de seguretat i amb un procediment metodologic acurat per a la
prevencié de possibles riscs relacionats amb la salut del personal investigador. En
tunci6 del grau de perillositat del microorganisme que es manipula en un laboratori
es defineixen uns nivells de bioseguretat que cal assolir. Els nivells de bioseguretat
(BL) fan referencia als requisits de contenci6 que han de complir els laboratoris, els
quals estan establerts pel Real Decret 664/1997. Segons el risc biologic s’estableixen 4
nivells de contenci6 (de minima a maxima): BL1, BL2, BL3 i BL4. En el present cas per
manipular adenovirus, herpesvirus, alfavirus i retrovirus modificats genéticament

amb oncogens, el nivell de bioseguretat hauria de ser com a minim de 3.

4.2- Marcadors de transfeccio i seleccid

En els primers experiments de transfeccié de cel lules animals amb DNA viral, les
cel lules transfectades podien ser reconegudes gracies a la manifestacié d"una nova
activitat biologica adquirida com ara la produccié de particules virals. Actualment,
com a marcadors de selecci6 d’aplicaci6 general es pot utilitzar qualsevol gen que
expressi una activitat detectable, com per exemple el gen que codifica per la GFP
(Green Fluorescent Protein). L'Gs d’aquest marcador de transfecci6 permet detectar la
ubicacié del DNA transferit i I'expressié especifica en els diferents tipus cel lulars.
També, s’han desenvolupats marcadors de seleccié que impedeixen el creixement de
les cellules del cultiu que no resulten transfectades. Alguns d’ells basen el seu
mecanisme en la complementaci6 de mutacions. Per exemple, existeixen algunes
linies cel lulars (CHO mutants) que no duen I'enzim dihidrofolat-reductasa (DHFR).
L’enzim DHEFR és el responsable de la sintesi del tetrahidrofolat, molecula que, a la
vegada, és el substrat de molts compostos. Aquestes cél lules DHRF- només poden
créixer en medis suplementats amb glicocola, timidina i purines. La transfeccié
d’aquestes cél lules mutants amb un DNA que contingui 1'enzim DHFR originara
clons capagos de créixer en medis sense suplements [Xiong, i col., 2005].

Per altra banda, també s’han generat marcadors de transfecci6 capagos d’actuar sobre

cel lules normals, no mutants, sempre que en el medi de cultiu hi hagi algun compost
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que aturi el creixement cel lular, com és el cas del marcador neoR. En aquest cas,
només les cel lules que incorporin aquest marcador podran créixer en un medi amb
G418, un antibiotic que bloqueja la sintesi de proteines.

En aquesta treball, per avaluar l'eficiencia dels diferents metodes de transfeccié
assajats, es va utilitzar com a marcador de selecci6 la proteina GFP i EYFP (Enhanced

Yellow Fluorescence protein).
4.3- Estrategies de transfeccié de 1’hibridoma KB26.5

L’eficiencia de la transferéncia genica, I'expressi6 i I'estabilitat d’'un gen no només
depén del sistema de transfeccié escollit sin6 també de la linia cel lular emprada. En
general, només una fraccié de la poblacié cel lular incorpora el DNA exogen i el
percentatge de cel lules modificades varia en funcié de I'estat del cultiu. Per tant, és

necessari millorar el maxim el rendiment de la transferéncia génica.

4.3.1- Vectors virics: virus adenoassociats

Tal i com s’ha comentat anteriorment, els vectors virics constitueixen els sistemes
més eficients per transferir seqiiencies de DNA d’interés, ja que posseeixen una
elevada eficiencia de transduccié que en alguns casos pot arribar al 100%. Tot i aixi,
existeixen importants limitacions pel que fa 1'ts d'aquests vectors, sobretot per
qliestions de seguretat, ja que sempre existeix la possibilitat que virus deficients en
replicaci6 pateixin processos de recombinacié amb virus salvatges reconstituint-se la
seva capacitat de proliferar. Es per aixod que la manipulacié d'aquests vectors s’ha de
realitzar sempre en instal lacions especifiques de seguretat.

Els virus adenoassociats (AAV) presenten unes caracteristiques determinades que els
fan especialment adequats com a vectors de transferencia genica (veure Taula 4.2:
avantatges). Donat que no se’ls ha associat a cap patologia en humans, podrien ser
una bona alternativa per transferir gens antiapoptotics.

Una de les limitacions d’aquests virus és que infecten determinats tipus cel lulars.

Per tant, és essencial comprovar si infecten I’hibridoma KB26.5.
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Per aquest motiu, es van infectar cultius de cél lules d’hibridoma amb el virus AAV-
CMV-GFP a diferents MOI (1, 10 i 50) (veure apartat 8.16). Aquest virus
adenoassociat va ser cedit pel CBATEG (Centre de Biotecnologia Animal i Terapia
Geénica de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)) i du com a marcador la
proteina GFP. A l'observar al microscopi confocal les mostres de cellules
d’hibridoma infectades no es va veure cap cel lula que emetés fluorescencia. Per tant,
aquest tipus de virus no infectava 1’hibridoma KB26.5.

Com a conseqtiiencia del resultat obtingut, es va realitzar el mateix experiment amb
un altre tipus de virus adenoassociat, el AAV2-CMV-(nls)LacZ (veure apartat 8.16).
Aquest virus també fou preparat pel CBATEG, pero a diferencia de 1’anterior és un
altre serotip i du com marcador el gen lacZ que codifica per la proteina [-
galactosidasa. Per tant, les cel lules que expressi I'enzim p-galactosidasa podran ser
detectades a través de l'assaig [P-galactosidasa (apartat 8.16.1). En aquest cas, el
resultat obtingut també va ser negatiu. Aquest virus adenoassociat tampoc infectava
'’hibridoma KB 26.5.

Com que l'hibridoma KB26.5 no disposava dels receptors especifics per als virus
adenoassociats, es va descartar I'is d'aquests virus per transferir gens exogens, i es
van provar metodes de transfecci6 fisicoquimics, els resultats del quals es detallen a

continuacio.
4.3.2-Lipofecci6

La lipofecci6 és un metode de transfecci6 que es basa en la formacié de complexes
entre els liposomes cationics i el DNA. Aquests complexes anomenats lipoplexes
[Felgner i col,, 1997] tenen una elevada afinitat per la membrana plasmatica, protegeixen
el DNA davant de forces fisiques i de I'acci6 de degradaci6 enzimatica i permeten
I'entrada del DNA al citosol.

La formaci6 d’aquests lipoplexes es dona a través d’interaccions electrostatiques
entre la superficie carregada positivament del liposoma amb els fosfats carregats
negativament de la molecula de DNA [Felgner i col., 1987; Gershon i col., 1993; Smith i col.,
1993; Almofti i col, 2003]. La carrega neta resultant d’aquesta uni6 ha de ser

lleugerament positiva de manera que propicii la interacci6 amb les membranes
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cel lulars carregades negativament. Es creu que una vegada aquest complex
interacciona amb les membranes plasmatiques, el lipoplex és endocitat i
posteriorment, encapsulat en vesicules intracel lulars que duran el DNA al nucli on
s’expressaré [Coonrod i Li, 1997; Martin i col., 2005; De Laporte i col., 2006; Khalil i col., 2006]. Toti
aixi, hi ha alguns estudis que indiquen que el complex pot penetrar directament la
membrana plasmatica [Li i Huang, 2000b] (Fig 4.1).

Es creu que la incorporacié de lipids fusogenics en la formula de liposomes com ara
el lipid neutre DOPE (Dioleoyl phosphatidylethanolamine), estimularia 1’alliberament
del DNA de I'’endosoma [Farhood i col., 1995]. S"ha descrit que en ambients acids, com el
dels endosomes, aquest lipid pateix un canvi conformacional que desestabilitzaria la
membrana endosomal. També, s’ha especulat que alguns lipids cationics com el DC-
colesterol poden provocar I’alliberament del DNA quan assoleixen un estat totalment
carregat en I’ambient acidic que hi ha en I'endosoma [Li i Ma, 2001b].

Ca '—§3 s 5

Llposomes@> DNA - Llpoplex

Cationics
Fus
l Q E”d°°'t°s' Fig. 4.1- Representacio de les diferents etapes
de la lipofeccié: 1- Condensacié del DNA
§ Endosoma Lisosoma mitjancant  la  formaci6  del  lipoplex
‘ (DNA+liposoma), 2- Invaginacié de la
l membrana cel-lular i consequient formacié d’un
vesicula intracel-lular anomenada endosoma que
2 conté el complex, 3- Alliberament del DNA de
,: usi6 I’endosoma per evitar la seva degradacid en les
Degradaci6 lisosomes. ElI pH acid de [I’interior de
I’endosoma (pH:5-6) provoca la fusio entre la
Proteina § O§O membrana del liposoma i la de I’endosoma. 4-
Entrada Travessament de la membrana nuclear i
Q’? al nucli posterior expressié del gen d’interes, 5- Via
Transc”pcm §§O a[ternatlva en la .qual eI_ Ilpoplex travessa
§ ] directament la bicapa lipidica per fusié
k( N”C"] / [Modificat de Khalil i col., 2006].

En l'actualitat existeixen un gran nombre de lipids sintétics que s'usen en la
lipofeccid, entre ells hi ha el DMRIE-C (Life technologies) que s’ha utilitzat en aquest
treball (veure apartat 8.15.1). El reactiu de transfecci6 DMRIE-C esta compost per
lipids cationics i neutres que formaran els liposomes, els quals s'uniran al DNA a

transferir.
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Per tal d’obtenir elevades eficiencies de transfeccié cal optimitzar la quantitat de
reactiu DMRIE-C, la quantitat de DNA plasmidic i el temps d’incubacié del complex
format pel reactiu DMRIE-C amb el DNA plasmidic. La proporcié entre els dos
components del complex és critica ja que afecta la carrega neta del complex i com a
conseqtiencia, I'eficiencia de transfeccio.

Per dur a terme l'optimitzacié d’aquests parametres, es van transfectar les cel lules
KB26.5 amb el plasmidi pEYFP-cl (veure apartat 8.9.3 1 8.15.1). Aquest plasmidi du el
gen que codifica per la proteina EYFP (Enhanced Yellow Fluorescence protein) que al ser
excitada a una longitud d’ona de 513 nm emet fluorescéncia groga (a A=527 nm). Per
tant, aquelles cel lules que hagin incorporat el plasmidi podran ser detectades per
microscopia de fluorescencia o confocal (Fig. 4.2). L'eficiencia de transfeccié

obtinguda era de l'ordre 2.9 % * 0.85. A la Taula 4.3 es mostren les condicions

optimes per dur a terme les transfeccions.

Fig. 4.2- Imatges obtingudes per microscopia confocal (LEICA TCS 4D) després de transfectar un cultiu
d’hibridomes amb el reactiu DMRIE-C. Les cél-lules grogues sén les que expressen la proteina EYFP. També es
veuen cel-lules danyades i cél-lules mortes.

Taula 4.3- Parametres optimitzats en el procés de transfeccié amb el vector pEYFP-cl.
Parametre Rang Valor optim
Reactiu DMRIE-C 2-12 ul 8 ul
DNA plasmidic 1-4 pg 4 g
Temps DMRIE-C / DNA 15-45 min 45 min

Malgrat optimitzar la relacié entre la quantitat de DNA i el reactiu DMRIE-C,
I’eficiéncia de tranfeccié obtinguda era molt baixa. En el procés de lipofeccio, el DNA
per tal que pugui ser expressat en el nucli ha de superar dues barreres, la membrana
citoplasmatica i la translocacié del DNA plasmidic des dels endosomes al citoplasma.

Aquest recorregut és forca complex (veure anterior Fig. 4.1), i segurament, poques
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moléecules de DNA aconsegueixen atényer el nucli, motiu pel qual hi ha molt poques
cel lules que expressin la EYFP. Davant la impossibilitat d’aconseguir un elevat
nivell de transferencia genica amb la lipofeccid, es va decidir provar un metode fisic

basat en I’aplicacié de pulsos electrics, I’electroporacio.

4.3.3- Electroporaci6

L’electroporacié és una tecnica que es basa en l'aplicacié d'un camp electric a les
cel lules durant un periode curt de temps per permeabilitzar la membrana
plasmatica i permetre la introduccié del DNA [Andreason i Evans, 1988; Chang i Reese, 1990;
Gehl, 2003]. La permeabilitzacié dels fosfolipids depen basicament del nombre, la
intensitat i la duracié dels pulsos electrics [Johnson-Saliba i Jans, 2001]. S’ha demostrat
que la presencia del plasmidi en 'ambient cel lular en el moment de I'aplicacié dels
pulsos eléctrics és critica en la transferéencia génica. Aquesta técnica és facil i permet
la introduccié de plasmidis sense limitaci6 pel que fa a la mida del DNA. Tot i aixi, el
principal inconvenient de l’electroporacié és que és un meétode agressiu per a
cel lules ja que moltes d’elles no poden suportar el xoc electric. Per tant, és
fonamental optimitzar el procés en funcié del camp electric utilitzat i la quantitat de
DNA emprada per intentar buscar el millor equilibri entre les condicions que
assegurin l'entrada del DNA a l'interior de les céllules i les que mantinguin el
nombre de cel lules viables.

Per optimitzar el procés d’electroporacié es van provar diferents quantitats de DNA
(pPEYFP-c1), diferents voltatges i diferent nombre de pulsos (Taula 4.4) (veure apartat
8.15.2). L'eficiencia de transfecci6 obtinguda en el millor dels casos era baixa de
I'ordre 0.85 % £ 0.071 i la viabilitat cel lular després d’electroporar era d'un 50% de

cel lules vives (Fig 4.3).

Taula 4.4- Parametres optimitzats en el procés d’electroporacié amb pEYFP-c1.

Parametre Rang Valor optim
DNA plasmidic 5-20 pg 5pug
Nombre de pulsos 1-3 2
Voltatge 100-300V 200V
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Fig. 4.3- Imatge obtinguda per microscopia confocal (LEICA TCS 4D) després d’electroporar un cultiu
d’hibridomes amb el vector pEYFP-c1. Les cél-lules grogues son les que expressen la proteina EYFP. També
s’observen cel-lules danyades i cél-lules mortes.

En aquest cas l'eficiencia de transfeccié obtinguda era encara més baixa que la de la
lipofecci6. Segurament, després de la despolaritzacié6 de la membrana plasmatica,
moltes cel lules sofreixen danys irreparables i moren, motiu pel qual s’observava una
reducci6 del 50% de la viabilitat cel lular. Pel que fa a les ceél 1ules vives restants en el
cultiu, menys del 1% de les cel lules havien incorporat el plasmidi.

Donada la baixa eficiencia de transferéncia genica dels dos metodes anteriors, es va
decidir provar un sistema de transfecci6 que combina el meétode classic del fosfat
calcic amb la capacitat natural dels adenovirus per infectar un gran ventall de

cel lules animals [Lee i Welsh, 1999].
4.3.4- Coprecipitats Adenovirus-DNA

El metode del fosfat calcic va ser un dels primers metodes utilitzats per transferir el
DNA a l'interior de les cel lules. Aquesta tecnica es basa en 1’obtenci6 de precipitats
entre el clorur de calci i el DNA en una soluci6 salina de fosfats. En aquesta solucié el
clorur de calci i el DNA formen uns agregats que son endocitats per la cel lula.
Aparentment l'agregat amb calci protegeix el DNA de la degradacio per les nucleases
cel lulars. El principal desavantatge d’aquest metode és la baixa eficiéencia de
transfecci6 observada en moltes linies cel lulars. L’any 1999, els treballs de Lee i
Welsh van mostrar que la incorporaci6 d’adenovirus en aquests precipitats
incrementava l'expressié del gen d’interes, i per tant, l'eficiencia de transfeccié. Es
creu que les proteines de la capsida de 'adenovirus faciliten Ialliberament del DNA

plasmidic de I'endosoma i la seva entrada al nucli [Greber i col., 1993; Greber i col., 1994].
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Per tal de comprovar l'eficacia d’aquest sistema de transfecci6 en 1'hibridoma KB
26.5, es va utilitzar el plasmidi pEYFP-c1 com a DNA exogen i l'adenovirus
recombinant Ad2-CMV-GFP. Aquest adenovirus va ser preparat pel CBATEG (UAB)
i du com a marcador la proteina GFP que al ser excitada a una longitud d’ona de 488
nm emet fluorescencia verda (a A=507 nm). Per tant, aquelles cel lules que hagin
incorporat el plasmidi i/o el virus podran ser detectades per microscopia de
fluorescencia o confocal.

El procediment metodologic emprat per a la formaci6 i transfeccié dels precipitats
pEFYP-c1:CaPi:Ad2-CMV-GEFP esta descrit en I'apartat 8.15.3 del capitol de materials
i metodes. Paral lelament, per comprovar la capacitat d'infeccié de 'adenovirus Ad2-
CMV-GFP es va infectar un cultiu d’hibridomes (Fig. 4.4). L’eficiencia de transduccio
obtinguda en aquest cas era d’aproximadament 60-70%. Aquest resultat corrobora el
fet que els adenovirus sén una bona eina per introduir una seqiiéncia de DNA
desitjada a la cel lula. L'inconvenient més gran que presenta 1’adenovirus rau en la
complicaci6 del seu disseny i construccié. Les estrategies de disseny per a la formacié
d’adenovirus recombinants consisteixen en eliminar i substituir fragments especifics
del genoma per crear particules viriques capaces d’infectar pero no de replicar-se,
aspecte fonamental per ser utilitzats per transferir material genetic. Normalment,
s’elimina la regi6é E1 de 'adenovirus que codifica per les proteines responsables de la
replicacié del virus i es substitueix pel gen d’interés [Graham i Prevec , 1995; Davis i col.,
2001]. La creacié d’adenovirus que incorporin en el seu genoma gens antiapoptotics (o
oncogens) resulta una opcié molt atractiva, perd requereix d’una infraestructura

especifica de la que no es disposa en el laboratori on s’ha realitzat aquest treball.

Fig. 4.4- Imatge obtinguda per microscopia confocal (LEICA TCS 4D) després d’infectar un cultiu d’hibridomes
amb I’adenovirus Ad2-CMV-GFP a una MOI (Multiplicity of infection): 5. Es pot observar diferents nivells
d’expressio de la proteina GFP.
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A la Fig. 45 es mostren diferents imatges obtingudes a l'irradiar amb llum
ultraviolada les cel lules transfectades amb els precipitats pEYFP-c1:CaPi:Ad2-CMV-
GFP. Com es pot veure, totes les cel lules que expressen la proteina GFP del virus
també expressen la proteina EYFP. Aquest resultat va fer pensar que ambdues
proteines s’expressaven en cadascuna de les cel lules transfectades i que, per tant,

I'adenovirus augmentava l'eficiencia de transfecci6, tot i que el mecanisme pel qual

aquest fet succeeix encara no esta clar. L’eficiencia de transfecci6é obtinguda amb els

precipitats pEFYP-c1:CaPi:Ad2-CMV-GFP era de I'ordre 8.0 % +1.41.

Fig. 4.5- Imatges obtingudes per microscopia confocal (LEICA TCS 4D) després de transfectar un cultiu
d’hibridomes amb els precipitats pEYFP-c1:CaPi:Ad2-CMV-GFP. A) Cel-lules que expressen la EYFP i la GFP
B) Ceél-lules que expressen la EYFP C) Cél-lules que expressen la GFP.

També existeixen altres estratégies de transfeccié similars a la formacié de
coprecipitats adenovirus-DNA, en les quals els adenovirus estan units covalentment

o mitjancant interaccions electrostatiques a complexes DNA:liposoma [Cotten i col.,
1992; Curiel i col., 1992; Wagner, 1992; Yoshimura i col. 1993, Baker i col., 1997; Meunier-Durmort i

col., 1997; Dunphy i col., 1999]. Pero, en el present cas, 'avantatge d'usar el fosfat calci
respecte els liposomes és que en linterior acid de l'endosoma es dissocia més
rapidament el complex DNA:CaPi que no pas el complex DNA:Liposoma [Lee i Welsh,
1999]. Aquest motiu també podria explicar perque la lipofeccié no va funcionar tan
bé, ja que com s’ha descrit en altres treballs quan el DNA esta unit al liposoma, no es
transcriu ni es tradueix [Zabner i col., 1995; Xu i Szoka, 1996].

A més, aquest sistema en comparaci6 a I’electroporacié no és agressiu ni produeixen
danys irreparables a les cel lules. Per tant, tot i que no s’assoleixi una eficiencia de
transfecci6 molt elevada, soluciona el problema de la transfeccié de l'hibridoma

KB26.5.
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4.4- Valoracio final

A partir dels resultats anteriors s’ha vist que la transfeccié pot arribar a ser un procés
complicat i poc eficient, i que independentment del metode utilitzat, hi ha linies
cel lulars que es resisteixen a ser transfectades, com és el cas de I'hibridoma KB26.5.
El factor més determinant en 'eficacia de transfecci6 és, se'ns dubte, el tipus cel lular
utilitzat, el qual pot influir molt en el rendiment del procés de transfeccio.
Normalment, un metode de transfeccié que funciona molt bé sobre un tipus cel lular
pot fer-ho molt malament sobre un altre, la qual cosa obliga a ajustar acuradament
les condicions del metode per a cada tipus cellular. Malgrat optimitzar els
parametres de transfecci6é dels metodes de lipofecci6 i electroporacid, les eficiencies
de transfecci6é assolides en aquests sistemes han estat molt baixes, de 1'ordre d'un
2.9% i 0.85% respectivament, mostrant que 'hibridoma és una linia cel lular molt
dificil de transfectar (Fig. 4.6). Tot i aixi, la incorporacié d’adenovirus al métode
classic del fosfat calcic (coprecipitats adenovirus-DNA) ha permes obtenir una
eficiencia de transfeccié del 8%, resultat molt positiu sobretot quan es tracta d’una
linia cel lular tan dificil de transfectar (Fig. 4.6).

Per aquest motiu, al llarg d’aquest treball I'estrategia de transfecci6 emprada va ser

la de la formacié dels coprecipitats adenovirus-DNA.

DNAICaPEAd [t e B

Electroporacié W/A‘|
ovrie-c R

| | | | |
0 2 4 6 8 10

% Cél-lules transfectades
Fig. 4.6- Percentatge de cél-lules transfectades per lipofeccid, electroporacié i formacidé de precipitats

DNA:CaPi:Ad. Per quantificar les cél-lules transfectades es va realitzar un recompte de diferents camps de
cada mostra per microscopia confocal.

72



CAPITOL 5




Capitol 5- Estabilitat de I'expressié en I'hibridoma KB26.5

5-ESTABILITAT DE LEXPRESSIO EN L’HIBRIDOMA
KB26.5

5.1- Us de vectors amb IRES

La introducci6 i I'expressi6 de gens en les cel lules animals és sovint un procés dificil
i poc eficient, ja que moltes linies cellulars presenten una baixa eficiencia de
transfecci6 aixi com una perdua decreixent en el nivell d’expressi6é del gen d’intereés
al llarg de les resembres (veure apartat 3.6 capitol 3).

Els metodes estandards usats per inserir gens en una cel lula animal es basen en
transfectar les linies cel lulars amb vectors que contenen un promotor per a la sintesi
del marcador de seleccié i un altre promotor per a I’obtencié de la proteina d’interes
(Fig. 5.1A). El fet de tenir dos promotors independents fa que aquelles cel lules que
deixin d’expressar el gen inserit i només expressin el marcador de seleccié tinguin un
avantatge selectiu respecte la resta de la poblacié que si I'expressa. Per aquest motiu,
es pot arribar a observar en les cel lules animals una pérdua d’expressié del gen
d’interes [Hauser i Wagner, 1997].

Per evitar aquesta perdua d’expressié existeixen uns vectors amb IRES (Internal
Ribosomal Entry Sites) que es caracteritzen per generar RNAs missatgers bicistronics.
Aquests RN As missatgers contenen un gen que confereix resisténcia a un antibiotic i
el gen d’interes separats per una seqiiencia IRES, la qual permet la traduccié
simultania del marcador de selecci6 i del gen d’interes (Fig. 5.1B) [Rees i col., 1996].
D’aquesta manera, s’assegura que la cel lula que sobrevisqui en el medi de seleccié
sempre expressi de manera inequivoca el gen d’interes, la qual cosa no succeeix amb
I'ts dels vectors convencionals.

A més, la utilitzacié d’aquests vectors bicistronics elimina la necessitat de rastrejar un

gran nombre de colonies per buscar el clon funcional, tasca sovint molt laboriosa i
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que consumeix molt de temps, ja que en aquest cas, tot els clons obtinguts expressen
el gen d'interés [Gurtu i col., 1996].
Per tant, es proposa aquest sistema per a la creacié de linies cel lulars que expressin

establement els gens antiapoptotics al llarg del temps.

A)
DNA
% p > Gen d’interé%>—{ P > Marcador de selec}%
mRNA mRNA
5 Gen d’interés — 5 Marcador de selecci6 ——
Proteines Proteina d’interes Resisténcia a G418 o puromicina
B)
DNA

—| P > Gen d’interés> IVS ﬂ—{ Marcador de selec:% PoliA | —

mRNA \ \
5’ Gen d’interes Marcador de seleccio l—AAAAAAA

i i

Proteines Proteina d’interés Resisténcia a G418 o puromicina

Fig. 5.1- Diagrama esquematic del procés de traduccié d’un vector convencional tipus pcDNA3 (A) i d’un
vector bicistronic (B). L’IRES permet la traduccié simultania de la proteina d’interes i del marcador de seleccio
a partir del mateix mRNA.

Per estabilitzar 1'expressié dels gens antiapoptotics en 1'hibridoma KB26.5 es van
emprar els vectors bicistronics pIRESneo (Clontech) i el pIRESpuro2 (Clontech) que
duen com a marcador de selecci6 la resistencia a la G418 i a la puromicina
respectivament. Per tant, en teoria, aquelles cel lules que hagin incorporat aquests
plasmidis seran resistents a la G418 i a la puromicina. La puromicina, a diferéncia de
la G418, es un antibiotic d’efecte rapid i accelera molt 1'obtencié de transfectants ja

que les cel lules que no han incorporat el plasmidi es moren en un interval molt curt
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de temps (2-3 dies respecte les 2-3 setmanes necessaries quan es treballa amb
I'antibiotic G418). Les concentracions de puromicina i G418 necessaries per
seleccionar les cel lules d’hibridoma que han incorporat els vectors bicistronics es
van determinar experimentalment, sent de 3 pg/ml per a la puromicina i de 3 mg/1

per a la G418 (Fig.5.2.).
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Fig. 5.2- Corbes de mort de cultius d’hibridoma KB26.5 incubats en medis que contenen
concentracions gradualment més elevades de (A) puromicina i (B) neomicina. Les dades han estat
preses a les 48 hores de I’inici del cultiu.

5.2- Funcionalitat dels vectors bicistronics

Malgrat els avantatges que proporcionen els vectors bicistronics, s"ha descrit en altres
treballs que els gens situats a banda i banda de l'element IRES poden presentar
diferents nivells d’expressi6. Normalment el gen transcrit davant de la seqtiéncia
IRES s’expressa més eficientment que el gen situat al darrera, ja que semblaria que la
traduccio6 iniciada a partir de I’estructura CAP del primer gen seria més efectiva que
la realitzada a partir de 1'element IRES per expressar el segon gen [Zhou i col., 1998a;
Mizuguchi i col. 2000]. A més, també és possible que 'expressi6 del gen situat davant de
I'IRES impedeixi la traduccié del gen localitzat al darrera. Per aquest motiu, es va
decidir comprovar la funcionalitat d’aquests vectors generant dues construccions
bicistroniques en les quals s’alternava la posici6 del gen egfp (enhanced green
fluorescent protein) i del gen neo” respecte la seqtiencia IRES (Fig. 5.3). Es va utilitzar el

gen egfp perque és un marcador de facil determinacio.
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Fig. 5.3- Construccions bicistroniques proposades per estudiar la funcionalitat de I’'IRES: A) pegfp IRES neo,
B) pneo IRES egfp.

5.2.1- pegfp_IRES_neo

La construccio pegfp_IRES_neo es va originar clonant el gen egfp en el Multiple Cloning
Site (MCS) del vector pIRESneo. El gen egfp es va obtenir per PCR utilitzant el vector
pIRES2-EGFP com a DNA motlle. A I’Annex I es mostra la seqtiencia del gen egfp i a
I'apartat 8.12.1 els oligonucleotids emprats com a encebadors per amplificar aquest
gen. La temperatura a la qual es va dur la hibridacié va ser de 50°C. El producte de la
PCR es va subclonar en el vector PCR2.1-TOPO (apartat 8.13.5) per posteriorment
clonar-lo en el vector pIRESneo entre les dianes Notl i BamHI del MCS (Fig. 5.4).
L’estrategia utilitzada és similar a les anteriors clonacions (veure capitol 3) i la

metodologia emprada esta descrita en el capitol de materials i metodes.
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PCMV IE Fig. 5.4- A) Representaci6 grafica de la

construccié pegfp IRES neo. B) Patro
de restriccidé del DNA plasmidic extret
de 4 colonies ampicil-lina resistent
obtingudes. El marcador emprat va ser
GeneRuler (Annex II). Es pot observar
la banda corresponent al vector
pIRESneo (5231 pb) i al gen egfp (731
pb).

z
=
—~
S
~
-
-
1
a
.
[}

pegfp IRES neo

BamHI (1652)

VS
Belll (1893)

76



Capitol 5- Estabilitat de I'expressié en I'hibridoma KB26.5

5.2.2- Vector pneo _IRES _egfp

Per crear la construccié pneo_IRES_egfp es va realitzar dues clonacions utilitzant el
vector pIRESneo com a esquelet. La primera clonacié consistia en substituir el gen
neo” del plasmidi pIRESneo pel gen egfp i generar, d’aquesta manera, el vector
PIRES_egfp. La segona clonacié es basava en introduir el gen neo” extret del vector
pIRESneo en el MCS del vector pIRES_egfp per tal d’obtenir finalment la construccié
pneo _IRES _egfp.

El gen egfp es va obtenir per PCR utilitzant el vector pIRES2-EGFP com a DNA motlle
(apartat 8.12.2). El producte de la PCR es va subclonar en el vector PCR2.1-TOPO
(apartat 8.13.5) per posteriorment clonar-lo en el vector pIRESneo digerit préviament
amb els enzims de restriccié Smal i Xbal (Fig. 5.5A).

El gen que codifica per la resisténcia a la neomicina (neo”) es va obtenir del plasmidi
pIRESneo digerint aquest vector amb els enzims de restriccié Smal i Xbal i es va dur a
terme en el vector pIRES_egfp una clonacié en extrems roms. Per realitzar aquesta
clonaci6, els extrems cohesius del gen neo” es van transformar en extrems roms
mitjancant I'enzim T4 DNA polimerasa (apartat 8.13.2) i el plasmidi pIRES_egfp es va
linearitzar amb l'enzim EcoRV el qual origina extrems roms preparats per unir-se a
l'insert. Abans de fer la lligaci6, els extrems del vector pIRES_egfp es van desfosforilar
amb l'enzim fosfatasa alcalina per evitar possibles relligacions del vector amb ell
mateix (apartat 8.13.3) (Fig 5.5B).

Per determinar I'orientaci6é del gen neo” de les colonies obtingudes es va extreure el
DNA plasmidic dels bacteris (apartat 8.10.1.1) i posteriorment es va tallar amb
I'enzim pstl (Taula 5.1). A la Fig. 5.6 es mostra el mapa de restriccié d’una construccié

plasmidica obtinguda quan el gen neo” es troba amb orientaci6 sentit.

Taula 5.1- Longitud dels fragments esperats al tallar amb I’enzim de restriccio pstl la construccio en sentit o
antisentit del gen neo".

Construccié Orientacio Fragments esperats (pb)
Sentit 4810/993/197
Antisentit 4810/628/562

pneo IRES egfp
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pneo IRES egfp
6000 bp

Fig. 5.5- Estratégia realitzada per generar la construcciéo pneo IRES egfp. A) Creaci6 del
vector pIRES_egfp. B) Obtenci6 i clonacié del gen neo’ en el MCS del vector pIRES_egfp.
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Fig. 5.6- Patr6 de restriccio del DNA d’una colonia
transformada amb una construccié sentit. El
marcador emprat va ser el GeneRuler (Annex II).
1) Fragments obtinguts després de digerir el DNA
amb l’enzim de restriccio Avall (Fragments
esperats en orientacio sentit: 222, 519, 1296, 1811,
2152 pb). 2) Fragments obtinguts després de digerir
amb 1’enzim pstl.

5.2.3- Transfecci6 del vector pegfp _IRES _neo i pneo _IRES_egfp en cel lules 293-N

Per verificar 1'expressié dels gens inserits en les construccions pegfp_IRES neo i
preo_IRES_egfp es van transfectar establement les cel lules 293-N utilitzant el reactiu
DMRIE-C (veure apartat 8.15.1). Les cel lules 293-N, a diferéncia de 1'hibridoma
KB26.5, presenten una elevada eficiencia de transfeccié (> 95%), la qual cosa va

facilitar molt aquest estudi.
En la transfecci6 es van realitzar els controls segtients:

e Control de creixement: cel lules 293-N sense transfectar en medi DMEM 10%
FCS sense G418.

e Control negatiu: cellules sense transfectar en medi DMEM 10% FCS, 1.5
mg/ml de G418.

e Control positiu: cel lules transfectades amb el vector pIRESneo original en

medi DMEM 10% FCS, 1.5 mg/ml de G418.

Els dos primers controls van permetre realitzar el seguiment de 1'evolucié del cultiu
cel lular en un medi amb i sense G418. En canvi, I'altim control va permetre
comprovar la correcta expressié de la resistencia a la G418 continguda en el vector
pIRESneo. La presencia d'un clon es pot detectar facilment, ja que les cel lules no

transfectades del cultiu moren en presencia de 'antibiotic G418. Per tant, les cel lules
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transfectades han d’expressar la resisténcia a I’antibiotic per sobreviure i a més, com
que es tracta d'una construcci6 bicistronica, simultaniament també han de produir la
proteina EGFP.

Al cap de tres setmanes es va obtenir transfectants dels diferents vectors assajats i a
l'irradiar els cultius amb llum ultraviolada, les construccions que duien la proteina
EGFP emetien fluorescencia verda. A la Fig. 57 es mostra com les cellules
transfectades amb la construccié pegfp_IRES_neo (A) expressen més eficientment la
proteina EGFP que les cel lules que han incorporat el plasmidi preo_IRES_egfp (B) ja

que totes les cel lules transfectades presentaven un elevat nivell d’expressi6é de la

proteina EGFP.

Fig. 5.7- Imatges obtingudes per microscopia
confocal (LEICA TCS 4D) després transfectar
cultius amb les construccions pegfp_IRES neo (A)
i pneo_IRES egfp (B). Les cél-lules verdes son les
que expressen la proteina EGFP.
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Aixi doncs, aquest resultat confirma el correcte funcionament de les construccions
bicistroniques i que possiblement, el gen situat davant de I'element IRES s’expressa
més eficagment que el situat darrera, tot i que aquest altim s’expressa suficientment
per sobreviure en el medi de seleccié. Per tant, en aquest treball, el gen antiapoptotic
es va clonar al davant de l'element IRES i el gen que confereix resistencia a
I’antibiotic al darrera de la seqtiéncia IRES, ja que la cel lula per sobreviure sempre

haura d’expressar el gen que li proporciona resisténcia al medi de seleccié.

5.3- Clonaci6é dels gens antiapoptotics en els vectors bicistronics pIRESneo i

pIRESpuro2

En el capitol 3 d’aquest treball s’ha mostrat que tant les proteines antiapoptotiques
cel 1ulars Bcl-2 i Bcl-x1. com els seus homolegs virics BHRF-1 i KsBcl-2 aconsegueixen
retardar I'aparici6é de 'apoptosi i que, el gen bhrf-1 és el que aporta una proteccié més
clara en els experiments de seguiment de la viabilitat del cultiu en condicions
inductores de l'apoptosi (apartat 3.5). Per tal d’estabilitzar l'expressié del gen
antiapoptotic bhrf-1 al llarg del temps, es va generar construccions bicistroniques que
duien el gen bhrf-1 situat davant de I'element IRES. També, com a control es va crear
construccions bicistroniques amb el gen cel lular bcl-2.

Per clonar els gens bhrf-1 i bcl-2 en els vectors pIRESneo i pIRESpuro?2 es va dissenyar
encebadors per amplificar per PCR aquests gens a partir de les construccions
pcDNA3_bhrf-1 i pcDNA3_bcl-2 (apartat 8121 i 8.12.2). Els productes de
I'amplificacié es van subclonar en el vector PCR2.1-TOPO (apartat 8.13.5). Per
alliberar els gens de les construccions PCR2.1_bhrf-1 i PCR2.1_bcl-2 es va digerir
aquests vectors amb enzims de restricci6 (Taula 5.2). Les dianes de restriccid
d’aquests enzims es troben a banda i banda de l'insert i provenen dels encebadors
utilitzats en les reaccions d’amplificacié del DNA. Els fragments de DNA que es van
obtenir tenien els extrems cohesius i estaven preparats per ser clonats directament en
vectors amb extrems cohesius complementaris. D’aquesta forma es van obtenir les
construccions pbhfr-1_IRES puro (Fig. 5.8), pbcl-2_IRES puro (Fig. 5.9), pbhrf-
1_IRES_neo (Fig. 5.10) i pbcl-2_IRES_neo (Fig. 5.11).
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Taula 5.2- Relacié dels enzims de restriccid6 emprats per alliberar els gens virics i linearitzar el vector
d’expressio pIRESpuro2 i pIRESneo.

Construccio Enzim Restriccio Vector Enzim Restriccio
(Construccio) d’expressio (Vector)
PCR2.1_bhrf-1 Notl pIRESneo Notl
PCR2.1_bhrf-1 EcoRI/Notl pIRESpuro2 EcoRI/Notl
PCR2.1 bcl-2 Notl/EcoRI pIRESneo Notl/EcoRI
PCR2.1 _bcl-2 EcorRI/Notl pIREspuro2 EcorRI/Notl
A B

pbhrf-1_IRES_puro
5762 bp

pbcl2_IRES puro
5897 bp

Xbal (3366)
puror
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Fig. 5.8- A) Representacid
grafica de la construccio pbhrf-
1 IRES puro. B) Patré de
restriccid6 del DNA plasmidic
de 12 colonies
ampicil-lina resistent
obtingudes. El marcador emprat
va ser GeneRuler (Annex II).
Es pot observar la banda
corresponent al vector
pIRESpuro2 (5152 pb) i al gen
bhrf-1 (610 pb).

Fig. 5.9- A) Representacio
grafica de la construccié pbcl-
2 IRES puro. B) Patr6 de
restriccid del DNA plasmidic
extret de 8 colonies ampicil-lina
resistent obtingudes. El
marcador emprat va  ser
GeneRuler (Annex II). Es pot
observar la banda corresponent
al vector pIRESpuro2 (5185 pb)
i al gen bcl-2 (712 pb).
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BgllI (13)

Notl

bhrf-1

pbhrf-1_IRES neo

5842 bp
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Fig. 5.10- A) Representacio grafica de la construccio pbhrf-1 IRES neo. B) Patr6 de restriccio del DNA d’una
colonia transformada amb una construccié sentit. El marcador emprat va ser el GeneRuler (Annex II). 1)
Alliberament del gen bhrf-1 (610 pb) després de digerir el DNA amb 1’enzim de restriccié Notl. 2) Fragments
obtinguts després de digerir amb els enzims Nhel i ECORI (fragments esperats en orientacié sentit: 502 i 5340 pb
i antisentit: 138 1 5704 pb).

Fig. 5.11- A) Representacio grafica de la construccio pbcl-2 IRES neo. B) Patr6 de restriccid del DNA
plasmidic extret de 14 colonies ampicil-lina resistent obtingudes. El marcador emprat va ser GeneRuler (Annex
I0). Es pot observar la banda corresponent al vector pIRESneo (5253 pb) i al gen bcl-2 (705 pb).

5.4- Estudis d’inhibici6 de 1’apoptosi. Experiments de retorn de la viabilitat dels

cultius.

Les construccions plasmidiques pbhrf-1_IRES neo, pbcl-2_IRES_neo, pbhrf-
1_IRES_puro, pbcl-2_IRES_puro es van transfectar a 1’hibridoma KB26.5 mitjancant la
formacié de coprecipitats adenovirus-DNA (apartat 8.15.3 i 8.15.4). També es va
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transfectar els vectors pIRESpuro2 i pIRESneo per comprovar l'expressié correcte
d’aquests plasmidis. Al cap de 3 setmanes es va obtenir transfectants de totes les

construccions assajades.

Per comprovar l'efecte protector contra l'apoptosi del gens bhrf-1 i bcl-2 es van
realitzar tot un seguit d’experiments utilitzant com a control negatiu cel lules
transfectades amb el vector bicistronic original ja que aquest no confereix a la cel 1ula
cap avantatge enfront I'apoptosi. Els experiments es van realitzar en flascons no

agitats de 25 cm? i per triplicat.

Es va determinar el perfil de creixement dels diferents cultius fent un seguiment, al
llarg del temps, de la poblaci6 cel lular en un medi DMEM al 4% FCS amb 3 mg/ml
G418 o 3 pg/ml de puromicina en funcié del transfectant obtingut. Com es pot
apreciar a la Fig. 5.12 i 5.13, les cel lules que han incorporat els gens bhrf-1 i bcl-2,
presenten a partir de les 76 hores un descens en el nombre de viables més lent que el

cultiu control, gracies als efectes protectors d’aquest gens.

20

—@— Cultiu control

- pbhrf-1_IRES_neo
16 —#— pbcl-2_IRES_neo
\

Conc. (10° cél-lules viables/ml)

0 24 48 72 96 120 144 168
temps (h)

Fig. 5.12- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb

les construccions pbhrf-1 IRES neo, pbcl-2 IRES neo i del

control negatiu en un cultiu en discontinu en medi DMEM al 4%
FCS i3 mg/ml de G418.
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Fig. 5.13- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb
les construccions pbhrf-1 IRES puro, pbcl-2_IRES puro i del
control negatiu en un cultiu en discontinu en medi DMEM al 4%
FCS i 3 pg/ml de puromicina.

Per verificar I'expressi6 dels gens bhrf-1 i bcl-2 transfectats es va extreure una mostra
dels diferents cultius i es va determinar la preséncia del mRNA d’aquest gens
mitjangant la técnica de reaccié en cadena de la polimerasa amb transcripci6 inversa
prévia (RT-PCR) (veure apartats 8.10.3 i 8.12.3 del capitol de materials i metodes).
Aquesta técnica permet amplificar selectivament el nombre de copies del cDNA d’un
gen determinat a partir del seu propi mRNA. D’aquesta manera es pot saber si la
cel lula esta expressant aquest gen. A l'apartat 8.12.1 es mostra els oligonucleotids
utilitzats com a encebadors per amplificar els mRNAs dels gens antiapoptotics. Per
tal de distingir 1'expressié del bcl-2 endogen del bcl-2 procedent de la construccio
bicistronica es va dissenyar uns encebadors que amplificaven un fragment de 710 pb

compres entre la part final del gen bcl-2 i la part inicial de la seqtiéncia IRES (Fig.

5.14).

Encebador
bel-2 - ) IRES

= e o
l Encebador

tF agment DNA

T

Fig. 5.14- Estratégia emprada per comprovar 1’expressio del gen bcl-2. Els
encebadors utilitzats estan descrits en 1’apartat 8.12.1.
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La temperatura a la qual es va dur a terme la sintesi del cDNA de cada gen en la RT-
PCR i la temperatura d’hibridacié va ser de 50 °C en ambdos casos. Tal i com es pot

veure a la Fig. 5.15 es va detectar I'expressio dels gens antiapoptotics.

Fig. 5.15- Determinacié de I’expressio dels gens bhrf-1 i bcl-2. El
marcador emprat va ser GeneRuler (Annex II). Es pot observar la
banda corresponent a: 1- fragment bcl-2+IRES del transfectant pbcl-
2 IRES neo, 2- bhrf-1 del transfectant pbhrf-1 IRES puro, 3- bhrf-1
del transfectant pbhrf-1 IRES neo. 4- fragment bcl-2+IRES del
transfectant pbcl-2 IRES puro. També com a control negatiu es va
realitzar RT-PCRs de cél'lules d’hibridoma sense transfectar amb els
diferents oligonucleodtids emprats. En cap dels casos es va observar la
@ banda corresponent al gen bcl-2 i al gen bhrf-1.
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-
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Per corroborar l'efecte protector de les proteines BHRF-1 i Bcl-2, els diferents
transfectants es van cultivar en medi DMEM amb un 4% FCS, 3 mg/ml de G418 o
3pg/ml de puromicina, sense glutamina i un inocul inicial de 7.5 x 10° cel 1ules/ml.
L'experiment es va realitzar per triplicat i es van agafar mostres cada 24 hores per tal
de fer el seguiment de la concentraci6 de cel lules viables, 'analisi per citometria de
flux del percentatge de cél lules anexina positives i la visualitzacio6 de la fragmentacio

del DNA en gels agarosa.

A la Fig. 516 es mostra l'evolucié de la concentraci6 de cellules viables dels
diferents cultius. Es pot apreciar com els cultius amb les cel lules transfectades amb
els gens bhrf-1 i bcl-2 pateixen un descens del nombre de viables més lent que el
cultiu control. També es pot observar com a partir de les 42 hores el nombre de
cel 1ules viables disminueix molt drasticament en els cultius amb els transfectants del
bcl-2 i en el cultiu control, mentre que els cultius amb els transfectants del bhrf-1
encara mantenen aproximadament el 85% de viabilitat, demostrant clarament el

potent efecte inhibidor de I'apoptosi de la proteina BHRF-1.

86



Capitol 5- Estabilitat de I'expressié en I'hibridoma KB26.5
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Fig. 5.16- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades
amb les construccions pbhrf-1 IRES neo, pbcl-2 IRES neo,
pbhrf-1 IRES puro, pbcl-2_IRES_puro en medi DMEM 4%
FCS, 3 mg/ml G418 o 3ug/ml puromicina sense glutamina.

Si s'observa el percentatge de cel lules anexina positives (Fig. 5.17) a les 24 i 48 hores,
els cultius dels transfectants tant del bhrf~1 com del bcl-2 mostren un percentatge de
cel lules anexina positives inferior al cultiu control. Aquesta diferéncia és més
evident en el cas de les cel lules transfectades amb el gen bhrf-1 ja que aquests cultius
presenten aproximadament un 24% de cel lules apoptotiques a les 24 hores i un 45%
a les 48 hores, mentre que el cultiu control presenta un 48% i un 93% a les 24 i 48
hores respectivament. Aquest resultat confirma una altra vegada la gran capacitat

que té la proteina BHRF-1 de protegir les cel lules contra 1’apoptosi.

100
I Control negatiu

[ pbhrf-1_IRES_neo
I pbcl-2_IRES_neo

go 4 [ pbhrf-1_IRES_puro
[ pbcl-2_IRES_puro
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% ceél-lules anexina-positives
H

20 4

72
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Fig. 5.17- Evolucié del percentatge de cél-lules anexina
positives presents en els cultius transfectats amb les
construccions pbhrf-1_ IRES neo, pbcl-2 IRES neo, pbhrf-
1 IRES puro, pbcl-2_IRES_puro en medi DMEM 4% FCS, 3
mg/ml G418 o 3pg/ml puromicina sense glutamina.
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Per tal de visualitzar el processament endonucleotidic del DNA que es déna en
estadis mitjanament avancats de 1'apoptosi, es va extreure a les 24, 48 i 72 hores el
DNA genomic dels cultius anteriors sotmesos a condicions d’exhauriment de
glutamina. A la Fig. 5.18 es pot veure com tots els cultius excepte el que expressa el
gen bhrf-1 presenten a les 24 hores una clara fragmentacié del DNA en patr6 d’escala,
sense que es pugui apreciar cap diferencia significativa entre ells. A les 48 i 72 hores
tots els cultius tenen tot el DNA genomic fragmentat excepte el del bhrf-1 que encara

conserva DNA intacte, mostrant de nou la capacitat protectora del gen bhrf-1.
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Fig. 5.18- Visualitzaci6 de la fragmentacio del DNA. Fotografia de quatre gels d’agarosa en els quals s’ha fet
migrar mostres extretes dels diferents cultius en medi DMEM 4% FCS, 3 mg/ml G418 o 3 pg/ml puromicina,
sense glutamina: 1- transfectant pbhrf-1 IRES neo a les 24 hores, 2- transfectant pbhrf-1 IRES neo a les 48
hores, 3- transfectant pbhrf-1 IRES neo a les 72 hores 4- transfectant pbcl-2 IRES neo a les 24 hores 5-
transfectant pbcl-2 IRES neo a les 48 hores, 6- transfectant pbcl-2_IRES puro a les 24 hores, 7- transfectant
pbcl-2_IRES_puro a les 48 hores, 8- transfectant pbhrf-1 IRES puro a les 24 hores, 9- transfectant pbhrf-
1 IRES puro a les 48 hores, 10- transfectant pbhrf-1 IRES puro a les 72 hores, 11- cultiu control a les 0 hores

12- cultiu control a les 24 hores, 13- cultiu control a les 48 hores. En tots els cultius a les 24 hores encara queda
DNA genomic intacte.

També, es va voler determinar fins a quin punt l'acci6 de les proteines
antiapoptotiques podia permetre recuperar la viabilitat dels cultius després de
determinats periodes de condicions desfavorables. Per aquest motiu es va preparar
un experiment amb els diferents transfectants cultivats en medi sense glutamina que,
després de diferents intervals de temps (12, 24, 48 i 72 h), es tornaven a cultivar amb
glutamina i s’observava si la viabilitat es recuperava de nou. Com a cultiu control es
va utilitzar cel lules d’hibridoma transfectades amb el vector bicistronic pIRESneo.
Els resultats obtinguts mostraven que els transfectants que expressen el gen bhrf-1 es
recuperen fins a les 72 hores de cultiu en condicions inductores de 1'apoptosi. En

canvi, els que expressen el gen bcl-2 es recuperen fins a les 24 hores (Taula 5.3).
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Aquest fet és molt important, ja que si es produeix qualsevol pertorbaci6é en el
bioreactor que indueixi 1'apoptosi és possible recuperar els cultius que expressin el
gen bhrf-1 i el gen bcl-2 aproximadament 72 i 24 hores respectivament després
d’haver-se produit I'alteracié. En canvi, una poblacié no modificada geneticament, la
recuperacié del cultiu només és possible fins a 12 hores després d’haver-se induit
"apoptosi.

Taula 5.3- Recuperaci6 de la viabilitat de les mostres extretes a diferents intervals de temps dels diferents cultius

assajats: (+) cultiu que creix en medi amb glutamina (cultiu recuperat), (-) cultiu que es mor en medi amb
glutamina (cultiu no recuperat).

Temps (hores)
Cultius 12 24 48 72
Ceél-lules transfectades pbhrf-1 IRES neo + + + +
Ceél-lules transfectades pbcl-2_ IRES neo + + - -
C¢l-lules transfectades pbhrf-1 IRES puro + + + +
Cél-lules transfectades pbcl-2 IRES puro + + - -
Cultiu control + - - -

A la Fig. 5.19 es pot observar la recuperacié d"un cultiu amb ceél lules transfectades
amb el gen bhrf-1 sotmes a condicions de manca de glutamina durant 24, 48 i 72
hores. Com es pot apreciar, les céllules sotmeses a condicions inductores de
'apoptosi durant 72 hores triguen més temps a recuperar-se que les sotmeses durant

24 hores, concretament, es comencen a recuperar 72 hores després de l'addici6é de

glutamina.
15.0 - —#— Recuperaci6 a partir de 24 h
' A - Recuperacié a partir de 48 h

g —@— Recuperacio a partirde 72h
»12,5

Q

Q

S

>

10,0

Q

=

QY75
n

o

)

S 5,0 A

c

)

(@]

2,5 A
0,0 T T T T

0 24 48 72 96 120

temps (h)

Fig. 5.19- Corbes de creixement de les cél-lules
transfectades amb la construcci6 pbhrf-1 TIRES neo en un
medi optim, després d’haver estat privades de glutamina
durant 24, 48 i 72 hores.

&9



Capitol 5- Estabilitat de I'expressié en I'hibridoma KB26.5

Els experiments anteriors permeten concloure que 1'expressié del gen bhrf-1 té un
efecte molt significatiu sobre la inhibici6 de l’apoptosi en 1’hibridoma KB26.5,
corroborant els resultats obtinguts amb les construccions monocistroniques pCDNA3
(capitol 3). Tot i aixi, si es comparen aquestes dades amb les obtingudes amb les
construccions pcDNA3 es poden observar diferéncies importants, sobretot pel que fa
a la protetna BHRF-1. En condicions inductores de l'apoptosi, les cellules
transfectades amb la construccié bicistronica bhrf-1 presenten un descens en la
viabilitat del cultiu més lent, a les 42 hores encara hi ha un 85% de ceél lules vives
mentre que les cel lules que incorporen la construccié pcDNA3_bhrf-1 tenen només
un 33% de viabilitat cel lular (veure Fig. 5.16 i Fig. 3.20 del capitol 3). A més, el cultiu
transfectat amb el plasmidi bicistronic bhrf-1 es pot recuperar després de 72 hores
d’estar sotmes a condicions desfavorables, en canvi, el cultiu transfectat amb el
vector monocistronic bhrf-1 ho fa només fins a les 48 hores de cultiu (Taula 5.3 i Taula
3.5 del capitol 3). Aquest fet va fer pensar que molt probablement els vectors
bicistronics permeten la integracié del gen clonat en regions amb elevada taxa de
transcripcio.

Un altre aspecte a destacar dels experiments anteriors és que no s observen
diferéncies significatives entre les construccions bicistroniques que duen la
resistencia a la puromicina o a la G418, per tant, qualsevol d’aquests marcadors de
selecci6 és valid. Per tant, els vectors bicistronics pIRESpuro2 i pIRESneo sén una
eina molt Gtil per modificar genéticament les cél lules animals. Malauradament, 1'as
d’aquests vectors per volums de cultiu a escala de bioreactor resulta inviable
economicament, ja que 1'addicié d’antibiotic al medi de cultiu encareix molt el procés
de produccié. Per exemple, el fet d’afegir una concentracié de 3 mg/ml de G418 al
medi de cultiu suposa una augment del cost del medi d’aproximadament 290€ per
litre. Per aquest motiu, una alternativa seria generar un vector bicistronic que, enlloc
de dur com a marcador de selecci6 una resisténcia a un antibiotic, dugui un gen que
permeti suplir una auxotrofia, com per exemple la glutamina sintetasa. La glutamina
sintetasa és un enzim que permet sintetitzar glutamina a partir d’acid glutamic, per

tant, aquelles cel lules que incorporin la glutamina sintetasa sobreviuran en abséncia
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de glutamina al medi de cultiu mentre que les cel lules que no adquireixin el vector

moriran per apoptosi induida per manca de glutamina al medi de cultiu.

5.5- Estabilitat de 1'expressi6 de les construccions bicistroniques en 1'hibridoma

KB26.5

Per comprovar l'expressi6é sostinguda del gens clonats al llarg del temps i d’aquesta
. , . , . . e
manera, confirmar 1’estabilitat en 1'expressi6 de les construccions bicistroniques es va

preparar un experiment amb els cultius segtients:

1. Cultiu amb cel lules transfectades amb la construccié pbhrf-1_IRES_neo.

2. Cultiu amb cel lules transfectades amb la construccié pbcl-2_IRES_neo.

3. Cultiu amb ceél lules transfectades amb la construccié pegfp_IRES_neo. Per
transfectar les cel lules d’hibridoma KB26.5 amb aquesta construcci6 es va fer
servir el metode de la formaci6 de coprecipitats adenovirus-DNA (veure
apartat 8.15.3), perd en aquest cas, I'adenovirus utilitzat duia el marcador

LacZ enlloc de la EGFP.

L’experiment proposat consistia en fer un seguiment de la viabilitat dels cultius,
quan després d'un cert nombre de resembres, les cel lules eren exposades de nou a
condicions inductores de l'apoptosi. En el cas del cultiu amb les cellules
transfectades amb la construccié pegfp_IRES_neo el seguiment es va realitzar per
fluorescencia. Els cultius es van resembrar cada 2-3 dies en flascons no agitats amb 10
ml de medi DMEM al 4% FCS sense G418 i amb un inocul inicial de 2x105 cel lules
viables/ml. Per induir I'apoptosi, les cél lules es van cultivar en medi DMEM al 4%

FCS sense glutamina.

A la Fig. 5.20 i 5.21 es mostra l'evolucioé de la concentracié de cel lules viables dels
cultius amb els transfectants del bcl-2 i del bhrf-1 al cap de 6, 26, i 46 resembres. En
ambdos cultius es pot observar com, al llarg del temps, els transfectants no perden la
capacitat de protegir-se contra l’apoptosi confirmant I'estabilitat d’aquestes

construccions.
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Fig. 5.20- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades
amb el gen bcl-2 en un cultiu en discontinu en medi DMEM
al 4% FCS sense glutamina al cap de 6, 26 1 46 resembres.
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Fig. 5.21- Perfil de creixement de les cél-lules transfectades amb
el gen bhrf-1 en un cultiu en discontinu en medi DMEM al 4%

FCS sense glutamina al cap de 6, 26 i 46 resembres.

92

A la Fig. 5.22 es mostra les fotografies obtingudes per microscopia confocal del
cultiu transfectat amb la construccié pegfp_IRES_neo al cap de 6 i 46 resembres. Es pot
veure que les cel lules transfectades no deixen d’expressar la proteina EGFP al llarg
del temps. També es pot apreciar diferents nivells d’expressié de la proteina EGFP
entre els diferents clons obtinguts i per tant, en funci6é del tipus d’estudi que es

vulgui realitzar caldra dur a terme una posterior selecci6é de clons individuals. Tot i
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aixi, els estudis realitzats per Figueroa i els seus col laboradors han mostrat que
nivells d’expressi6 baixos dels gens antiapoptotics son suficient per protegir les
cel lules contra I'apoptosi [Figueroa i col., 2006]. En aquest treball, donat que es tractava
d’avaluar l'efecte contra l'apoptosi de gens candidats, sempre s’ha treballat amb

poblacions clonals.

Fig. 5.22- Imatges obtingudes per microscopia confocal (LEICA TCS 4D)
del cultiu amb els transfectants pegfp IRES neo al cap de 6 (A) i 46 (B)
resembres.

Per tant, aquests resultats confirmen 1’estabilitat de les construccions bicistroniques.
Un altre fet que cal constatar és que les cél lules expressen establement el gen
d’interés sense la necessitat d’addicionar antibiotic al medi de cultiu ja que, al llarg
del temps, els cultius anteriors han estat cultivats en medi sense antibiotic i no han
perdut la capacitat de protegir-se contra 1'apoptosi (veure anteriors Fig. 5.20 i Fig.
5.21). Aquesta dada és molt important, sobretot, quan es treballa en grans volums de
cultiu propis dels bioreactors, ja que tal i com s’ha comentat anteriorment 1'addici6
d’antibiotic al medi de cultiu faria inviable el procés. Gracies a aquest resultat es
descarta la generacié d'un vector bicistronic que contingui el gen de la glutamina

sintetasa com a marcador de seleccid.

5.6- Efecte de l'expressié de les construccions bicistroniques sobre la produccid

d’anticos
Un cop conegut els nombrosos avantatges que proporcionen les construccions

bicistroniques es va voler veure quina influéncia tenia I'expressi6 estable d’aquestes

proteines sobre la produccié d’anticossos mococlonals. Aixi doncs, es va realitzar un

93



Capitol 5- Estabilitat de I'expressié en I'hibridoma KB26.5

experiment amb les cel lules transfectades amb la construccié pbhrf-1_IRES_neo, pbcl-
2_IRES_neo, pbhrf-1_IRES_puro i pbcl-2_IRES_puro. Com a control es va utilitzar les
cel lules transfectades amb el vector pIRESneo. Els diferents cultius es van fer creixer
en flascons no agitat amb 10 ml de medi DMEM al 4% FCS i 3 mg/ml de neomicina o
3 pg/ml de puromicina. Es va agafar mostra a les 57 i 95 hores després de l'inici del
cultiu per analitzar l'activitat de Il’anticos monoclonal mitjancant el test

d'’hemoaglutinacié en placa (apartat 8.8, materials i metodes).

Al realitzar l'analisi, es va veure que els cinc cultius assajats hemoaglutinaven a la
mateixa dilucié (1/32), i presentaven, doncs, una activitat d’anticos monoclonal
similar. A més, si s'observava el nombre de cel lules vives a les 57 i 95 hores de
cultiu, i la quantitat d’anticos monoclonal obtinguda fent una estimacié aproximada
entre l'activitat i la quantitat (Taula 5.4), es va veure com a les 57 hores els diferents
cultius presenten una produccié especifica similar, mentre que a les 96 hores, el
cultiu control presenta una produccié especifica més elevada en comparacié als altres
cultius (Taula 5.4). Segurament, aquesta diferéncia podria explicar-se pel fet que a les
96 hores les cel lules d"hibridoma pateixen apoptosi i es comencen a llisar, alliberant
el seu contingut citoplasmatic a I'exterior, mentre que les cel lules que incorporen els
gens antiapoptotics romanen intactes, motiu pel qual s’observa més produccié
especifica en el cultiu control [Mohan i Lyddiatt, 1991]. A més a més, si es compara les
dades dels cultius que incorporen el gen bcl-2 i les dels cultius que duen el gen bhrf-1
(Taula 5.4), també es pot observar una produccié especifica més elevada en el cas
dels transfectant del bcl-2 ja que la proteina BHRF-1 és més efectiva que Bcl-2 per

retardar l'aparicié de 1'apoptosi.
Tots aquests resultats van posar de manifest que 1'expressié dels gens antiapoptotics

no afecta la produccié d’anticos monoclonal ja que els diferents cultius presenten la

mateixa activitat d’anticos monoclonal.
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Taula 5.4- Concentracié d’anticos monoclonal, concentracié cel-lular, i produccidé especifica d’anticos per
cellula (Pesp.) a les 57 1 95 hores de cultiu. Per calcular la quantitat d’anticos monoclonal es suposa que una
dilucio 1/64 equival a 30 pg/ml d’anticos monoclonal i que per tant, una dilucio 1/32 equival a 15 pg/ml
d’anticos monoclonal.

Temps (hores)

Cultius 57 hores 93 hores

Ve | Cone.Cel. | Pesp. one | Cone.Cel. | Pesp.

(ug/ml) (cels/ml) | (pg/cels) (ug/ml) (céls/ml) (pg/Cels)
ng;l;}ﬂf&?;fﬁsdes 15 14.1 1.064 15 12.7 1.181
Eii'zl.‘il_eféﬁélﬁ?ad“ 15 14.9 1.007 15 11 1.364
ggzijli—lleiltlr{agssicﬁjes 15 135 | L1l 15 12.8 1172
EZizlilffﬁfEaSiifﬁides 15 14.3 1.049 15 9.5 1.579
gléliéuslzz (‘Eransfectades 15 144 | oan s . o

5.7- Valoracio final

A partir dels resultats obtinguts en els experiments anteriors s’ha pogut constatar
que els vectors bicistronics sén una bona eina per modificar geneticament les
cel lules animals ja que per una banda, permetent una integracié6 adequada del
fragment de DNA clonat i per l'altra, garanteixen la generaci6 de linies cel lulars que
expressin establement el gen d’interés.

Els experiment de proteccié de I'apoptosi induida per exhauriment de glutamina en
cultius transfectats amb les construccions bicistroniques BHRF-1 i Bcl-2 han
evidenciat novament la capacitat protectora d’aquestes proteines i a més a més, a
diferencia de les construccions pcDNA3, s’ha aconseguit relentir encara més la
disminucié de la viabilitat cel lular provocada per la manca de nutrients al medi de
cultiu (Fig. 5.23) i recuperar la viabilitat de cultius que havien estat sotmesos a
condicions inductores de l'apoptosi durant 72 hores. Aquest fet fa pensar que molt
probablement aquests vectors afavoreixen la integracié del gen clonat en alguna zona
dels cromosomes amb elevada taxa de transcripcié ja que en funci6 de la regi6é del
genoma on es produeixi la integracio, les seqtiéncies transfectades poden ser més o

menys expressades.
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~A-- pbhrf-1_IRES_neo
— —-A —  pcDNA3_bhrf-1
8 - —— Cultiu control

Conc. (10° cél-lules viables/ml)

temps (h)

Fig. 5.23- Comparacié del perfil de creixement d’un cultiu
transfectat amb la construccié bicistronica pbhrf-1_IRES_neo i
d’un cultiu amb la construccié monocistronica pcDNA3_bhrf-1
en medi DMEM al 4% FCS, 3 mg/ml G418 sense glutamina.

A més a més, els experiments d’estabilitat temporal de les construccions
bicistroniques han posat de manifest que aquests vectors permeten una integracié
estable del gen d’interés al llarg de temps, ja que al cap de 46 resembres, les cel lules
transfectades no han perdut la capacitat de protegir-se contra 1'apoptosi, cosa que no
succela amb les construccions pcDNA3 (apartat 3.6, capitol 3).

Per tant, I'4s de vectors bicistronics és una opcié molt efectiva a 'hora de garantir la
integraci6 i I'estabilitzacié del missatge genétic.

Un altre aspecte que s’ha pogut observar és que una vegada obtinguts els clons,
aquests expressen establement el gen d’interés sense la necessitat d’exercir una
seleccié constant amb antibiotic. Aquest fet és fonamental, sobretot quan es treballa
amb volums de cultius propis d"un bioreactor ja que 'addici6é d’antibiotic al medi de
cultiu faria del tot inviable economicament el procés.

A T'hora d’obtenir un millor rendiment en el procés de produccié d’anticossos
monoclonals, 'estrategia de cultiu també és un factor clau. Tot i que el cultiu en
discontinu és el sistema més estes des del punt vista industrial, basicament per la
seva simplicitat, és clarament suboptim, ja que al llarg del temps, la composicié del
medi varia en funcié dels nutrients consumits i dels subproductes produits per les

reaccions metaboliques cel lulars, i a conseqiiencia d'aquestes variacions en el medi,
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el creixement cel lular és limitat i assolida una certa densitat cel lular, el cultiu entra
en una fase irreversible de mort cel lular. Per aquest motiu, és fonamental veure com
es comporten els hibridomes modificats geneticament en sistemes en continu, com el
cultiu en perfusié. El cultiu en perfusié és l'alternativa més adequada a 1'hora
d’obtenir cultiu de cellules animals amb altes densitats cel lulars i productivitats
especifiques més elevades, ja que, en aquest sistema es subministren els nutrients a
les cel lules i s’eliminen els subproductes cel lulars de manera constant, reproduint
millor les condicions en les quals les cel lules subsisteixen in vivo. De totes maneres,
fins i tot en els cultius en perfusid, com a conseqiiencia de les elevades densitats
cel lulars assolides, s’arriba a situacions de limitaci6é d’algun dels nutrients essencials
per la cellula, iniciant-se aixi inevitablement la mort cel lular que condueix a la
pérdua del cultiu [Tints, 1999; Gamez, 2000]. Per aixo, és imprescindible avaluar 1'efecte
de I'expressi6 dels gens antiapoptotics quan les cel lules sé6n cultivades en sistemes
en perfusio, ja que es podria millorar la productivitat i I'eficiencia d’aquest procés.
Els resultats obtinguts amb aquest sistema de cultiu estan descrits detalladament al

capitol segtient (capitol 6).
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6-CULTIUS IN VITRO D’HIBRIDOMES MODIFICATS
GENETICAMENT EN SISTEMES EN CONTINU

6.1- Estratégies de cultiu per a cél lules animals

Tal i com s’ha mostrat en els capitols anteriors, I'aplicacié d'una estratégia genetica
basada en I'expressié de gens inhibidors de I'apoptosi en cultius in vitro de cel lules
d’hibridoma ha permeés retardar de manera molt efectiva l'aparicié de la PCD i
recuperar cultius que havien estat sotmesos a condicions inductores de 'apoptosi
durant 72 hores. A més, la utilitzacié6 de vectors bicistronics ha permeés assegurar
I'estabilitat dels missatges clonats al llarg de temps. Aquest fet és especialment
important quan es duen a terme processos de llarga durada, ja que evita una
reduccié progressiva dels nivells d’expressi6 de la proteina d'interes. Per tant, gracies
a les modificacions genetiques realitzades en I'hibridoma KB26.5, s’ha aconseguit
mantenir la viabilitat i la productivitat del cultiu durant més temps, augmentant,
d’aquesta manera, el rendiment del procés. Un altre aspecte a tenir en compte per
millorar el rendiment d’un procés és I'estratégia de cultiu emprada. El cultiu es pot

dur a terme de diferents formes:

El cultiu en discontinu (Batch) (Fig. 6.1a) [Sanfeliu, 1995] és un procediment simple
que consisteix en inocular les cel lules en un bioreactor amb un medi optim de
creixement. Al llarg del temps, la composicié del medi varia en funcié dels nutrients
consumits i dels subproductes produits per les reaccions metaboliques cel lulars. A
conseqiiencia d'aquestes variacions en el medi, el creixement cel lular és limitat i
assolida una certa densitat cel lular, el cultiu entra en una fase irreversible de mort

cel lular.

En el cultiu discontinu alimentat (Fed-batch) (Fig. 6.1b) [Casablancas, 2000; Xie i Wang,

2006], els nutrients necessaris es van addicionant al llarg del temps. L’addicié
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progressiva d’algun dels nutrients del medi al llarg del cultiu permet eliminar
possibles problemes derivats de la inhibicié per substrat o 1'exhauriment d’algun
nutrient, o bé controlar la generacié d'un subproducte toxic. Malgrat 1’addicié de
nutrients, la poblacié cel lular acaba morint per 'acumulacié de metabolits toxics
produits per la propia cel lula. Amb aquest sistema es regula millor el creixement
cel lular, assolint una densitat cel lular final més gran que el cultiu en discontinu,

gracies al manteniment del cultiu durant més temps.

En el cultiu continu (Fig. 6.1c) [Sanfeliu, 1995], el medi és subministrat i extret de forma
constant per tal de mantenir el cultiu en estat estacionari, sense canvis en la
concentraci6 cel lular ni en la composicié del medi al llarg del temps. Donat que es
regula 'aportacié de nutrients a la cél ula i s’evita 'acumulacié de subproductes
cel lulars, s’allarga la durada dels cultius durant mesos. L'inconvenient d’aquest
sistema és que la concentracio6 cel lular és més baixa que en un cultiu en discontinu
donat que s’eliminen cel lules en la sortida del bioreactor, el producte obtingut és

molt diluit i I’estat estacionari és molt inestable ja que pot sofrir pertorbacions.

En el cultiu en perfusié (Fig. 6.1d) [Tints, 1999], el medi també és subministrat i extret
de forma continua en el bioreactor, perd a diferencia del cultiu en continu, les
cel lules estan retingudes a l'interior del bioreactor, cosa que permet treballar a
velocitats de diluci6 més elevades i per tant, aconseguir concentracions cel lulars i
productivitats molt més grans que les obtingudes en cultius en discontinu. De totes
maneres, al llarg del temps al haver-hi concentracions cellulars elevades,
s’assoleixen condicions limitants, en particular, pel que fa al subministrament
d’oxigen i, com a conseqiiéncia, una part de les cel lules entren inevitablement en

una fase de mort cel lular.
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Fig. 6.1- Comparacié esquematica dels perfils tipics de creixement de cél-lules animals en funci6 de la forma
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en qué es du a terme el cultiu. La ‘X’ de I’eix de les abscisses representa la concentracio de cél-lules.

Tot i que en el cultiu en continu es subministren els nutrients a les cel lules i
s’eliminen els subproductes cel lulars de manera constant, la baixa densitat cel lular

assolida i I’elevat cost de purificacié del producte obtingut, el fan poc adequat per a
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la producci6 a escala industrial. Per aquest motiu, els sistemes de cultiu en
discontinu, discontinu alimentat o perfusié sén una opcié interessant, ja que s’obté
una concentraci6 cel lular més elevada malgrat que la poblaci6 cel lular acabi entrant

en una fase irreversible de mort cel lular (Fig. 6.2 i Fig. 6.3).

4.5 prrrr T T IRERER T TTTTTT TTTTTT TTTTTT TTTTTT TTTTTT TTTTTT 71 4.5

40 F fase fase - 4.0
. fed-batch ]

Conc. (108 cel-lules viables/ml)

temps (h)

Fig. 6.2- Evolucio de la concentracid de cel-lules viables
d’un cultiu en discontinu alimentat (®) i en discontinu
(O) de celllules d’hibridoma KB26.5 [Casablancas,

2000].
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Fig. 6.3- Evolucid de la concentraci6 de cel-lules viables d’un cultiu en
discontinu, discontinu alimentat i en perfusié de cél-lules d’hibridoma
KB26.5. Es pot veure com el cultiu en discontinu i el cultiu en
discontinu  alimentat  assoleixen una  concentraci6  cel-lular
d’aproximadament 2 x 10° cél-lules/ml i 4 x 10° cél-lules/ml
respectivament, mentre que el cultiu en perfusié pot arribar a 1.5 x 10’
cel-lules/ml. També es pot observar que la diferéncia de durada dels
cultius també és notable: un cultiu en discontinu pot durar de I’ordre de
72 h, un discontinu alimentat 144 h, i un cultiu en continu amb perfusio
pot durar més de 300 h [Casablancas, 2000; Gamez, 2000].
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Tal i com es pot veure en l'anterior Fig. 6.3 el cultiu en perfusi6 és el sistema més
adequat per produir anticossos monoclonals ja que permet allargar molt la durada
del cultiu i obtenir elevades concentracions cel lulars. Tot i aixi, de la mateixa manera
que succeeix en els cultius en discontinu i discontinu alimentat, en el cultiu en
perfusié també es produeix una limitaci6 de nutrients que condueix a la mort per
apoptosi de les cel lules [Tinto, 1999]. Les elevades concentracions cel lulars assolides
en aquest sistema provoca que els nutrients i I'oxigen esdevinguin limitants i que, al
llarg del temps s’assoleixi un estat estacionari, en el que la concentracié de cel lules
viables es manté estable degut a I'equilibri entre el percentatge de cel lules que es
poden dividir i el de les que entren diariament a la fase de mort i conseqiientment, es
van acumulant a I'interior del bioreactor.

Per aquest motiu, en aquest cas és fonamental avaluar I'efecte de 1'expressié dels
gens antiapoptotics, ja que si s’evités 'entrada dels hibridomes en la fase de mort
cel lular, es podria millorar molt la productivitat i I'eficiencia del procés. Donat que
el cultiu en perfusi6 és la millor estratégia per aconseguir augmentar
considerablement la produccié d’anticossos monoclonals, es va decidir dur a terme
un cultiu en perfusié amb cel lules d’hibridoma KB26.5 modificades geneticament
amb el gen bhrf-1 per tal de veure si s’evitava 'entrada dels hibridomes a la fase de
mort cel lular i d’aquesta forma, millorar encara més el rendiment del procés.

Un altre aspecte que cal tenir en compte a I'hora de treballar en cultius en perfusi6 és
que el fet d’operar en continu durant periodes molt llargs de temps, augmenta la
probabilitat que el procés quedi afectat per causes accidentals com ara talls en el
subministrament electric, d’aigua, etc. Per aquest motiu, paral lelament al cultiu en
perfusio, es va realitzar un cultiu en continu amb les cellules d’hibridoma
transfectades amb el gen bhrf-1 per tal de veure que succeia quan es provocava un
accident, que en aquest cas era l'aturada de 'alimentaci6 del sistema. Tot i que el
cultiu en continu no és un procés factible a nivell industrial, com a conseqtiencia de
la baixa densitat cel lular assolida i 1’elevat cost de purificaci6é del producte obtingut,
és un bon sistema per estudiar la influencia de canvis en les condicions de cultiu
sobre el creixement cel 1ular, el consum de nutrients i la produccié de metabolits. Els

diferents estats estacionaris que es poden anar assolint en un cultiu en continu
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permeten avaluar el comportament de les cel lules en unes condicions concretes, que
no varien amb el temps, a diferencia dels cultius en discontinu i en discontinu

alimentat.
6.2- Cultiu en continu

Tal i com s’ha comentat anteriorment, per tal de veure si I'expressi6 del gen bhrf-1
permetia recuperar cultius que, per raons accidentals o per limitacions fisiques del
sistema, es veien sotmesos a condicions inductores de 'apoptosi es va portar a terme
un cultiu en continu amb cel lules d’hibridoma transfectades amb la construccié
pbhrf-1_IRES_neo. Al llarg del cultiu es van provocar una serie d’interrupcions en
'alimentacié del sistema per engegar el procés d’apoptosi. Com a control, es va
utilitzar cél lules d’hibridoma transfectades amb el vector nadiu ja que no conferia a
la cel lula cap avantatge enfront 1’apoptosi. El cultiu en continu es van portar a terme
en flascons agitats amb un volum de treball de 100 ml (apartat 8.4.1.2.2). La durada
del cultiu va ser de 37 dies i es van efectuar una serie d’aturades en I’alimentacié del
sistema que van durar 24, 48 i 72 hores. Les cellules es van inocular a una
concentraci6 de 2 x 105 cel lules/ml i es van deixar créixer en discontinu fins assolir a
les 72 hores una concentracié de 12.2 x 105 cel lules/ml en el cas del cultiu transfectat
amb el gen bhrf-11i de 12.4 x 105 cel lules/ml pel cultiu control (Fig. 6.4A(a)). A partir
de les 72 hores, es va comencar a alimentar el sistema amb medi fresc amb 10 mM de
glucosa i 3 mM de glutamina (Fig. 6.4A(b)). Les concentracions de glucosa i
glutamina emprades s6n les minimes per garantir que, en els estats estacionaris, les
cel lules es trobin al llindar de la limitacié de nutrients i d’aquesta manera, poder
veure una resposta clara a la pertorbacié6 que s’efectua. La velocitat de dilucié
utilitzada al llarg del cultiu va ser de 0.016 h', el que es correspon a un temps de
residencia de 62.5 hores.

A la Fig. 6.4A es pot veure que quan es comenca a alimentar els cultius, el nombre de
cel lules vives en els dos cultius augmenta fins assolir un nivell estable al voltant de
16.4 x 10° cel lules/ml i que les cel lules han consumit practicament tota la glucosa i la
glutamina. Després de la primera pertorbacié (Fig. 6.4A(c)), la concentraci6 cel lular

del cultiu transfectat amb el gen bhrf-1 roman constant, mentre que en el cultiu control
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decreix assolint un valor de 12.8 x 10° cel lules/ml. Al restablir 1'alimentacié del
sistema, el cultiu control és incapag de recuperar-se, en canvi el cultiu que du el gen
bhrf-1 ho fa rapidament. Al cap de la segona (Fig. 6.4A(d)) i tercera pertorbacié (Fig.
6.4A(e)), el cultiu transfectat amb el gen bhrf-1 també es recupera, perd a mesura que la
pertorbaci6 és més llarga la recuperacié és més lenta, confirmant els resultats obtinguts
en els experiments de recuperacié (veure apartat 5.4), a on es veia que les cel lules que
expressaven el gen bhrf-1 es podien recuperar després d’haver estat sotmeses durant
24,48 1 72 hores a condicions d’exhauriment de glutamina, perd que la recuperacio era
més lenta com més llarg era el temps d’exposicié a condicions inductores de I'apoptosi
ja que segurament les cel lules estaven més danyades (Fig. 6.5 i Taula 6.1). Tot i aixi, les
cel lules que expressen el gen bhfr-1 encara sén capaces de proliferar i repoblar el
bioreactor al cap de 72 hores d’haver estat sotmeses a condicions apoptotiques. Pel que
fa al consum de glutamina i a la producci6 de lactat (Fig. 6.4B), es pot apreciar com la
concentracié de glucosa va disminuint a mesura que augmenta la concentracié de
cel lules viables, fins assolir un valor minim final de 0.008 g/1, i la concentraci6é de
lactat va augmentant de manera proporcionalment inversa a l'evolucié de la

concentracié de glucosa, arribant a obtenir-se una concentracié maxima de 1.7 g/L.

Per tant, totes aquestes dades confirmen de nou la capacitat protectora de la proteina
antiapoptotica BHRF-1 i que, és possible recuperar cultius d’hibridomes sotmesos a
condicions inductores de 'apoptosi durant 72 hores, tot i que la recuperacié en aquest
cas és més lenta. Aquest fet és molt important, ja que si es produeix qualsevol
pertorbaci6 en el bioreactor que indueixi 'apoptosi, és possible recuperar el cultiu
aproximadament 72 hores després d’haver-se produit l'alteraci6, mentre que un
cultiu no modificat genéticament no es pot recuperar a partir d'una franja al voltant
de les 12-24 hores. Per exemple, en el cas d'un cultiu en perfusié i d'un cultiu en
discontinu alimentat si fallés el sistema d’alimentacio, hi hauria un marge de 72 hores
per restablir el sistema. En el cas d’un cultiu en discontinu 'aplicacié d’aquesta
millora no té gaire sentit ja que, en aquests sistemes degut a la seva simplicitat
operacional, el creixement i la durada del cultiu és limitat, i mantenir la viabilitat

d’un cultiu que, des d'un bon principi esta limitat per la quantitat de nutrients i
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I'acumulacié de subproductes toxics per a la cellula no garanteix millorar el

rendiment del procés.
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Fig. 6.4- A- Evolucié del nombre de cél-lules (A) i de la concentraci6 de
glucosa i de lactat (B) d’un cultiu en continu de cél-lules d’hibridoma
transfectades amb la construccio pbhrf-1_IRES neo i del cultiu control. a-
cultiu en discontinu, b- cultiu en continu, c- pertorbacié durant 24 hores, d-
pertorbacio durant 48 hores, e- pertorbacioé durant 72 hores.
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Fig. 6.5- Corbes de creixement de les cél-lules transfectades
amb la construccié pbhrf-1_IRES _neo en un medi optim,
després d’haver estat privades de glutamina durant 24, 48 i
72 hores. Es pot observar que les cél-lules sotmeses a
condicions inductores de I’apoptosi durant 72 hores triguen
més temps a recuperar-se que les sotmeses durant 24 hores,
concretament, es comencen a recuperar 72 hores després de
I’addici6 de glutamina.

Taula 6.1- Recuperacio de la viabilitat de les mostres extretes a diferents intervals de temps dels diferents
cultius assajats: (+) cultiu que creix en medi amb glutamina (cultiu recuperat), (-) cultiu que es mor en
medi amb glutamina (cultiu no recuperat).

Temps (hores)

Cultius 12 24 48 72
Cel-lules transfectades
pbhrf-1 IRES neo
Cultiu control + - - -

+ + + +

6.3- Cultiu en perfusi6

En cultius en perfusi6é de cel lules d’hibridoma s’ha observat que el parametre que
limita la perllongacié del procés és l'increment de la concentraci6 de cel lules no
viables dins els bioreactors [Gamez, 2000]. Es a dir, tot i que es manté una determinada
concentracio cel lular, les cel lules continuen dividint-se pero, al no disposar de tots
els recursos necessaris per a la correcta proliferaci6, augmenta el nombre de cel lules
mortes i s’arriba a un punt a partir del qual no és possible operar durant més temps.
Es imprescindible, doncs, reduir el nombre de cel lules mortes tot mantenint la
densitat de viables. Per aquest motiu, es va dissenyar un experiment amb cel lules

d’hibridoma transfectades amb la construccié pbhrf-1_IRES_neo per veure si
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s’aconseguia retardar l'aparici6 de l'apoptosi i d’aquesta manera, disminuir el
nombre de ceél lules mortes. A 1'igual que el cultiu en continu, com a control es va
emprar cel lules d’hibridoma transfectades amb el vector nadiu.

Els cultius es van realitzar en flascons agitats amb un volum de treball de 50 ml i amb
un recanvi de medi de cultiu cada 24 hores (veure apartat 8.4.1.2.1). La durada del
cultiu va ser de 12 dies i es va realitzar un seguiment de la viabilitat del cultiu. A la
Fig. 6.6A i Fig. 6.6B es mostra I'evoluci6 del nombre de ceél lules vives, mortes i totals
del cultiu control i del cultiu que expressa el gen bhrf-1 respectivament. Es pot
observar que tot i que en ambdods cultius es manté una concentracié de cel lules
viables constant, al voltant de 40 x 105 cel lules/ml, en el cultiu control a diferéncia
del cultiu transfectat amb el gen bhrf-1, a partir de les 72 hores comenca augmentar
drasticament el nombre de cel lules mortes, assolint 57.9 x 105 cel lules/ml a les 283
hores. Per contra, el cultiu que du el gen bhrf-1 ateny al final del cultiu només 12.8 x
105 cél Jules mortes. Aquest resultat és molt important, ja que 1'expressio6 del gen bhrf-
1 evitaria l'acumulacié de cellules mortes en el bioreactor i en conseqiiéncia,
augmentaria la rendibilitat del procés.
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Fig. 6.6- Evolucio del nombre de cél-lules viables i no viables d’un cultiu en perfusio de ceél lules
d’hibridoma (A) i de cél-lules transfectades amb la construccié pbhrf-1_IRES_neo (B).

Per tal de veure si la proteina BHRF-1 afectava el ritme de divisi6 cel lular i d’aquesta
manera, evitava el consum desmesurat de nutrients i 'entrada dels hibridomes al
procés d’apoptosi es va analitzar en quin estat del cicle cel lular es trobaven les

cel 1ules al llarg del cultiu en perfusio.
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En general, dins el bioreactor, les cél lules poden trobar-se en tres estats diferents: en
procés de divisi6; en un estadi anomenat Go; o bé en una etapa terminal on s’executa
la mort cel lular per apoptosi. El progrés entre cadascun d’aquests tres estats es troba
lligat a un complex entramat de processos bioquimics [Evan i Littlewood, 1998]. El cicle
cel lular esta regulat per senyals que indiquen a la cel lula si es donen les condicions
adequades per iniciar la divisi6 cellular o bé si existeix la preséncia d’alguna
irregularitat que impedeix la progressio del cicle cel lular. Quan aquesta anomalia és
molt greu es dona l'aturada irreversible del cicle cel lular i s’inicia el programa
apoptotic. El cicle cellular pot dividir-se en quatre fases: G1, S, G2 i M. La
transmissi6é del material genétic requereix d’una acurada replicacié del DNA nuclear
que es dona en la fase S i d'una correcte segregacié de les cromatides germanes que
es produeix a la fase M (Mitosi). Entre el final de la fase M i l'inici de la sintesi del
DNA sol haver-hi un interval conegut com a fase G1. Durant la fase G1 la cel lula
acumula suficients metabolits i prepara tota la maquinaria cel lular per realitzar la
duplicaci6é del DNA. La fase G2 és el segon interval que separa el final de la sintesi de
DNA del comencament de la fase M i permet a la cel lula preparar-se per la divisié
cel lular. Després de dividir-se, les cel lules poden tornar a iniciar el cicle cel lular a
la fase Gi1 o entrar a la fase Gy, de quiescencia (Fig. 6.7). Les transicions entre les
successives fases del cicle cel lular son regulades per complexes formats per dues
families de proteines, les Cdks (Cyclin-dependent protein Kinases) i les Ciclines (Cyc)

que son subunitats reguladores de l’activitat de les proteines Cdks.

cdc2-<ciclina B

cdc2- ciclina A Fig. 6.7- Esquemes de les diferents fases del cicle cel-lular.

T S’hi indica també els principals dimers Cdk-Ciclina que es

Go formen en cadascuna de les fases. La uni¢ d’una Ciclina a una

proteina Cdk activa I’activitat quinasa d’aquesta. La proteina

Cdk activada pot fosforilar i, conseqlientment, activar

diferents substrats implicats en la progressid del cicle cel-lular.

| cdk2-ciclina D Els principals dimers que es formen durant el transcurs del

Jlocrdomm D cicle cel-lular sén Cdk2, Cdk4 i Cdk6 amb les Ciclines D1, D2

i D3, respectivament, durant la fase G;; Cdk2 i Ciclina E

y / durant la transicié de G; a la fase S; Cdk2 i Ciclina A durant

la fase S; Cdc2 (també anomenada Cdkl) i Ciclina A per

passar de G, a la fase M, i Cdc2 i Ciclina B durant les

diferents etapes de la fase M (profase, metafase, anafase i
tel-lofase) [Morgan, 1995; Nigg, 1995].

cdk2-ciclina E
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Al llarg del cicle cel lular existeixen uns punts de control, que s’asseguren que la
cel Jula hagi completat una fase per iniciar-ne una altra. Hi ha, pero, un punt de
control previ, aquell on la cel lula pren el compromis de dividir-se [Hartwell i Unger,
1977]. Aquest punt es troba en algun lloc de la fase G1 i esta sota el control de la
proteina del gen del retinoblastoma (pRb) [Pardee, 1989; Weinberg, 1995]. Un cop superat
aquest punt, la cel lula completa el cicle fins arribar a la divisi6 mitotica, sempre que
no es produeixi una accident que dispari l'alarma d’algun dels punts de control
[Hartwell i Weinert, 1989]. pRb és una proteina que, a més de posseir una activitat com a
factor de transcripci6, exerceix el control sobre la progressié del cicle cel lular gracies
a la seva capacitat de segrestar factors de transcripcié necessaris per induir els
elements que calen per a la sintesi de DNA. La seva estructura inclou una butxaca
d’uni6 (binding pocket) amb la qual pot unir i inactivar factors de transcripcié com el
c-Myc i E2F [Helin i col, 1992; Helin i col., 1993]. Molts elements necessaris per a la
proliferaci6 cel lular tenen seqiiencies d"unié per E2F a les seves regions promotores
[Dalton, 1992].

La capacitat de pRb d’unir i inactivar c-Myc i E2F esta regulada per fosforilaci6. pRb
té diversos punts de fosforilaci6, alguns dels quals sén a prop de la butxaca d’unié6.
La fosforilaci6 d’aquests punts inhibiria la capacitat d'unié de pRb a c-Myc i E2F,
cosa que permetria exercir la seva funcié. Durant la major part de la fase G1, pRb es
manté hipofosforilat i segresta c-Myc i E2F. Normalment, en el moment en qué la
cel lula ha de superar el punt de control de G1 i progressar cap a la fase S es
produeix la fosforilacié de pRb i I’alliberament dels factors segrestats [Buchkovich i col.,
1989]. El gen del retinoblastoma va ser el primer gen supressor descrit [Knudson, 1971].
De la fosforilacié de pRb se n’encarreguen Cyc/Cdks, particularment els complexos
Ciclina D/Cdk4 i Ciclina E/Cdk2 [Hinds i col, 1992]. Aquests complexos es poden
considerar holoenzims en que la subunitat catalitica és la Cdk i la subunitat
reguladora és la Ciclina [Matsushime i col, 1992]. L’activitat de les Cdks també esta
regulat per fosforilaci6. A la vegada, els complexos Cyc/Cdks es regulen
negativament per 1'accié dels inhibidors dels Cdks, Cdki (Cdk inhibitors), dels quals

se’n coneixen dues grans families, la de p12, que inclou p27 i p57 [El-Deiry i col., 1993;
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Harper i col., 1993; Polyak i col., 1994; Lee i col., 1995], i la p16 que es completa amb p15, p18 i
p19 [Serrano i col., 1993; Hannon i Beach, 1994; Guan i col., 1994; Guan i col., 1996].

Anant més lluny en els mecanismes de control del cicle, es troben els elements que
poden regular els inhibidors de les Cdks (Cdkis). Es sap que p21 respon a la induccié
de p53 nadiua, no mutada, i que participa en l'aturada del cicle que es produeix
després de lesions del DNA [El-Deiry i col., 1993; El-Deiry i col., 1994] i tant p12 com p27
responen a la induccié pel TGF-f (factor anti-mitogenic) [Reynisdottir i col., 1995; Datto i

col., 1995].

Del complex mecanisme que permet a la cel lula avaluar el seu estat intern, es coneix
el responsable de la resposta a aquests senyals: la proteina p53, que pot respondre a
certs senyals intracel lulars que indiquen la presencia d’errades o danys en el DNA, o
I'existencia de desajustaments metabolics, com per exemple situacions d’anoxia
[Kastan i col.,, 1991; Lane, 1992; Graeber i col., 1996; Woo i col.,, 1998]. Si l'aturada del cicle
cel lular es déna abans de passar el punt de control i I'alteracié cel lular no és gaire
greu, la cel lula disposa d"un cert periode de temps per corregir-la i, a continuaci6,
seguir la seva progressio cap a la fase S [Gao i Zelenka, 1997].

Per contra, si l'alteraci6 s’ha donat després del punt control o s’ha detectat la
presencia de danys cel lulars extremadament greus, p53 actua sobre p21 induint una
parada irreversible del cicle cel lular i, a més, indueix I'inici de I’apoptosi mitjancant
la regulaci6 de la transcripcié de determinats gens [Pellegata i col., 1996; Sakamuro i col.,
1997; Gervais i col., 1998]. La seva acci6é proapoptotica es déna sobreexpressant el gen
que codifica per la proteina Bax i reprimint 1'expressié del protooncogen Bcl-2,
d’aquesta manera contribueix a la induccié de l'apoptosi a través de la via

mitocondrial [Evan i Littlewood, 1998, Reed i Paternostro, 1999].
A la Fig. 6.8A i Fig. 6.8B es mostren els resultats obtinguts en 1'analisi del cicle

cel lular a les 48, 96, 144 i 192 hores d"un cultiu en perfusié de cel lules d"hibridoma

(control) i d"un cultiu de transfectat amb la construccié pbhrf-1_IRES_neo.
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Fig. 6.8- Analisi del cicle cel-lular d’un cultiu en perfusié de cél-lules d’hibridoma (A) i de cél-lules
d’hibridoma transfectades amb la construccid pbhrf-1_IRES neo (B).

Si s’observa la Fig. 6.6 i la Fig. 6.8 es pot veure que a les 48 i 96 hores de cultiu, les
cel lules transfectades amb el gen bhrf-1 i el cultiu control es comporten de manera
similar i que el percentatge de cel lules que es troben en les diferents fases del cicle
cel lular és similar en ambdoés cultius. En canvi, a partir de les 144 hores, les cel lules
que expressen el gen bhrf-1 presenten un percentatge de ceél lules en estat GO-G1 més
elevat que el cultiu control. Concretament, a les 144 i 192 hores hi ha un 57% i 52.1%
de cel lules en fase G0-G1 respectivament, a diferéncia del cultiu control que mostra
un 45.7% i un 40.8%. A més, si s'observa en aquest mateix periode de temps, el
percentatge de ceél lules que es troben en la fase S, el cultiu control presenta un 43.9%
iun 50.1% de cel lules que estan duplicant el seu material genetic, en canvi, el cultiu
transfectat amb el gen bhrf-1 té un 33.8% i un 36.3%. L’aturada del cicle cel lular en la
fase GO-G1 podria explicar el fet que en el cas del cultiu transfectat amb el gen bhrf-1
apareixen poques cel lules mortes en comparacié amb el cultiu control. Segurament
aquesta aturada provoca l'alentiment del cicle cel lular, de manera que les cel lules
aprofiten millor els seus recursos, evitant el consum desmesurat de nutrients i en
consequiencia, l'acumulaci6 en excés dels subproductes del metabolisme que
condueixen a la mort dels cultius.

Per tant, gracies a l'expressié del gen antiapoptotic bhrf-1 s’ha aconseguit aturar el

creixement cellular de l’hibridoma KB26.5, de manera que les cellules no
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malbaraten els seus recursos i a la vegada protegir les cél lules de la inducci6é de la

mort per apoptosi.

6.4- Valoracio final

A partir dels resultats obtinguts s’ha vist que l'aplicaci6 d'una estrategia d'inhibici6
genetica de l'apoptosi en cultius en perfusié permet reduir considerablement el
nombre de cél lules mortes en el cultiu, tot mantenint la densitat de cel lules viables.
Aquest fet és molt important, ja que gracies a 'expressié del gen antiapoptotic bhrf-1
es pot allargar la durada del cultiu i en conseqiiéncia, augmentar els nivells de
produccié del procés. També s’ha observat que, en els cultius en perfusi6, aquesta
disminucié de cel lules mortes coincideix amb un alentiment del cicle cel lular dels
hibridomes. Al analitzar en quin estat del cicle cel lular es trobaven les cel lules
modificades genéticament amb el gen bhrf-1, es va veure que un 57% es trobaven
aturades en la fase GO-G1 mentre que el cultiu control només en tenia un 45.7%.
Aquest resultat va fer pensar que, possiblement la proteina BHRF-1 actua
directament sobre el cicle cel lular i no sobre la via mitocondrial, ja que semblaria
que, en condicions anomales (limitaci6 de nutrients), afavoreix que les ceél lules es
mantinguin en la fase G0-G1, la qual cosa impediria I'activaci6 de I'apoptosi. Es a dir,
és com si aparegués un punt del control del cicle previament alterat en 1'hibridoma,
com a conseqiiencia de la seva naturalesa tumoral, i que ara que s’expressa la
proteina BHRF-1, aquest control esta de nou actiu i no deixa que les cellules

progressin de la fase G1 a les altres fases del cicle cel lular.

Per tant, la sobreexpressié del gen bhrf-1 té un efecte molt significatiu sobre la
inhibicié de l'apoptosi en 'hibridoma KB26.5. Aquesta inhibicié es podria produir
impedint la proliferaci6 del cicle cel lular i no a través del bloqueig de la via
mitocondrial. Segurament, I'entrada dels hibridomes a la fase GO evitaria que davant
d’una situacié anomala de cultiu, les cel lules engeguessin el programa apoptotic. En
canvi, una cel lula d’hibridoma en continua divisi6, al detectar un problema en les
condicions de cultiu, iniciaria 'apoptosi possiblement via p53. A la Fig. 6.9 es mostra

un esquema de les possibles interaccions de la proteina BHRF-1 amb altres proteines
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del cicle cellular i de la via apoptotica. Treballs realitzats amb altres proteines
antiapoptotiques com ara Bcl-2, Bcl-x;, Bcl-w i E1IB19K també han mostrat que
aquestes retarden l'entrada de les cel lules a la fase S i que per tant, en aquest sentit
actuen igual que BHRF-1 (Fig. 6.10) [Zinkel i col, 2006; Bonnefoy-Berard i col., 2004]. En
aquests estudis es va veure que quan l'expressié del gens bcl-2 i bcl-x; aturava les
cel lules en GO, el nivell d’expressié de la proteina inhibidora del cicle cel lular p27
era més elevat que el de una cellula normal, i que aquesta proteina retardava
I'activacio dels complexos Cyc/Cdks, concretament CycE/Cdk2 i CycD/Cdk4, els
quals s6n les responsables de la fosforilaci6é de la proteina pRb i en conseqiiéncia, de

la progressié del cicle cel lular.

Per tant, de cares al futur caldria esbrinar exactament quin és el mecanisme
molecular pel qual BHRF-1 provoca l'aturada del cicle cel lular i quina relaci6 té

aquesta proteina amb altres proteines antiapoptotiques com ara Bcl-2 i Bel-x;..

o |— Bcl-2,Bcl-x, p16, plsfls, p19
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Fig. 6.9-Esquema del possible mecanisme d’actuacio de la proteina BHRF-1.
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o s GLS Fig. 6.10-Esquema del retard en la progressio
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Bc|-2/IBcl-xL Control ' ' CycE/Cdk2 i CycD/Cdk4 era retardada
Cellules  Céllules temps [Zinkel i col., 20086].

En resum, en aquest capitol es demostra la importancia que per als cultius
productius representa la modificaci6 genetica del BHRF-1 enfront de
limitacions nutricionals, accidents i estrategies operacionals. A més a més,
permet entreveure que aquest fenomen és possiblement motivat per l'efecte

del gen inserit sobre el cicle cel lular.
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7-CONCLUSIONS

En l'actualitat, el cultiu in vitro de ceél lules animals en sistemes en discontinu o
discontinu alimentat, sén l'opci6 més emprada a nivell industrial per obtenir
biomolécules d’elevat interés terapeutic. Malgrat la seva simplicitat d’operacid, en
aquests sistemes les ceél lules sempre es troben sotmeses a un ambient canviant en el
que les condicions de cultiu sén poc favorables: presencia de concentracions
excessivament elevades de diferents nutrients al principi del cultiu i acumulacié de
productes toxics en els estadis finals del cultiu. Precisament aquest fet fa que quan la
concentracié d’algun dels nutrients és massa baixa o algun subproducte s’acumula
fins assolir nivells de toxicitat, la poblaci6 cel lular atura el seu creixement i el cultiu

inicia una rapida i irreversible fase de mort [Sanfeliu, 1995].

Com alternativa a aquests sistemes, existeixen els cultius en perfusi6é. En aquests
tipus de cultius s’assoleix un estat estacionari que permet regular de manera optima
I'aportacié de nutrients a la cel lula i evitar I'acumulacié de subproductes cel lulars,
permetent allargar la durada dels cultius durant mesos. De totes maneres, 1'elevada
densitat cel lular assolida en aquests sistemes, provoca la limitaci6 de nutrients que
condueix a la mort per apoptosi del cultius [Tinto, 1999]. A més a més, el fet d’operar
en continu durant llargs periodes de temps, augmenta la probabilitat que el procés
quedi afectat per causes accidentals que provoquin l'entrada dels cultius en la fase de
mort cel lular. Per aquest motiu, en aquesta tesi s"han aplicat estrategies genétiques
per inhibir l'aparici6 de l'apoptosi, tant per allargar la durada dels cultius en
discontinu, i aixi augmentar el periode de produccié de la substancia d’interes, com
per garantir la persistencia dels cultius en perfusio, fins i tot, davant d’accidents
operacionals. L’objectiu final és aconseguir cellules resistents a l'apoptosi que
evitarien 'enorme perdua de rendibilitat que es déna quan el cultiu entra en la fase

de mort cel lular.
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Gracies al coneixement exhaustiu de 'apoptosi i de la importancia de la inhibici6 de
la via de les Caspases en les seves etapes preliminars, en aquest treball s’han
proposat dues possibles vies d’actuacié, una que consisteix en inhibir 'actuacié de la
Caspasa 3, mitjancant I'expressi6 de la proteina inhibidora P35 i l’altra que es centra a
nivell de I'alliberament del Citocrom c del mitocondri, sobreexpressant gens de la
familia Bcl-2, concretament, bcl-2, bcl-xi, bhrf-1 i ksbcl-2. A partir dels resultats
obtinguts s’ha vist que l'aplicacié d'una estrategia d’inhibici6 genetica dirigida a
nivell del mitocondri ha permes retardar de manera molt efectiva l'aparici6 de
I'apoptosi i recuperar cultius que havien estat sotmesos a condicions inductores de
I'apoptosi durant 72 hores. Entre els diferents gens assajats, els resultats més positius
s’han obtingut amb la proteina BHRF-1. En canvi, I'expressi6é de la proteina P35 no
ha permes protegir les cel lules enfront 1'apoptosi. De totes maneres, l'expressi6
d'aquest gen no evitaria la sortida del Citocrom c al citoplasma, només impediria
l'activaci6 de determinades Caspases i segurament, que l'apoptosi es desencadena
per vies alternatives. En aquest cas 1'acci6é conjunta de més d’una proteina sobre les

diferents Caspases probablement seria 'opcié més efectiva.

També s’ha observat que després d'un cert periode de manteniment de la resembra,
les ceél 1ules transfectades perden la capacitat de protegir-se contra I'apoptosi, ja que
I'expressié del gen antiapoptotic s’acaba silenciant. Per aquest motiu, és necessari
I'tis de vectors que expressin el gen d’interes al llarg del temps. Una possibilitat per
garantir 1'estabilitzacié del missatge geneétic és 1'ts de vectors multicistronics, els
quals permeten la transcripcié conjunta i consecutiva del gen d’interes i del marcador
de selecci6 en el mateix missatge. Els resultats obtinguts amb aquest tipus de vectors,
han mostrat que els vectors bicistronics sén una bona eina per modificar
genéticament les cel lules animals ja que per una banda, permetent una integracié
adequada del fragment de DNA clonat i per I'altra, garanteixen la generaci6 de linies
cel lulars que expressin establement el gen d’interes. Aquest fet és molt important,
sobretot quan s’opera en bioreactors durant periodes molt llarg de temps. Un altre
aspecte que s’ha pogut constatar amb 1'as d’aquests vectors és que una vegada

obtinguts els clons, aquests expressen establement el gen d’interes sense la necessitat
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d’exercir una seleccié constant amb antibiotic. Aquesta dada és fonamental, sobretot
quan es treballa amb volums de cultius propis d'un bioreactor ja que 1'addici6
d’antibiotic al medi de cultiu faria del tot inviable econdomicament el procés.

En aquest cas, seria interessant valorar en un futur en quin lloc del genoma s’ha
produit la integracié del gen antiapoptotic, ja que es podria, per exemple, resoldre els

problemes relacionats amb la integracié del DNA que presenta I'enginyeria cel lular.

Un problema afegit a 'hora de modificar geneticament les cel lules d’hibridoma era
la baixa eficiencia de transfecci6 d’aquesta linia cel lular. En aquest treball s’han
provat diferents metodes fisicoquimics (lipofeccid, electroporacié i coprecipitats
adenovirus-DNA) i els virus adenoassociats com a vector viric. Els resultats han
evidenciat que les cel lules d"hibridoma es resisteixen a ser transfectades, obtenint-se
eficiencies de transfeccié6 molt baixes de l'ordre d'un 2.9% i 0.85% pel sistema de
lipofecci6 i electroporacioé respectivament. Tot i aixi, el metode basat en la formacié
de coprecipitats adenovirus-DNA ha permes obtenir un eficiéncia de transferéncia
genica del 8%, resultat molt positiu sobretot quan es tracta d’una linia cel lular tan

dificil de transfectar.

A T'hora d’obtenir un millor rendiment en el procés de produccié d’anticossos
monoclonals, I'estrategia de cultiu també és un factor clau. El cultiu en perfusi6 és
l'alternativa més adequada a I'hora d’obtenir cultiu de cel lules animals amb altes
densitats cel lulars i productivitats especifiques més elevades, ja que, en aquest
sistema es subministren els nutrients a les cel lules i s’eliminen els subproductes
cel lulars de manera constant, reproduint millor les condicions en les quals les
cel lules subsisteixen in vivo. De totes maneres, tal i com s’ha comentat anteriorment,
fins i tot en els cultius en perfusid, com a conseqiiéncia de les elevades densitats
cel 1ulars assolides, s’arriba a situacions de limitaci6 d’algun dels nutrients essencials
per la cellula, iniciant-se aixi inevitablement la mort cel lular que condueix a la
perdua del cultiu. Per aquest motiu, també s’ha avaluat en aquest tipus de cultiu,
'efecte de 'expressié dels gens antiapoptotics. A partir dels resultats obtinguts s’ha

vist que l'expressié del gen antiapoptotic bhrf-1 permet reduir considerablement el
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nombre de cél lules mortes en el cultiu, tot mantenint la densitat de cel lules viables.
Aquest fet és molt important, ja que es pot allargar la durada del cultiu i en
conseqiieéncia, augmentar els nivells de produccié del procés. També s’ha observat
que, en els cultius en perfusio, aquesta disminucié de cél lules mortes coincideix amb
un alentiment del cicle cel lular dels hibridomes, suggerint que probablement la
proteina BHRF-1 actua directament sobre el cicle cellular i no sobre la via
mitocondrial, ja que semblaria que, en condicions anomales (limitacié de nutrients),
afavoreix I'entrada de les cel lules a l'estat de quiescencia (fase GO0), la qual cosa

impediria 'activaci6 de I"apoptosi.

Un altre aspecte que cal tenir en compte a I'hora de treballar en cultius en perfusié és
que el fet d’operar en continu durant periodes molt llargs de temps, augmenta la
probabilitat que el procés quedi afectat per causes accidentals com ara talls en el
subministrament electric, d’aigua, etc. Per aix0, també s’ha realitzat un cultiu en
continu amb les cel lules d’hibridoma transfectades amb el gen bhrf-1 per tal de veure
que succeia quan es provocava un accident, que en aquest cas era l'aturada de
'alimentacié del sistema. El resultat ha evidenciat que és possible recuperar cultius

d’hibridomes sotmesos a condicions inductores de 1'apoptosi durant 72 hores.

Per tant, la intervencié genetica realitzada sobre I'hibridoma KB26.5 ha permes per
una banda retardar la mort per apoptosi dels cultius cel lulars, augmentant aixi la
productivitat del procés, i per l'altra ajudar a superar situacions accidentals que es
puguin donar ocasionalment en els cultiu, inhibint I'apoptosi durant com a maxim 72
hores, per garantir aixi la supervivencia de les cel lules mentre s’intenta solucionar el

problema i normalitzar de nou les condicions del cultiu.

Tots aquests resultats obren les portes a la creacié de cel lules d’hibridoma resistents
a I'apoptosi per a la produccié d’anticossos monoclonals, la qual cosa suposaria una
millora important en el rendiment del procés. Per tal d’evitar de modificar
geneticament cada linia cel lular d’hibridoma, caldria valorar la possibilitat d’actuar

directament sobre la cel lula tumoral (NSO) precursora de 1'hibridoma, que és la que
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aporta a la cellula la capacitat de reproduir-se indefinidament, mentre que el

limfocit B determina el tipus d’anticos produit.

Gracies als resultats obtinguts en els cultius en perfusié cal plantejar-se en un futur
'estudi del mecanisme d’actuacié de la proteina BHRF-1 sobre el cicle cel lular ja que
aquesta proteina evita la proliferacié cel lular, afavorint I'entrada de les cel lules en
la fase GO. En aquest cas, semblaria que els hibridomes modificats geneticament han
restaurat un punt de control del cicle cellular, préviament alterat com a
conseqiiencia de la naturalesa tumoral d’aquestes cel lules, el qual impediria la
divisié cel lular davant d"una situacié6 anomala de cultiu. Per comprovar aquesta
hipotesi caldria veure que succeeix quan les cél lules precursores dels hibridomes
(cel lula tumoral NSO i limfocit B) son cultivades en sistemes en perfusié. En el cas
de la cel lula tumoral s’esperaria una resposta similar a I'hibridoma ja que té els
punts del control del cicle cel lular alterats, perd en canvi, pel que fa el limfocit B
s’hauria d’observar un comportament similar a 1’hibridoma modificat geneticament
ja que disposa de tots els punts de control. El fet de coneixer en profunditat el
mecanisme molecular pel qual és déna la restauraci6 de punts de control que han
estat alterats podria retardar 1'evolucié de la cel lula normal a cel lula cancerosa, i
d’aquesta manera establir una possible via d’actuacié per a la terapia contra el
cancer. De la mateixa manera que BHRF-1, hi ha altres gens de la familia Bcl-2 que
estan involucrats tant en la progressié del cicle cel lular de la fase G0-G1 a S com en
el control de I"apoptosi [Bonnefoy-Berard i col., 2004, Zinkel i col., 2006]. Per tant, coneixer els
nivells d’expressi6 i la relacié dels diferents gens implicats en ambdés processos
podria ser essencial a l'hora de dissenyar possibles dianes per a la terapia

antitumoral.
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8-MATERIALS I METODES

8.1- Material biologic
8.1.1- Linies cel lulars
8.1.1.1- Linia cel lular d’hibridoma KB26.5

En aquest treball s’ha emprat la linia cel lular d’hibridoma KB26.5 que prové de la
fusi6 de cel lules de mieloma NS1 i limfocits B de la soca de ratoli Balb C. Aquesta
linia cel lular produeix un anticos monoclonal IgGs dirigit contra l'antigen A;
d’eritrocits humans. Aquest anticos és utilitzat en la determinacié del grup sanguini
del sistema ABO huma.

Aquesta linia cel lular va ser cedida pels Laboratoris Knickerbocker (Barcelona) a la

Universitat Autonoma de Barcelona amb finalitats experimentals.
8.1.1.2- Linia cel lular 293-N

En el desenvolupament d’aquest treball, per tal de comprovar la funcionalitat d’unes
construccions plasmidiques amb la proteina GFP es va utilitzar una altra linia
cel lular anomenada 293-N. Les cél 1ules 293-N procedeixen de rony6 d’embrié huma

i, a diferéncia dels hibridomes, sén cél lules adherents.
8.1.2- Soques bacterianes

E. coli HB101, soca receptora per a I'obtenci6 i amplificacié dels plasmidis construits

en aquest treball.
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El seu genotip és: F- mcrB, mrr, hsdS20 (rg- mp’), recAl3, leuB6, ara-14, proA2, lacY1,
galK2, xyl-5, mtl-1,rpsL20 (Smr), supE44 A-.

8.2- Medis de cultiu

8.2.1- Medi de cultiu per a la linia cel lular KB26.5i 293-N

El medi base que s’utilitza per al cultiu de les dues linies cel lulars és el DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium). Aquest medi comercial conté sals inorganiques,
aminoacids i vitamines imprescindibles pel creixement cel lular. La seva composicié
es detalla a la Taula 8.1.

Per a la preparaci6 del medi base cal fer una solucié amb els components segtients:

DMEM (Biological Industries, 1 1-055-1K) 1383 ¢

L-Glutamina (Sigma, G-5863) 0292 ¢
NaHCOs3 (Panreac) 3.7g
H>O ultrapura 1 litre

(Obtinguda en un aparell
d’ultrafiltracié Milli-Q Plus, Millipore)

Per realitzar experiments en qué es necessita un medi sense glutamina s’utilitza
DMEM (Sigma D5030), ja que aquest medi no conté glucosa, glutamina, NaHCO; ni

roig de fenol. Cal utilitzar la formulaci6 segtient:

DMEM (Sigma, D5030) 8.32¢g
Glucosa (Panreac) 4.5¢
Roig de fenol (Sigma, P-5530) 0.015g
NaHCOj3 (Panreac) 3.7¢g
H>O ultrapura 1 litre

Els medis s’esterilitzen per filtracié mitjancant membranes de 0.22 pym de diametre de
porus (Millipore, Sterivex-GP) a I'interior d’"una cambra de flux vertical (Telstar, AV-100).
Per impulsar el medi s'utilitza una bomba peristaltica (Masterflex, 7521-45) amb un

capcal (Masterflex, Easy-Load 7518-00).
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Taula 8.1. Composicio del medi DMEM (Biological
Industries, 11-055-1K).

COMPONENTS MG/
L
Sals inorganiques
CaCl; 200
Fe(NOs) 9H,O 0.1
KCl 400
MgSO4 97.67
NaClI 6400
NaH»P’O4 -HO 125
Aminoacids
L-Arginina HCl 84
L-Cistina 2HC1 62.57
L-Glutamina 584
Glicina 30
L-Histidina ‘HCl ‘H,O 42
L-Isoleucina 105
L-Leucina 105
L-Lisina ‘HCl 146
L-Metionina 30
L-Fenilalanina 66
L-Serina 42
L-Treonina 95
L-Triptofan 16
L-Tirosina (sal disodica) 104.2
L-Valina 94
Vitamines
D-Acid pantoteénic (sal calcica) 4
Colina, clorur 4
Acid folic 4
Inositol 7.2
Nicotinamida 4
Piridoxal -HCI 4
Riboflavina 0.4
Tiamina ‘HCI 4
Altres components
Glucosa 4500
Roig de fenol 15
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El control del pH es realitza amb el tamp6 CO2/NaHCOs que requereix la utilitzacié
d’una atmosfera de CO2 amb valors que oscil len entre el 5-10%. El valor del pH de la
soluci6 final ha de ser proper a 7.1. El roig de fenol és I'indicador de pH present al
medi DMEM. El medi esdevé rosa quan el pH és superior a 7.6, vermell si el pH es
troba entre 7.6 i 7.0, taronja quan varia entre 7.0 i 6.6, i groc quan es troba per sota de

6.6.

Aquest medi base cal suplementar-lo amb serum fetal de vedella (FCS, Fetal Calf
Serum), concretament, amb un 4% (v/v) de FCS per als hibridomas, i un 10% (v/v)
de FCS per a les cel lules 293-N. I finalment, en el medi de cultiu s’ha d’afegir 0.05
mM de p-mercaptoetanol (Sigma), a partir d'una dissoluci6 mare de 0.1 M i 0.002
Ul/ml insulina (Actrapid HM Novo) a partir d’una dissolucié mare 4 Ul/ml. Aquestes
dues ultimes solucions, s’esterilitzen per filtracié. Un cop preparat el medi de cultiu,
aquest es manté a 4°C en absencia de llum durant un periode no superior a dos

mesos.

El séerum (Hyclone) aporta elements traca, factors de creixement i altres biomolecules
no definides, essencials per al creixement de molts tipus de cellules animals.
Préeviament a la seva utilitzacié cal procedir a la inactivacié del complement que hi
pugui haver en el serum. El complement és un conjunt de proteines presents a la
fraccio globulinica del serum que actuen com a elements inespecifics del sistema
immunitari i que poden provocar lisi cel lular. Les proteines del complement, a
diferéncia de les immunoglobulines, sén termosensibles, per aquest motiu cal
inactivar-les incubant el séerum a 56°C durant 30 minuts. Una vegada s’ha inactivat el

serum es preparen aliquotes esterils de 50 ml, i es guarden a -30°C.

Per evitar contaminacions bacterianes, al medi de cultiu es pot afegir 125 U/ml de

penicil lina i 167 ng/ml d'estreptomicina.

8.2.2- Medi de cultiu per a la soca bacteriana
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8.2.2.1- Medi LB liquid

Triptona 10 g (Oxoid)
Extracte de llevat 5 g (Oxoid)
NaCl 5 g (Panreac)
H>O mQ Fins a 1 litre

S’ajusta el pH entre 7.01 7.5 amb una solucié de NaOH al 30%. El medi s’esterilitza

en "autoclau, 120°C durant 20 minuts.

8.2.2.2- Medi LB solid

Triptona 10 g (Oxoid)
Extracte de llevat 5 g (Oxoid)
NacCl 5 g (Panreac)
Agar 12 g (Oxoid)
H>O mQ Fins a 1 litre

S’ajusta el pH entre 7.0 i 7.5 amb una solucié de NaOH al 30%. El medi s’esterilitza
en 'autoclau, 120°C durant 20 minuts. El medi s’atempera en un bany d’aigua a 50°C,

es disposa 15 ml en plaques de Petri i es deixa solidificar. Aquestes es conserven a

4°C.

8.2.2.3- Medi selectiu

Els medis selectius s'utilitzen per seleccionar aquells clons d’E. coli que han
incorporat el plasmidi amb el que s’esta treballant. El tipus de selecci6 ve
determinada per la informacié continguda en el vector que permet el creixement de
la soca transformada en aquest medi. Els plasmidis utilitzats en aquesta tesi
incorporen un gen de resistencia a I'ampicil lina (pIRESneo, pIRESpuro2 i pcDNA3)
o a la kanamicina (pEYFP-C1 i pIRES2-EGFP). Per aquest motiu, a I'hora de
seleccionar els clons positius cal emprar medis de cultiu als que s’hi haura afegit un
dels dos antibiotics. Per elaborar aquest medis selectius s’afegeix al medi LB,

ampicil lina (Britapen) o kanamicina (Roche) a una concentraci6 final de 50 ng/ml o de
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30 pg/ml respectivament. La preparaci6 dels antibiotics es realitza seguint les

indicacions descrites per Sambrook i col., 1989.

8.3- Manteniment del material biologic

8.3.1- Manteniment de les linies cel lulars KB26.5 i 293-N

Les linies cel lulars KB26.5 i 293-N es conserven en criotubs (Nunc, 377267) congelats en
un contenidor de nitrogen liquid (Forma Scientific, CMR 8031, Cryomed) a una temperatura
de -196°C. Abans de realitzar els experiments, es descongela un dels criotubs i
s’inicia un cultiu ja sigui de cellules en suspensi6é (hibridomes) o de cel lules
adherents (293-N). El procés de descongelaci6 ha de ser rapid per tal d'assegurar una
recuperacié optima de la cellula i es realitza segons la metodologia descrita en
Sambrook et col., 1989. Si es desitja preservar alguna de les sublinies obtingudes
durant el treball es procedeix a la seva congelacié seguint el protocol estandard amb
DMSO [Sambrook i col., 1989].

Una vegada es disposa de la linia cel lular descongelada, les cel lules es cultiven a
37°C en una atmosfera al 90% d’humitati 5% de CO,, en flascons de 25 cm2 durant un
periode no superior de tres mesos. Els cultius es resembren cada 2 o 3 dies, que és
quan les cel lules es troben en plena fase de creixement exponencial, amb un inocul
de 2 x 105 cel lules vives/ml en 10 ml de medi DMEM fresc. D’aquesta manera es
proporciona de nou a les cel lules tots aquells nutrients que s’estaven exhaurint
(glucosa, glutamina, altres aminoacids, vitamines o components del serum) i
s’eliminen tots aquells subproductes cel lulars que poden tenir un efecte toxic per la
cel lula (amoni i lactat que acidifica el medi). Aquests cultius permeten disposar
sempre d'un estoc de cel lules a partir del qual es poden fer créixer els inoculs per

portar a terme els diferents experiments.

El manteniment de l'esterilitat en tots aquests processos és extremadament
important. Per aquest motiu, cal comprovar regularment I'absencia de
contaminacions, mantenint aliquotes de medi sense cellules a l'incubador i

comprovant al microscopi l’abséncia de bacteris, llevats o fongs.
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Totes les manipulacions cel lulars aixi com la preparacié de totes les solucions
esterils es varen portar a terme dins una cambra de flux laminar vertical (Telstar, AV-

100).

8.3.2- Manteniment de la soca bacteriana

Per a la conservacié de soques es preparen cultius estoc glicerinats amb 1.5 ml de
cultiu en fase exponencial i glicerol al 15-20%. Els glicerinats es mantenen a - 80°C
(congelador Nuaire, UN-6512E).

Les soques bacterianes descongelades es mantenen a 4°C en plaques de Petri amb 20

ml de medi LB solid, fent subcultius cada mes.

8.4- Sistemes de cultiu

8.4.1- Sistemes de cultiu per a cel lules animals

8.4.1.1- Flascons de cultiu

Els flascons de cultiu sén flascons de poliestiré que es subministren esterils. Les
mides utilitzades son de 25 cm? (Nunc T-flask 136196) per a cultius de volum de 10 ml i
de 260 cm? (Nunc T-flask 178891) per a cultius de volum de 40 ml de medi. En el tap del
cultiu hi ha present un filtre de 0.22 pm de diametre de porus que facilita l'intercanvi

de gasos amb 1’exterior, permet el control del pH i manté les condicions d’esterilitat.

En aquests flascons s’han dut a terme les resembres de les dues linies cel lulars i

experiments realitzats amb cel lules d’hibridomes.

8.4.1.2- Flascons de cultiu agitats o “Spinner flasks”

Aquest sistema de cultiu cellular consisteix en uns recipients de vidre que

proveeixen una constant agitaci6é al medi mitjancant un pendol, també de vidre, unit
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a la base del tap i amb un imant inclos al seu extrem inferior. Al col locar aquests
recipients sobre una placa d’agitaci6 magnetica de velocitat regulable (Techne, MCS-
104S, amb capacitat per 4 flascons), el pendol proporciona una agitacié suau en sentit
circular al medi de cultiu. L'agitaci6 suau del medi assegura una homogenitzacié
constant de la suspensi6 cel lular, amb un esforg tallant minim per a les cel lules.
L’agitaci6 emprada en tots els experiments és de 40 rpm. Els flascons Techne
disposen en la seva part superior de dues obertures laterals, una de les obertures es
cobreix amb paper de filtre, gassa i coté6 per permetre l'intercanvi de gasos amb
l'exterior tot preservant l'esterilitat del medi. L'altra obertura es destina a la presa de

mostres.

Aquests flascons s’utilitzen per fer créixer cultius amb uns volums de 125 ml (ref. F-
7987), 250 ml (ref. F-7690) 0 500 ml (ref. F-7609) de medi. En aquest treball s’han emprat
els flascons de 125 ml de volum dtil per fer el muntatge d’un sistema de cultiu en

perfusié i en continu.

8.4.1.2.1- Cultiu en perfusi6

El cultiu en perfusi6 es va dur a terme en un flascé agitat amb un volum de treball de
50 ml i amb un recanvi de medi DMEM al 4% FCS cada 24 hores. Els flascé es va
inocular amb 2 x 105 cel lules/ml i es va incubar a 37°C, en una atmosfera saturada
d’humitat (95%) per evitar I'evaporacié del medi i amb un 5% de CO; per controlar el
pH en medis amb tamp¢ bicarbonat. La durada del cultiu va ser de 12 dies i al llarg

de I'experiment, es va realitzar un seguiment de la viabilitat del cultiu.

8.4.1.2.2- Cultiu en continu

El cultiu en continu es va portar a terme en un flascé agitat amb un volum de treball

de 100 ml. A la Fig. 8.1 es mostra un esquema del muntatge experimental.
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Fig. 8.1- Esquema del muntatge experimental del cultiu en continu. Es pot diferenciar dues vies: la via
d’alimentacio (en blau), i la via de recollida de medi (en negre). L’ampolla d’alimentacio del sistema, 1’ampolla
de recollida de medi i el flascé agitat estan connectats amb 1’atmosfera exterior amb un filtre d’aire de mida de
porus 0.22 pum per tal d’assegurar 1’esterilitat de 1’aire que entra en contacte amb el sistema. Tant ’entrada del
medi d’alimentacié com la sortida de medi amb les cél-lules es realitza mitjangant una bomba peristaltica que
permet regular cabals baixos amb una precisié molt acurada. Per a les connexions entre els diferents recipients
s’utilitza tub de silicona resistent a les condicions d’esterilitzacio. Una vegada esterilitzat el muntatge es
procedeix a omplir el flascé amb 100 ml de medi DMEM 4% FCS i s’inoculen les cél-lules. Finalment, es renova
el medi d'alimentaci6 canviant 'ampolla buida estéril per I'ampolla que conté el medi préviament esterilitzat per
filtracio. El flascé es col-loca dins I’incubador i ’ampolla que conté el medi d’alimentacio es posa dins de la nevera.
El mostreig s’efectua estérilment dins d’una cabina de flux laminar vertical.

Les cel lules es van inocular a una concentracié de 2 x 105 cel lules/ml i es van deixar
créixer en discontinu fins assolir a les 72 hores una concentracié aproximada de 12 x
10° cel lules/ml. A partir d’aquest moment es va comengar a alimentar el sistema amb
medi fresc amb 10 mM de glucosa i 3 mM de glutamina.

La velocitat de dilucié utilitzada al llarg del cultiu va ser de 0.016 h', el que es
correspon a un temps de residencia de 62.5 hores.

La durada del cultiu va ser de 37 dies i per induir 'apoptosi es van efectuar una
serie d’aturades en l'alimentacié del sistema que van durar 24, 48 i 72 hores. Cada
vegada que es feia una aturada del sistema calia assolir de nou I’estat estacionari.
Diariament es va realitzar un seguiment de la viabilitat del cultiu i es va analitzar la

concentraci6 de glucosa i de lactat.

8.4.1.3- Plaques de cultiu de 6 i 12 pous
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La plaques de cultiu sén plaques de poliestire (Orange Scientifics, 2030400) que permeten
cultivar fins un volum maxim de 2 ml de medi per pou en les plaques de 12 pous i un
volum maxim de 4 ml de medi per pou en les plaques de 6 pous.

Aquestes plaques s’han utilitzat per portar a terme les transfeccions de les dues linies
cel lulars i per al control regular de I'esterilitat dels medis de cultiu i dels diferents

estocs de les solucions emprades per suplementar els medis.

Els sistemes de cultiu, descrits anteriorment, es mantenen dins d'un incubador (Forma
scientifics, Incubador IR amb filtre HEPA, model 3862) a 37°C, en una atmosfera saturada
d’humitat (95%) per evitar 1'evaporacié del medi, i a un 5% de CO; per controlar el

pH en medis amb tamp6 bicarbonat.

8.4.2- Sistemes de cultiu de la soca bacteriana

Els cultius d’E. coli s’han realitzat en erlenmeyers de diferents volums (25, 50 i 250

ml) i en plaques de Petri amb 20 ml de medi solid.

8.5- Recompte de cél lules animals

Per realitzar el recompte de cellules adherents (293-N), cal, previament,
desenganxar-les del flascé de cultiu mitjangant el procés de tripsinitzaci6. Abans
d’afegir la tripsina, les cel lules s’han de rentar amb PBS 0.1 M (8g/1 NaCl, 0.2g/1
KH>POy4, 2.8 g/1 NaoHPO412H0O, 0.2 g/1 KCl) pH 7.4 o NaCl 09% (p/v) per
eliminar les restes de sérum presents en el medi de cultiu, ja que el sérum inhibeix
I'activitat de la tripsina. El volum necessari de EDTA-tripsina (Sigma, T4299) per
desprendre les cel lules depen de la mida del flasco. Per exemple, en un flascé de 25
cm? es posen entre 0.5-1 ml de tripsina i en un de 260 cm?, 3-4 ml.

Un cop addicionada la tripsina, es deixa actuar durant 5 min a 37°C. Seguidament, es
neutralitza 1'acci6 de la tripsina afegint medi DMEM al 10% FCS, es recull la

suspensio cel lular i es procedeix a fer el recompte cel lular.
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En el cas de I'hibridoma, s’agafa una aliquota de la suspensi6 cellular i es fa el
recompte.

El nombre de cel lules vives, mortes, totals i el percentatge de viabilitat que presenta
el cultiu es calcula a partir del recompte a 100 augments mitjancant un microscopi
invertit de contrast de fase (Nikon, TMS) i un hemacitometre (Neubauer Improved,
Brand). L’hemacitometre és un portaobjectes amb quatre camps o cavitats quadrades
on hi ha dibuixades unes xarxes de 4x4 quadrats microscopics. A cada camp hi cap
un volum de mostra conegut, i els setze quadres dibuixats faciliten el recompte de les
cel lules presents a cada camp.

Per diferenciar les cel lules vives de les mortes, es tenyeixen amb una mescla 1:1
d’una soluci6é de blau de tripa (Sigma, T8 154) diluida al 0.2% (v/v) en PBS 0.1 M pH:
7.4 ila mostra cel lular. El colorant només penetra a l'interior de les cel lules mortes i
els déna un color blavés. Per contra, les cel lules vives es diferencien perfectament de
les mortes pel seu color blanc brillant. Una gota de la diluci6 es diposita a la zona de
recompte de I'hemacitometre i es cobreix amb un cobreobjectes (Menzel-Gaser). A
continuaci6, es realitza el recompte de cel lules vives i mortes en cadascun dels
quatre camps. Els dos valors superior i inferior obtinguts es rebutgen, mentre que els

altres dos es promitgen.
8.5.1.- Concentraciod cel lular i viabilitat cel 1ular

El calcul de la concentraci6 de ceél lules present al cultiu es realitza mitjancant la

segtient expressio (Eq. 8.1):

N1 + N2

[Ceél-lules/ml] = — T (Eq. 8.1)

X Vcamp

on n1 i n2 sé6n el nombre de cel lules comptades en els dos camps seleccionats, m és el
nombre de camps comptats i té un valor de 2, d és la dilucié amb tripa blau realitzada
i val 0.5, 1 Veamp és el volum de mostra present a cada camp i té un valor de 104 ml.

D’aquesta manera 1'expressié queda reduida a 1’'equacio 8.2:
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[Cél-lules/mI] =(n, +n, )x 10* (Eq. 8.2)

Aquesta expressio és aplicable a les cel lules viables i mortes.

Per obtenir el percentatge de viabilitat cal calcular préviament el nombre total de
cel Jules (suma de les viables i les mortes) i, posteriorment, aplicar la segtient
expressio (Eq. 8.3):

Concentracio cél-lules viables

% Viabilitat = — x 100 (Eq. 8.3)
Concentracio cel-lules totals

8.6- Analisi de la glutamina i d’altres aminoacids per HPLC

L’analisi de la concentraci6 d’aminoacids (primaris i secundaris) es realitza per
cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC), mitjancant una técnica de
derivatitzaci6 dels aminoacids (Métode de AccQ Tag, Waters), prévia a la seva
separaci6. Els aminoacids sén molecules de polaritat molt elevada, la majoria sense
grups cromofors i amb uns radicals de naturalesa molt diferent. Cal doncs, afegir als
aminoacids alguna caracteristica que permeti separar-los i detectar-los amb suficient
sensibilitat. Aix0 s'aconsegueix mitjancant una reacci6 de derivatitzacié en la que
cada aminoacid s'uneix a un reactiu que en permet la seva posterior deteccio.
Seguidament els aminoacids derivatitzats es separen per cromatografia de fase

reversa i son detectats ja que absorbeixen llum en la zona ultraviolada.

Per realitzar 1'analisi dels aminoacids s’utilitza un cromatograf Waters LC Module I
Plus; una columna de fase reversa (Waters, AccQ Tag 150x3.9 mm, WAT052885); el
AccQ ‘Fluor Reagent Kit (que conté: Waters AccQ ‘Fluor Borate Buffer, Waters AccQ ‘Fluor
Reagent Powder i Waters AccQ Fluor Reagent Diluent); i una dissoluci6 patré de tots els
aminoacids de 0. 1 mM i 1 mM per efectuar els corresponents calibrats. A més a més,
es preparen dues dissolucions patrons concentrades de Gln, Ala amb concentracions
en el primer patré de 10, 5110 mM; i, en el segon, de 5, 2.5 1 5 mM, respectivament.

Els eluents necessaris per a la separacié dels aminoacids son:
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= ELUENT A: Acetat sodic/Acid EtilendiaminotetraAcetic (EDTA)/Trietilamina
(TEA). Es preparen 19.0512 g d’acetat sodic + 1.107 mg de EDTA + 2.35 ml de
TEA en 1000 ml d’aigua ultrapura. Una vegada completament dissolt, s’ajusta el
pH a 5.05 amb acid ortofosforic. A continuacid, es filtra amb un filtre d’acetat de

cel lulosa de 0.45 pm i es desgasa.

» ELUENT B: Acetonitril 60% (v/v). Es preparen 600 mL d’acetonitril + 400 mL
d’aigua ultrapura. A continuacid, es microfiltra de la mateixa manera que l'eluent

A1ies desgasa.

Les mostres es filtren amb filtres d’acetat de cel lulosa de 0.45 um i la deteccié es
realitza a 254 nm per a tots els aminoacids. La temperatura de la columna és de 37 °C.
Aquest metode permet separar tots els aminoacids en 45-50 minuts donant el segtient
ordre d’elucié: Asp-Ser-Glu-Gly-Gln-His-Arg-Thr-Ala-Pro-Cys-Tyr-Val-Met-Lys-lle-
Leu-Phe -Trp.

8.7- Determinaci6 de la concentracidé de glucosa i lactat

La concentracié de glucosa i lactat es mesura amb un analitzador automatic YSI
(Yellow Springs Instrument, 2700 Select). Aquest aparell disposa d'un electrode
format per una fina membrana amb enzims immobilitzats que envolta un anode de
plati. Les moléecules de glucosa o L-lactat presents a la mostra difonen a través de la
membrana, i pateixen una transformacié enzimatica per accié de la glucosa oxidasa i
la lactat oxidasa, aquestes reaccions alliberen electrons que sén finalment detectats
per l'eléectrode. La intensitat dels senyals electrics produits és proporcional a la
concentracié de cadascun dels dos substrats. Aquesta mesura eléctrica no es veu
afectada pel color, terbolesa, densitat o temperatura de la mostra, i només precisa que
l'aliquota presa per la mesura sigui filtrada o centrifugada amb anterioritat per tal

d'eliminar les cel lules o impureses que puguin obstruir la membrana.

L'analitzador pren 55 uL de cada mostra i dona els valors de concentracié de glucosa

i lactat en (g/1). El rang de concentracions que pot mesurar 1'aparell oscil 1a de 0.05 a

132



Capitol 8- Materials i métodes

20.0 g/1 per a la glucosa i de 0.005 a 2.00 g/1 per al lactat. Si s’ha de diluir la mostra,

cal fer-ho amb aigua ultrapura.

L’aparell requereix les segiients solucions pel seu funcionament:

Soluci6 patré:

KoHREDTA 0159 ¢
Acid benzoic 0.263 g
Glucosa 045¢
L-Lactat 01125 ¢

Aigua ultrapura 250 ml

Solucié tampo:

K:HEDTA 0572 ¢g
Benzoat sodic 0948 g
NaH:PO4 2H,O 2028 g
NaCl lg
Na;HPO4 12H>O 162 ¢g

Sulfat de gentamicina ~ 0.0076 g

Aigua ultrapura 1 litre

Les dues solucions es filtren al buit amb una membrana d’acetat de cel 1lulosa de 0.45

um de diametre de porus i es renoven una vegada a la setmana.

8.8- Determinacio de 1’activitat de I’anticos monoclonal

Per a la determinacié de l'activitat de 1’anticos monoclonal s’utilitza la tecnica
d’hemoaglutinacié en placa. Aquesta técnica esta basada en la capacitat dels
anticossos IgGs produits per 1'hibridoma KB26.5 per aglutinar els anticossos IgGs
produits per I'hibridoma KB26.5 per aglutinar els eritrocits del grup sanguini A1l. Per
tal de mesurar l'activitat cal disposar d'un estoc d’eritrocits del grup sanguini Al
congelats. D’aquest estoc es descongela un criotub i finalment, es fa

I’'hemoaglutinacio en placa. Aquests tres metodes s’expliquen a continuacio:
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8.8.1- Congelaci6 d’eritrocits

Soluci6 de glacat:

- 35 g (28ml) Glicerol

- 2.8 g sorbitol (o manitol)
- 0.65 gNaCl

- 100 ml Aigua mQ

S’esterilitza per filtracié (0,22 pm, Millipore)

PBS 0.1 M pH: 7.4

Procediment:

Es treu la sang (15-20 ml) d'una persona del grup sanguini A; i s’afegeixen
unes gotes d’anticoagulant.

Es centrifuga a 1400 g durant 10 minuts en un tub conic.

S’aspira el sobrenedant i es resuspen el pellet amb PBS.

Es centrifuga a 1400 g durant 10 minuts.

S’aspira el sobrenedant i si hi ha molt de volum de sediment es repeteixen els
2 passos anteriors.

Es mesura el volum exacte de sang (sediment) i es posa en un vas de
precipitats, agitant-se. A continuaci6, s’afegeix lentament el mateix volum de
soluci6 de glacat.

La mescla es manté 30 minuts a temperatura ambient amb agitacié lenta per
tal que es vagin igualant les concentracions a fora i dins els eritrocits.

Es reparteix en criotubs (1 ml/criotub) i es posen els criotubs en el contenidor

de nitrogen liquid (a -196°C)

8.8.2- Descongelaci6 d’eritrocits

Soluci6 de desglacat:
- 16 g de sorbitol
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- 09gNaCl
- 100 ml Aigua mQ

S’esterilitza per filtraci6 (0,22 pm, Millipore)

Procediment:

Es treu el criotub del nitrogen liquid i es posa rapidament en un bany a 37°C.

e Es transfereix la mostra en un tub de centrifuga i es centrifuga a 2 minuts a
1400g.

e S’aspira el sobrenedant i s’afegeix (gota a gota) la soluci6 de desglacat al pellet
omplint el tub fins a 5 ml.

e Es centrifuga durant 5 minuts a 1400 g. S’aspira el sobrenedant i s’afegeix PBS
omplint el tub fins a 5 ml per resuspendre el pellet. Es repeteix aquest rentat 3
vegades (amb PBS). Si el sobrenedant continua essent molt vermell, es fa un
rentat més.

e En l'dltim rentat es llenca el sobrenedant i del sediment es prepara la

suspensi6 d’eritrocits amb PBS.

8.8.3- Hemoaglutinaci6 en placa

A partir d’eritrocits descongelats es fa una suspensioé a 1'1% amb PBS (100 ul del
sediment d’eritrocits + 10 ml PBS). Es fan dilucions seriades de la mostra a
analitzar (que conté 'anticos) amb tampé PBS en plaques de 96 pous de fons V
(Greiner): s’afegeixen 100 pl de mostra en el pou 1A i 50 pl de PBS a la resta de
pous de la columna 1. Es fan dilucions dobles transferint 50 ul de pou en pou (fila
en fila). Després, de cada mostra de la columna 1, es va fer una bateria de
dilucions, 90:100, 80:100, 70:100, 60:100, 50:100, d’esquerra a dreta (Fig. 8.2).

S’afegeixen 50pul de la suspensi6é d’eritrocits a cada pou i es deixa reposar la placa
1 hora a temperatura ambient. Cal agitar constantment la solucié d’eritrocits per

evitar la seva rapida sedimentacio.
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A continuacio, ja es pot avaluar el resultat de I'assaig: quan hi ha suficient anticos
com per crear ponts entre els antigens de superficie dels eritrocits, els eritrocits
s’aglutinaran (entrecreuaran) i es dipositaran uniformement per tot el pou. En
canvi, quan l'anticos esta massa diluit, no n’hi haura prou per crear aquests
enllagos entre els eritrocits i aquests relliscaran pels costats del pou per formar un
sediment vermell al fons. Es defineix com a titol, la inversa de la altima dilucié en

que hi ha preséncia d'aglutinacio.

A la Fig. 8.3, es mostra una placa d’hemoaglutinacié obtinguda en aquest treball. Es
pot observar l'aparicié d'una llagrima en aquella dilucié6 on no hi ha el suficient

anticos per unir-se als eritrocits.

Fig. 8.3- Exemple d’una placa d’hemoaglutinacio. Lectura dels titols d’aglutinaci6 (positius i negatius).
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8.9- Plasmidis

Els plasmidis sén molécules de DNA extracromosomic autoreplicatives que es
transmeten i mantenen de forma estable d'una generacié bacteriana a la segtient. Els
plasmidis es troben en moltes espécies bacterianes i sovint confereixen a la cel lula
hoste caracteristiques fenotipiques, com ara la resistencia a antibiotics i metalls
pesats, o la capacitat per produir determinades proteines. L’aplicacié dels plasmidis
per tal de conferir noves activitats proteiques a les cel lules no es restringeix només a
organismes procariotes siné que també pot aplicar-se a cel lules eucariotes.

Una altra aplicacié dels plasmidis és el seu ts per a I'obtencié de quantitats suficients
d’una determinada seqtiencia de DNA. Després d’inserir en un plasmidi la seqiiéncia
d’intereés es transformen cellules bacterianes competents amb el plasmidi. En
multiplicar-se el nombre de cél lules, augmenta el nombre de copies del plasmidi, i
per tant també la quantitat de seqiiencia inserida.

Per a la construccié dels vectors recombinants amb els gens antiapoptotics, es va
partir dels plasmidis pcDNA3 (Invitrogen), pIRESneo (Clontech), pIRESpuro?2 (Clontech) i
pIRES2_EGFP (Clontech). El vector pEYFP-C1 (Clontech) es va emprar per optimitzar

les condicions de transfeccié en 1’hibridoma KB26.5.

8.9.1- pcDNA3

El pcDNA3 (Fig. 8.4) és un vector comercial d’unes 5.4 Kb dissenyat per a 'expressi6
genica en hostes eucariotes. Aquest plasmidi conté un marcador de seleccié
eucariota, un promotor i una seqiiencia de poliadenilacié eucariota entre els quals
s’ha d’inserir la seqtiencia desitjada. El marcador de seleccié eucariota consisteix en
un gen de resisténcia a la neomicina. Tant el promotor com la seqiiencia de
poliadenilacié provenen del virus SV40. Pel fragment de DNA inserit, el plasmidi
presenta el promotor de citomegalovirus (CMV), que té un elevat nivell d’expressié
en un gran nombre de cel lules animals, mentre que el senyal de poliadenilacié dels
mRNA transcrits és el de I'’hormona bovina del creixement. El pcDNA3 també es pot

replicar dins d’E. coli, gracies a la presencia d'un origen de replicaci6 ColE1l
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provinent del plasmidi pUC19. La seleccié de les colonies que han incorporat el
plasmidi en procariotes es fa gracies a un marcador de seleccié que confereix

resisténcia a I"'ampicil lina.

= Theewe e inn SHGE meel comm
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Fig. 8.4- Esquema del vector pcDNA3.

8.9.2- pIRESneo i pIREspuro2

El pIRESneo (Fig. 8.5 Esquerra) i el pIRESpuro2 (Fig. 8.5 Dreta) sén uns vectors
d’expressié IRES bicistronics d'unes 5.3 Kb i 5.2 Kb, respectivament. Aquests
plasmidis contenen I'IRES (Internal Ribosome Entry Site) del virus de
I’encefalomiocarditis (ECMV) el qual permet la traduccié de dos ORFs (Open Reading
Frame) a partir d'un dnic RNA missatger, un marcador de seleccié eucariota que
consisteix en un gen que proporciona resistencia a la neomicina (pIRESneo) o
puromicina (pIRESpuro2), un promotor de Citomegalovirus (Pcmv 1E) que presenta
un elevat nivell d’expressié en un gran nombre de ceéllules animals i un MCS
(Multiple Cloning Site) on s’ha d’inserir la seqtiéncia desitjada. El senyal de
poliadenilacié dels mRNA transcrits és de '’hormona bovina del creixement. Aquests
plasmidis, també es poden replicar dins d’E. coli, gracies a la presencia d'un origen
de replicacié6 ColEl. La selecci6 de les colonies que han incorporat el plasmidi en
E.coli es fa gracies a un marcador de selecci6 que confereix resisténcia a

I"ampicil lina.
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Fig.8.5- Esquema dels vectors pIRESneo i pIRESpuro2.

8.9.3- pEYFP-C1

El pEYFP-C1 (Fig. 8.6) és un vector comercial d'unes 4.7 kb dissenyat per a
I'expressi6 genica en hostes eucariotes. Aquest plasmidi codifica per la proteina
EYFP (Enhanced Yellow Fluorescence protein), una variant de la Aequorea victoria GFP
(Green Fluorescent Protein). Aquesta proteina té 4 aa substituits (Ser-65 per la Gly, Val-
68 per la Leu, Ser-72 per la Ala i Thr-203 per la Tyr) i emet fluorescencia groga (a

A=527 nm) al ser irradiada amb llum ultraviolada.

El vector conté un MCS, per inserir-hi el gen d’interes, un promotor del virus SV40
responsable de I'expressié de la neomicina (marcador de seleccié eucariota), i una
sequencia de poliadenilacié que prové del virus SV40. Aquest plasmidi també es pot
replicar dins d’E. coli, gracies a la preséncia d'un origen de replicacié que prové del
plasmidi pUC. La seleccié de les colonies d” E. coli que han incorporat el plasmidi es

fa gracies a un marcador de selecci6é que confereix resistencia a la kanamicina.
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Fig. 8.6- Esquema del vector pEYFPC-1.

8.9.4- pIRES2-EGFP

El pIRES2-EGFP (Fig. 8.7) és un vector comercial d'unes 5.3 kb dissenyat per a
I'expressi6 genica en hostes eucariotes. Aquest plasmidi conté I'IRES (Internal
Ribosome Entry Site) del virus encefalomiocarditis (ECMV) entre el MCS (Multiple
Cloning Site) i la regi6é codificant per la proteina EGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein). Aixo permet al gen d’interes (clonat en el MCS) i al gen EGFP ser traduits a
partir d'un dnic mRNA bicistronic. EI MCS es troba entre el promotor de
citomegalovirus (Pcmv ) i la seqiiéncia IRES.

El pIRES2-EGFP també es pot replicar dins d"un E. coli, gracies a la preséncia d’un
origen de replicaci6é que prové del plasmidi pUC. La selecci6 de les colonies que han
incorporat el plasmidi es fa gracies a un marcador de selecci6 que confereix

resisténcia a la kanamicina.
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Fig. 8.7- Esquema del vector pIRES2-EGFP.
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8.10- Extraccié6 i purificacié de material genetic

8.10.1- Extracci6 i purificacié de DNA plasmidic

8.10.1.1- Minipreparacions de DNA plasmidic

Per extreure petites quantitats de DNA plasmidic es va fer servir el High Pure Plasmid

Isolation Kit (Roche). Aquest kit es basa en el metode de la lisi alcalina [Birnboim i col.,

1979] i és un metode senzill i rapid per obtenir fins a 10 pg DNA plasmidic.

Solucions:

Tamp6 de suspensié: 25 ml [50 mM Tris-HCl i 10 mM EDTA, pH 8.0
(25°C)], 2.5 mg RNAsa A.

Tamp6 de lisi: 25 ml [0.2 mM NaOH i 1% SDS]

Tampé d'unié: 25 ml [4 M hidroclorur de guanidina i 0.5 M acetat de
potassi, pH 4.2]

Tamp6 de rentat (I): 33 ml [5 M hidroclorur de guanidina i 20 mM Tris-
HCl, pH 6.6 (25°C), concentracions finals després de 'addicié de 20 ml
d’etanol].

Tampé de rentat (II): 10 ml [20 mM NaCl i 2 mM Tris-HCl, pH 7.5 (25°C),
concentracions finals després de I'addici6 de 40 ml d’etanol].

Tamp6 d’elucié: 30 ml [1 mM Tris-HCI, pH 8.5 (25°C)]

Procediment:

A partir d'un cultiu d’E. coli en placa es prenen les colonies amb una nansa i es
passen a un tub Eppendorf que conté 250 pl de tampé de suspensié i es barreja
amb el vortex.

S’afegeix 250 ul de tampoé de lisi i es barreja per inversié. S'incuba 5 minuts a

temperatura ambient.
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e S’addiciona 350 pl de tampé d’uni6 i barreja per inversi6. S'incuba 5 minuts en
gel.

e Es centrifuga durant 10 minuts a 13000 rpm (microcentrifuga) i es transfereix el
sobrenedant a una columna amb filtre (High Pure filter tube).

e Es centrifuga a 13000 rpm durant 1 minut i es descarta I’eluent.

e S’afegeix 500 pl de tamp6 de rentat (I) a la columna.

e Es centrifuga a 13000 rpm durant 1 minut i es descarta 1’eluent.

o S’afegeix 700 pl de tamp6 de rentat (II) a la columna.

e Es centrifuga a 13000 rpm durant 1 minut, es descarta l'eluent i es torna a
centrifugar de nou durant 1 minut.

e Es fa un canvi de tub Eppendorf, es col loca la columna sobre I"Eppendorf nou i
s’afegeix 100 pl de tamp6 d’elucié.

e Es centrifuga a 13000 rpm durant 1 minut i es recull I'eluent que conté el DNA

plasmidic.

8.10.1.2- Midipreparacions de DNA plasmidic

Per extreure quantitats de fins a 100 pg de DNA es va utilitzar el QIAfilter Midiprep
Kit (Qiagen).

Solucions:
Tampé de suspensié (P1): 50 mM Tris Cl (pH 8.0), 10 mM EDTA, 100
png/ml RNAsa A
Tampé de lisi (P2): 200 mM NaOH, 1% SDS
Tampo6 de neutralitzacié (P3): 3.0 M KCHs;COO
Tamp6 de rentat (FWB): 750 mM NaCl, 50 mM MOPS (pH 7.0), 15%
isopropanol
Tamp6 d’equilibracié6 QBT: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS (pH 7.0), 15%
isopropanol, 0.15% Triton X-100
Tamp6 de rentat QC: 1 M NaCl, 50 mM MOPS (pH 7.0), 15% isopropanol
Tamp6 d’elucié QF: 1.25 M NaCl, 50 mM Tris Cl (pH 8.5)
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Procediment:

A partir d'un cultiu d’E. coli en placa es prenen les colonies amb una nansa i es
passen a un tub que conté 4 ml de tamp6 P1 i es barreja amb el vortex.

S’afegeix 4 ml de tamp6 P2, es barreja per inversié i s’'incuba a temperatura
ambient.

S’afegeix 4 ml de tampo6 P3, es barreja per inversi6. Seguidament, es col loca el
llisat en una xeringa (cartutx QIAfilter). S'incuba a temperatura ambient durant
10 minuts.

S’equilibra la columna QIAGEN-tip 100 afegint 4 ml de tamp6 QBT i s’espera que
la columna es buidi per gravetat.

El contingut de la xeringa es passa a la columna i s’espera que la columna es
buidi. El DNA plasmidic queda retingut en la columna.

S’afegeix 10 ml de tamp6 QC a la columna i s’espera que la columna es buidi i es
torna a afegir 10 ml més de tampé6 QC.

Un cop buidada la columna, s’afegeix 5 ml de tampé QF i es recull I'eluent que
conté el DNA plasmidic.

Es precipita el DNA afegint 3.5 ml d"isopropanol, es barreja, es centrifuga a 9000
rpm (microcentrifuga) durant 30 minuts a 4°C i es descarta el sobrenedant.
S’afegeix 2 ml d’etanol al 70% i es centrifuga a 9000 rpm durant 30 minuts a 4°C.

Es descarta el sobrenedant i es resuspen el pellet amb 200 pl d’aigua ultrapura.

8.10.2- Extraccié de DNA genomic

Per a I'obtenci6 de DNA genomic s’utilitza un metode molt rapid que permet

visualitzar la fragmentaci6 tipica de les cel lules que han mort per apoptosi (veure

apartat 8.17.3).

Solucions:

Solucié de lisi: 0.59 g NaCl, 0.12 g Tris-HCI, 2.5 ml EDTA 0.1 M, 5 mg
tripsina i 1 g/ml RNasa lliure de DNasa
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PBS0.1 M
Acetat sodic 3 M
Etanol absolut

Etanol 70%

Procediment:

e Es centrifuga a 500g durant 5 minuts el volum de cultiu necessari per obtenir un
nombre total de 5 x 105 cel lules, s’elimina el sobrenedant i es resuspeén el pellet de
cel lules en 1 ml de PBS 0.1 M.

e Es centrifuga de nou a 500g durant 5 minuts, s’elimina el sobrenedant i es
resuspenen les cel lules en 0.5 ml de soluci6 de lisi i s'incuba durant 1 hora a 37°C.

o S'afegeix al llisat 10 pl d’acetat sodic 3 M i 1 ml d’etanol absolut fred per a la
precipitacié del DNA.

e Es centrifuga a 1700 g durant 10 minuts, es descarta el sobrenedant i es renta el
pellet amb 800 ul d’etanol 80 %.

e Es centrifuga a 1700 g durant 5 minuts, s’elimina I'etanol i es deixa assecar el
pellet a temperatura ambient fins que s’evapori l’etanol restant.

o Es realitza la visualitzaci6é en gel d’agarosa al 1.5 % seguint els passos descrits en

I'apartat 8.11.1.

8.10.3- Extraccié de RN AToTAL

Per a l'extraccié de RNAroraL de I'hibridoma KB26.5 es va emprar el RNeasy Mini Kit
(Qiagen). Aquest kit és un metode senzill i rapid per obtenir fins a 100 ng RNA total.

Solucions:

Tamp6 de lisi: solucié RLT (abans de fer servir aquesta soluci6 s’addiciona
10 pl de B-mercaptoetanol (14.3 M) en 1 ml de tamp6 RLT i s’utilitza com a
maxim durant un mes)

Etanol 70%
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Tampo6 de rentat (I): solucié RW1
Tamp6 de rentat (II): solucié RPE

Tamp6 d’elucié: aigua lliure RNases

Procediment:

Es centrifuguen 4 x 105 cellules a 300 g durant 5 minuts, es descarta el
sobrenedant.

S’afegeix 350 ul de tampo6 de lisi (RLT) i es barreja amb el vortex.

S’addiciona 1 volum d’etanol al 70%, es barreja per inversié i es transfereix a una
columna amb una membrana de silicona-gel (RNeasy mini spin column).

Es centrifuga a 10000 rpm (microcentrifuga) durant 15 segons i es descarta
I'eluent.

S’afegeix 700 pl de tamp6 RW1 de rentat (I) a la columna.

Es centrifuga a 10000 rpm durant 30 segons i es descarta I'eluent.

Es transfereix la columna a un nou tub de col leccié.

S’afegeix 500 ul RPE de tamp6 de rentat (II) a la columna.

Es centrifuga a 10000 rpm durant 15 segons i es descarta 1’eluent.

s’addiciona novament 500 ul de tampoé RPE a la columna.

Es centrifuga a 10000 rpm durant 2 minuts, es descarta 1'eluent i es torna a
centrifugar de nou durant 1 minut.

Es transfereix la columna a un nou tub de col lecci6 i s’afegeix 30 ul d’aigua lliure
de RNases.

Es centrifuga a 10000 rpm durant 1 minut i es recull 'eluent que conté el RNA
total.

Finalment, es procedeix a fer l'espectre entre 220 i 320 nm (espectrofotometre
Shimadzu UV-160), els calculs de la puresa (A2eo/A2so i Ao/ A2s0) i concentracio
de la mostra ([RNA]= Aze x dilucié/24). La integritat del RNA es determina fent
correr la mostra en un gel a1'1.5% d’agarosa.

El material de vidre s’ha escalfat a 200°C durant un minim de 4 hores i l'aigua ha

estat tractada amb DEPC (Sigma) i seguidament autoclavada.
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Els valors de la relacié Azeo/ A2so compresos entre 1.7-2.1 sén acceptables mentre que
valors inferiors podrien indicar que la mostra esta contaminada per proteina. Quan el
valor de la relaci6 Axo/A20 és 2.0 es considera acceptable, mentre que valors

inferiors podrien indicar que la mostra esta contaminada per carbohidrats.

8.11- Purificacio i separacidé del material genétic

8.11.1- Separaci6 del material genétic per electroforesi en gels agarosa

L’electroforesi en gel d’agarosa es basa en la separaci6 de fragments de DNA
sotmesos a un camp electric en preséncia d'un gel, format per l'agarosa
polimeritzada, que dificulta la migracié del DNA cap al pol positiu. La mobilitat
electroforetica dels acids nucleics és inversament proporcional a la mida de la
moléecula, pero també depen d’altres variables com son la concentracié d’agarosa, el
corrent electric aplicat i la composicié6 en bases nitrogenades dels propis acids
nucleics.

Aquest és un metode simple i efectiu per separar fragments de DNA o RNA de
diferent mida. La mida de cada banda obtinguda s’estableix comparant amb un
marcador que conté un patr6 de DNA de diferents mides conegudes. Aquest
marcador també permet realitzar una quantificaci6 de la quantitat de material
genetic obtingut en funcié de la intensitat de la banda. S'utilitzen gels d’agarosa al
1.5% per separar fragments de DNA de fins 1 Kb i gels d’agarosa al 0.8% per
fragments de DNA més grans.

La visualitzacié dels fragments de DNA es realitza emprant bromur d’etidi, agent
intercalant del DNA que emet fluorescéncia al ser irradiat amb llum ultraviolada.

Aquest compost permet detectar fins a 1 ng de DNA.

Per dur a terme I'electroforesi de DNA s’utilitzen les solucions segtients:

- Tampo6 d’electroforesi TAE (1x): 4 mM Tris (Panreac), 20 mM acid acetic
(Panreac), 2 mM EDTA (Panreac)
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- Tamp6 de carrega (6x): 30% glicerol i un 0.25% de blau de bromofenol en
tampo TAE 1x

- Soluci6 de bromur d’etidi 200 pg/ml (Bioprobe)

- Agarosa (Boehringer Mannheim)

- Marcadors de pesos moleculars (Annex II): XIV (Roche) i GeneRuler™

(Fermentas)

El tampé d’electroforesi es prepara inicialment a 10x i es guarda a temperatura

ambient. En el moment de ser utilitzada es dilueix 10 vegades amb aigua ultrapura.

Procediment:

e Es pesa la quantitat corresponent d’agarosa en pols (p/v) i s’afegeix el volum
corresponent de tamp6 TAE (1x).

e L’agarosa es fon en un forn microones fins que no quedin particules en suspensioé
i es deixa refredar fins a 50-55 °C.

o S’afegeix bromur d’etidi a la soluci6 d’agarosa a una concentracié final de 0.5
png/ml.

e Es prepara el motlle per al gel d’agarosa segellat amb cinta adhesiva. Es disposa
la pinta que formara els pous de carrega de manera que quedi a 0.5-1 cm de
I'extrem del motlle i que no toqui el fons del motlle. L’agarosa fosa es dispensa en
el motlle. Cal esperar fins que I’agarosa hagi solidificat.

e Es treu la pinta per deixar lliure els pous on es carregaran les mostres, es treu la
cinta adhesiva i es submergeix el gel en una cubeta que conté tampd
d’electroforesi. El tamp6 d’electroforesi ha de cobrir del tot la superficie del gel.

e Es carreguen les mostres de DNA en el gel i s’inicia 1'electroforesi tenint en
compte que s’ha d’aplicar un voltatge constant que no superi els 5 V/cm.

e L’electroforesi es deixa correr fins que el colorant del tampé de carrega (Orange
G) assoleix les 2/3 parts del gel.

e Les bandes de DNA es visualitzen a A=302 nm amb un transil luminador d"UV

(TFX-20M). Les fotografies dels gels s’han obtingut amb la camara Kodak DC120.
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Preparacié de les mostres:

Es barreja 1 pl de la mostra de DNA amb 8 pl d’aigua ultrapura autoclavada i 1ul de
tampo de carrega (volum final 10 pl). Si la mostra no esta prou concentrada es pot
substituir part de l'aigua ultrapura per un major volum de mostra. Si es vol carregar
volums finals superiors a 10 pl tnicament cal respectar la proporcié 1:10 de tampé de
carrega. Pel que fa els marcadors de pesos moleculars, es barreja 2 pl de marcador
amb 4 pl de tamp6 de carrega. Finalment, per tal d’homogeneitzar les mostres abans

de carregar-les al gel es déna un pols de centrifugacio (1 s) a tots els tubs.

8.11.2- Purificaci6 de bandes de DNA en gels d’agarosa

Per recuperar els fragments de DNA separats electroforéticament, es talla amb una
tulla d’afaitar la porcié del gel d’agarosa que conté la banda desitjada i es purifica
amb el QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) seguint les especificacions del proveidor.
Aquest és un metode senzill i rapid que permet una elevada recuperacié de bandes

amb una grandaria superior al 100 pb.

Solucions:

Tamp6 de solubilitzacié d’agarosa (QG)
Isopropanol

Tampo6 de rentat (PE)

Tamp6 d’elucié (EB)

Procediment:

e Per a la recuperacié del DNA cal tallar la porcié del gel d’agarosa que conté la
banda desitjada. Per fer-ho s’utilitza una fulla d’afaitar i s"ha de procurar eliminar
el maxim possible d’agarosa.

e A continuacio es transfereix la porcié del gel a un tub Eppendorf previament tarat

i es determina el pes del fragment de gel.
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e S'afegeix 300 pl de tampo de solubilitzacié d’agarosa per cada 100 mg de gel. Si la
concentracié d’agarosa en el gel és superior al 2% cal afegir 600 pl en lloc de 300
ul.

e S’incuba la barreja a 50°C durant 10 minuts, agitant cada 2-3 minuts amb un
vortex fins que l'agarosa estigui completament dissolta. A continuaci6, es
centrifuga la soluci6 en una microcentrifuga durant 1 minut i es descarta el
sobrenedant.

e S’afegeix 100 pl d’isopropanol per cada 100 mg de gel.

e Es posa la solucié en una columna (QIAquick spin column), on el DNA s’uneix a la
columna.

e Es centrifuga la columna durant 1 minut i s’afegeix 0.5 ml de tampo6 QG.

e Es centrifuga la columna durant 1 minut i s’afegeix 0.75 ml de tamp6 PE.

e Es centrifuga la columna durant un minut i es torna a centrifugar 1 minut més.

e Es col loca la columna a sobre d"un tub Eppendorf nou i s’elueix el DNA amb 50

ul de tampo6 EB.

8.11.3- Quantificacié de la concentracié de DNA

Per quantificar el DNA es va utilitzar dos metodes. El primer es basa en la
comparaci6 visual de la lluminositat de la banda obtinguda respecte la lluminositat
de les bandes del marcador de pes molecular, de concentracié coneguda. El segon
metode és més precis i consisteix en la lectura de 1’absorcié a 260 nm (Az0) amb un
espectrofotometre (Shimadzu UV-160A) que déna la mesura de la concentraci6é de
DNA present a la mostra. Per tal de determinar aquesta concentracié es va diluir 2 pl
de la soluci6 de DNA en 800 pl d’aigua ultrapura. Seguidament, es va fer la lectura
d’absorbancia entre les longituds d’ona de 320 a 210 nm. Per calcular la concentracié

de DNA plasmidic present a la mostra es va utilitzar la férmula segtient:

[DNA]=A20x 50 x Diluci6?!

La relacié Ao/ Azso és un indicatiu de la puresa de les mostres. Els valors d’aquesta

relaci6 compresos entre 1.8 i 1.9 per al DNA i 1.9-2.0 per al RNA es consideren
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acceptables. La relacié disminueix en presencia de contaminants que absorbeixen a

280 nm.

8.12- Obtenci6 i amplificaci6é enzimatica del material genétic

8.12.1- Disseny dels encebadors

A partir de les seqiiencies conegudes dels gens bcl-2, bcl-x1,, ksbcl-2, bhrf-1 i p35
extretes de les bases de dades disponibles en el NCBI (National Center for
Biotechnology Information) es van dissenyar els encebadors que delimiten les regions
codificants corresponents als mRNA d’aquests gens. Aquests encebadors inclouen el
cod6 d’iniciaci6 de la traduccié (AUG) i el codé de terminacié (UGA, UAA, UAG). Es
va afegir a I'extrem 5 dels encebadors dianes de restriccié6 per tal de realitzar
lligacions orientades en vectors d’expressi6 addients. A més, en els encebadors es va
incloure la seqiiencia de Kozak (CCACC) per tal d’assegurar nivells elevats de
transcripci6 [Kozak, 1987]. A I'hora de dissenyar els encebadors es va tenir en compte
la seva temperatura de fusié (Tm). La Tm és la temperatura de dissociaci6 de
I'encebador hibridat a una seqiiéncia complementaria i, es calcula a partir de
I'equaci6 segtient:

Tm=(69.3°C+0.41x(%GC)-650)/ L

on %GC és el percentatge de bases nitrogenades guanina i citosina presents a
I'oligonucleotid i L la longitud de I'oligonucleotid.
Els dos encebadors emprats per amplificar un fragment especific de DNA han de

tenir una T propera.

Els encebadors emprats en aquest treball son els segtients:

bcl-2 Lider: 5”-ATGCGAATTCATGGCGCACGCTGGGAG- 3~ EcoRI
Cua: 5”- CTCGAGTCACTTGTGGCCCAGATA- 3~ Xhol

bcl-2 Lider: 5”-AGTCGCGGCCGCCACCATGGCGCACGCTGGGAG- 3~ Notl
Cua: 57-AGTCGAATTCTCACTTGTGGCCCAGATAGGCACCCAGGG- 3~ EcoRI

bcl-2 Lider: 5”-ATGCGAATTCATGGCGCACGCTGGGAG- 3~ EcoRI
Cua: 57-AGTCGCGGCCGCTCACTTGTGGCCCAGATAGGCAC- 3~ Notl
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bcl-2
+IRES
bel-xr
bhrf-1

bhrf-1

p35

Lider: 5 -AACCGGCATCTGCACACCTG- 3~
Cua: 5”-AGAGGGGAAAGACCCCTAGG- 3~

Lider: 5”- GAATTCCACCATGTCTCAGAGCAACCGGGA- 3~ EcoRI
Cua: 5”- CTCGAGTCAGTGTCTGGTCACTTCCGACTG - 3~ Xhol
Lider: 5> -GAATTCCACCATGGCCTATTCAACAAGGGAGATACT- 3~ EcoRI
Cua: 5”- GCGGCCGCTTAGTGTCTTCCTCTGGAGATAAAT- 3~ Notl
Lider: 5” -AGTCGCGGCCGCCACCATGGCCTATTCAAC- 3~ Notl
Cua: 5”-TCAGGCGGCCGCTTAGTGTCTTCCTCTGGAG - 3~ Notl
Lider: 5> -CGGAATTCCACCATGTGTGTAATTTTTCCGGTAGAAAT- 3~ EcoRI
Cua: 57 -TCAGGCGGCCGCTAATTGTGTTTAATATTACATTTTTGTTG- 3~ Notl
Lider: 5” -AGTCGCGGCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAG- 3~ Notl
Cua: 57 -TACGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTC- 3~ BamHI
Lider: 57 -AGTCCCCGGGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAG - 37 Smal
Cua: 5”-TACGTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTC - 3~ Xbal

Les dianes de restriccid es destaquen subratllades i el codé d’inici i el de stop en negreta.

8.12.2- Amplificacié per PCR

La reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) és un metode rapid per amplificar

enzimaticament fragments especifics de DNA. Els reactius i la metodologia que es va

emprar sén els indicats per I'enzim Gentag-DNA polimerasa (Progenetic) i Pfu DNA

polimerasa (Fermentas).

Per dur a terme la PCR es van utilitzar els components segtients:

H>O ultrapura esteril

Deoxinucleotids trifosfat (ANTPs) 10x (2.5 mM) a partir de 10 mM dATP,
10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP (Fermentas)

Oligonucleotids encebadors 50x (10pM)

DNA motlle

Gentag DNA polimerasa /pfu DNA polimerasa

Tamp6 Gentaq 10x (Tris-HCl 10 mM, MgCl» 1.5 mM, KCI 50 mM i gelatina
0.001% a pH 8.3 mesurat a 20°C) / Tamp6 pfu 10x ( (200mM Tris-HCl (pH
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8.8 at 25°C), 100mM (NH4)2SO4, 100mM KCl, 1% Triton X-100, 1mg/ml
BSA)

Procediment:

Es prepara un tub de PCR a on s’afegeixen els components de la reacci6 de PCR

seglients:
COMPONENTS VOLUM (uL) CONCENTRACIO
FINAL
DNA motlle X 01-0.75 pg
dNTP (2.5 mM) 5 0.25 mM
Tampé Gentaq 5 1x
Encebador dret 1 0.2 uM
Encebador esquerra 1 0.2 uM
DNA polimerasa X 10
H>O ultrapura esteril Fins a 50 pl

Es col loca el tub en el termociclador Gene Cicler (BIO-RAD) i es comencen els cicles

d’amplificaci6 tal i com es mostra en el programa segtient:

N° DE CICLES TEMPERATURA DURADA FUNCIO
(°C)
1 95 2 min Desnaturalitzar el motlle
30 95 30s Desnaturalitzaci6
Th 45s Uni6 motlle-encebadors
72 1 min Elongacio
1 72 10 min Elongacié addicional

La temperatura d’hibridacié Tn (temperatura a la qual 1'encebador s'uneix al DNA
motlle) es calcula com T-5°C. En el cas que "amplificacié no doni el resultat esperat,
cal determinar la temperatura d’hibridacié6 empiricament. El temps d’elongacié de la

cadena depeén de la longitud del fragment que es vol amplificar.
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Quan va ser necessari reamplificar una banda de DNA, es va fer la reacci6 a partir
del retall de la banda en agarosa i amb el programa descrit anteriorment pero amb
només 16-18 cicles.

Els fragments de DNA obtinguts per PCR es van dur a seqtienciar al Servei de
Seqiienciaci6 i Sintesi d’Acids Nucleics de la Universitat Autonoma de Barcelona

(UAB).

8.12.3- Amplificaci6 per RT-PCR

Aquesta és una técnica molt sensible que permet determinar la preséncia o abséncia
d'un RNA missatger (mRNA) concret en un extracte cel lular i per tant pot ser
emprada per determinar i fins i tot quantificar 1'expressi6 de determinats gens. A
més a més, permet 1'obtenci6 de cDNA sense la necessitat d’haver de recérrer a
llibreries existents.

Els reactius i la metodologia emprada sén els indicats pel producte "Titan One Tube
RT-PCR System" (Roche, N° 1 888 382). Aquest kit utilitza I'activitat de la transcriptasa
inversa del virus de la mieloblastosi aviaria (AMV) per a la sintesi de la primera
cadena de cDNA i una barreja de Tag i Pwo polimerases per a la seva amplificacié. En

la reaccié de RT-PCR es va partir sempre de 5 pg de RNATotal.

Per dur a terme la RT-PCR es van utilitzar els components segtients:

- H20 ultrapura esteril

- 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP (Fermentas)

- Oligonucleotids encebadors 50x (10uM)

- RNA motlle

- Soluci6 de DTT: 1000 ul de solucié 100 mM de ditiotreitol (DTT)

- Tamp6 de RT-PCR (5x): 1000 pl d'una solucié 7.5 mM de MgCl. i DMSO

- Soluci6 que conté una barreja de Pwo i Taq polimerases aixi com la

transcriptasa inversa AMV
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En el moment de realitzar la RT-PCR, es col loquen dos tubs en gel i es preparen les

dues solucions segtients:

Soluci6 A:
COMPONENTS VOLUM (uL) CONCENTRACIO
FINAL
dATP, 10 mM 1 200 pM
dCTP, 10 mM 1 200 uM
dGTP, 10 mM 1 200 uM
dTTP, 10 mM 1 200 uM
Encebador dret 10 uM 1 0.2 uM
Encebador esquerra 10 pM 1 0.2 uM
RNA motlle X 1 pg -1 pg de RNA total
Soluci6 de DTT 25 5000 uM
H>O ultrapura esteril Fins a 25 pl
Soluci¢ B:
COMPONENTS VOLUM A AFEGIR (pL)
Tampo6 de RT-PCR (5x) 10
Barreja d'enzims 1
H>0 ultrapura esteril 14

S’afegeixen 25 ul de solucié A i 25 pl de solucié B a cada tub de PCR. Es barreja
adequadament i es centrifuga breument per tal de recollir la soluci6 en el fons del
tub. Es col loquen els tubs en el termociclador Gene Cycler (Biorad) i es comenca els

cicles d’amplificaci6 tal i com es mostra en el programa segtient:

N° DE CICLES TEMPERATURA DURADA FUNCIO
(°O
1 50 30 min Allargar la copia de
cDNA
1 94 2 min Desnaturalitzaci6
35 94 20s Desnaturalitzaci6
Th 45s Unié motlle-encebadors
68 1 min Elongacio
1 68 10 min Elongaci¢ final
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Es van modificar les Tn segons les seqtiencies dels encebadors dissenyats, i el temps

d’elongaci6 de la cadena, segons la longitud del fragment que es volia amplificar.

Tant en la reaccié de PCR com de RT-PCR, quan les seqiiéncies a amplificar tenen un

elevat contingut en guanines i citosines, s’afegeix DMSO al 10% (v/v) final.

8.13- Modificacions enzimatiques del DNA

8.13.1- Restriccié enzimatica

Les endonucleases de retricci6é son enzims que hidrolitzen el DNA bicatenari en llocs
especifics segons la seva seqiiencia. Els enzims de tipus 2, els més utilitzats
reconeixen seqiiencies de 4 a 6 nucleotids, normalment simetriques. Alguns tallen per
I'eix de simetria donant lloc a molécules amb els extrems roms i altres deixen extrems
5 o 3’ protuberants anomenats cohesius. Les quantitats d’enzim, DNA, tamp¢, la
concentraci6 ionica, la temperatura i la durada de la reacci6 depenen, en cada cas, de
I'enzim i de l'aplicaci6 especifica. Normalment, la majoria dels enzims actuen a 37°C,
tot i que n’hi ha que requereixen temperatures diferents. El tampé d’incubacié és
especific per a cada enzim. Els tampons usuals de digestié6 contenen MgCl,, NaCl o
KCl, Tris-HCI, B-mercaptoetanol o DTT i BSA. La presencia de cations divalents és
imprescindible per a I'activitat enzimatica. La concentraci6 de cations monovalents és
més critica i depen de cada enzim especific. Pot variar entre 0 i 150 mM de Na*. Els
tampons es preparen concentrats 10x i es guarden a -30°C.

L’activitat dels enzims es mesura en unitats d’activitat. Una activitat d’enzim de
restriccié es defineix com la quantitat necessaria per digerir completament 1 nug de
DNA en 60 minuts, en les condicions recomanades. El volum d’enzim ha de ser
inferior a 1/10 part del volum final de la barreja de reacci6, ja que el glicerol present
en el tampo pot arribar a interferir sila seva concentraci6 és superior al 5%.

Els enzims es conserven a -30°C i cal mantenir-los en gel durant la seva utilitzacio.
No convé tenir-los fora del congelador més temps del necessari per agafar 1'aliquota

desitjada.
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En aquest treball s’han utilitzat enzims de restriccié subministrats per la companyia

Roche i Fermentas, amb els seus respectius tampons.
Procediment:

En un tub Eppendorf s’afegeixen els components segtients:

COMPONENT VOLUM A AFEGIR (uL)
Mostra amb DNA X
Tamp6 de restriccié 1
Enzims de restriccié 1(1-5 U/pg DNA)
H>O Ultrapura esteril Fins a10 pl

S’incuba 1 o 2 hores a la temperatura adient (normalment 37°C). La reacci6é s’atura
afegint EDTA (0.2 M) a una concentraci6 final de 20 mM per quelar els ions Mg?*, o
bé congelant a -30°C. Si el DNA digerit ha de ser utilitzat en posteriors reaccions
enzimatiques, no és aconsellable 'addici6 d’EDTA. Per aquest motiu, s’inactiva
I'enzim escalfant a 65°C durant 10 minuts. Posteriorment, es purifica el DNA amb el
QIAquick Gel Extraction Kit per tal d’eliminar I'enzim present en la mostra.

Quan s’ha de digerir el DNA amb més d"un enzim de restricci6 i les condicions de
reacci6 dels enzims sén les mateixes, es poden afegir conjuntament en la reaccio i es
segueix el protocol de digesti6 explicat en aquest apartat. Si varia la temperatura de
reacci6, s’ha d’incubar primer amb I'enzim que hidrolitza a menor temperatura i
després, augmentar la temperatura i afegir el segon enzim. Si les concentracions
salines difereixen, s’ha de digerir primer el DNA amb I'enzim actiu a la concentracio
més baixa de sal, i a continuacio, afegir NaCl per obtenir una concentracié final

adequada per a l'activitat del segon enzim i deixar seguir la reacci6 de digestio.

8.13.2- Reompliment d’extrems

En determinades circumstancies és necessari transformar els extrems cohesius d’un

fragment de DNA o d'un plasmidi linearitzat en extrems roms. En aquest cas
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s'utilitza 'enzim T4 DNA polimerasa (Roche), amb el seu corresponent tamp6 de

reompliment:

- T4 DNA polimerasa
- Tamp6 de reompliment (5x): 250 mM Tris-HCl, 75 mM (NH4)25O4, 35 mM MgCl,,
0.5 mM EDTA, 50 mM 2-Mercaptoetanol, 0.1 mg/ml BSA a pH 8.8 mesurat a 25°C

Aquest enzim reomple els extrems 3 del DNA en preséncia de deoxinucleotids. Es
necessari que hi hagi un excés de nucleotids ja que aquest mateix enzim pot tenir
activitat exonucleasa 3" en abséncia de nucleotids. Per a la reacci6é s’utilitza una
barreja en la que els quatre deoxinucleotids trifosfats (ANTPs) es troben a una

concentracié de 2.5 mM.
Procediment:

En un tub Eppendorf s’afegeixen els components segtients:

COMPONENT VOLUM A AFEGIR (uL)
Mostra amb DNA X
Solucié dNTPs (2.5 mM) 4
Tamp6 de reompliment (5x) 8
T4 DNA polimerasa (1 U/ pl) 1
H,O Ultrapura esteril Fins a 40 pl

S'incuba a 37°C durant 1 hora. La reacci6é s’atura afegint 2 pl d’'EDTA 0.2 M o bé
escalfant a 65°C durant 10 minuts. Posteriorment, es purifica el DNA amb el QIAquick

Gel Extraction Kit per eliminar I’enzim T4 DNA polimerasa de la mostra.

8.13.3- Desfosforilacié de DNA

La defosforilacio dels extrems 5 del DNA es realitza per tal d’evitar el relligament

dels plasmidis linearitzats amb enzim de restriccié. L’enzim utilitzat per portar a

terme aquesta reacci6 és la fosfatasa alcalina (Roche), amb el seu corresponent tampod
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de desfosforilaci6. S’afegeix 1 pl de solucié de fosfatasa alcalina per cada 50 pmol de

DNA a desfosforilar. Els reactius requerits son els segtients:

- Fosfatasa alcalina
- Tampo6 de desfosforilacié (10x): 0.5 M Tris-HCI, 1 mM d’EDTA a un pH de 8.5

mesurat a 20°C

Procediment:

En un tub Eppendorf s’afegeixen els components segtients:

COMPONENT VOLUM A AFEGIR (uL)
Mostra amb DNA X
Tamp6 de desfosforilacié (10x) 4
Fosfatasa alcalina (1 U/ ul) 1
H>O Ultrapura esteril Fins a 39 pl

S’incuba durant 30 minuts a 50°C si els extrems sén roms i a 37°C si els extrems sén
cohesius. A continuaci6é s’afegeix 1 pl més de fosfatasa alcalina i es deixa incubar
durant 30 minuts a la mateixa temperatura. La reacci6 s’atura afegint 2 ul d’'EDTA 0.2
M o bé escalfant a 65°C durant 10 minuts. Seguidament, es purifica el DNA amb el

QIAquick Gel Extraction Kit per treure les restes d’enzim.

8.13.4- Lligacio de fragments de DNA

La lligaci6 de fragments de DNA és una técnica utilitzada per unir inserts a
plasmidis. L'enzim utilitzat per dur a terme aquesta reaccié és la T4 DNA lligasa
(Fermentas), amb el seu corresponent tamp¢6 de lligacié. Aquest enzim requereix de la
presencia d’ATP per portar a terme la reaccié. El tamp6 de lligacié utilitzat ja inclou

la quantitat d’ATP necessaria. Els reactius requerits son els segtients:

- Lligasa T4
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- Tampé de lligacié (10x): 400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT i 5 mM
ATP a un pH 7.8 mesurat a 25°C

Procediment:

En un tub Eppendorf s’afegeixen els components segtients:

COMPONENT VOLUM A AFEGIR (uL)
Plasmidi X
Insert X
Tamp6 de lligaci6 (10x) 2
T4 DNA lligasa (5 U/ ul) 1
H>O ultrapura esteril Finsa 19 pl

La quantitat de plasmidi i insert que s’ha d’afegir depen de la proporcié molar
existent entre les dues mostres de partida. Si els extrems a lligar sén roms s’afegeix a
la reacci6 la soluci6 PEG4000 (polietileglicol) que incrementa l'eficiencia de la
lligaci6. La concentraci6 final recomanada de PEG4000 és d"un 5% (p/v).

S’incuba la mescla a 4°C durant tota la nit i I'endema s’afegeix 1 pul de T4 DNA lligasa

i s'incuba durant 6 hores més a 4°C.

8.13.5- TOPO Cloning Kit

En aquells casos en que hi ha hagut problemes en la clonaci6é d’inserts, s’ha fet
servir el TOPO Cloning Kit (Invitrogen) que assegura, mitjancant 1'as de
topoisomerases unides als extrems del vector pCR2.1-TOPO linearitzat, una
lligacié rapida i eficient dels fragments de DNA amplificats per PCR amb I'enzim

Tag polimerasa.

En la Fig. 8.8 es mostra 1'esquema de la clonacié directa d'un fragment de DNA en el
vector pCR2.1-TOPO. Per amplificar el fragment, en la reacci6 de PCR o RT-PCR,
s'utilitza lI'enzim Tag polimerasa per generar seqiiencies de DNA amb extrems

complementaris als extrems del vector pcDNA4.
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Fig. 8.8- Esquema del procés de clonacio utilitzant el TOPO cloning Kit.

Vector pCR2.1-TOPO:

El pCR2.1-TOPO (Fig. 8.9) és un vector de clonacié d’aproximadament 3.9 kb que
conté dos marcadors de seleccid, un que confereix resistencia a la kanamicina i un
altre a 'ampicil lina. També du I'origen de replicacié (pUC ori) i un fragment del gen
lacZ d’ E.coli. Aquest fragment codifica els primers 146 aa de la 3 -galactosidasa per a

la o-complementacio.
Reactius:

- pCR2.1-TOPO: Un tub de 20 pl amb 10 ng/pl de DNA plasmidic, 50%
glicerol, 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1TmM DTT, 0.1% Triton X-100, 100
ng/ml BSA, roig de fenol, pH 7.4 a 25°C

Procediment:

e Inicialment, es barreja 4 pl del producte de PCR/RT-PCR (veure apartat 8.12.2 i

8.12.3) amb 1 pl de vector pCR2.1-topo i s’incuba durant 5 minuts a temperatura
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ambient. Aquest pas només és possible si el producte obtingut per PCR/RT-PCR
conté a I'extrem 3" adenines. La topoisomerasa situada als extrems del vector
uneixen el producte amb el vector.

e S'afegeixen 2 pul de la mescla en un tub Eppendorf que conté 200 pl de cel lules

competents HB101 i s’inicia la transformacié (veure apartat 8.14).

lacZo ATE
M13 Reverse Primer | Hmld 1} K,.r,l’nl Sari:l Bla.rnl-l S,Inel
CLG GRE RCR GCT ATG RC{C ATG ATT RCG CCR AGC TTE GTR CCG RGC TCE GAT CCR CIR
GTC CTT TET CGA TAC TE[EF TAC TAR TGC GET TCG RAC CAT GEC TCGE AGC CTA GET GAT

Bsf{| EcoR

EcoR |
GIA ACG GCC &CC AGT GIG CTIG GAR TTC GCC CIT pALG GGC GAA TTC TGC
CAT TEC CGG CGGE TCA CAC GAC CTT RAG CGG GREN REL e T TIC CCGE CTT ARG RACG

Ns.‘ll )Ifba | Apal

GAG CAT GCAR TCT AGR GGG CCC AAT TC
CIC GTR CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
LGET GAG TCG TAT 11:15 LAT GCC GIC GIT TTR a;_*-a CGT CGT

TCA CTC ARGC ATE AT GAC CGG CAG CRR ARRT JTT GCL GCA

Fig. 8.9- Esquema del vector pCR2.1-TOPO

8.14- Transformacio

El procés de transformacié consisteix en la incorporacié6 de DNA plasmidic exogen

en cel Jules d’E. coli.

8.14.1- Preparacié de cel lules competents. Métode clorur de calci

Inicialment es preparen les solucions segtients:
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- CaChL05M

- Tris 1M (pH 8.0)

- CaCl2 50 mM en Tris 10 mM (pH 8.0). La soluci6 s’esterilitza per filtraci6
- Medi LB liquid

Procediment:

e S’inocula un pre-cultiu de 3 ml de medi LB amb la soca HB101 i s'incuba durant
12 hores a 37°C amb agitacio.

e S’inocula un cultiu de 50 ml de medi LB amb 500 pl de pre-cultiu i s'incuba a 37°C
amb agitacio fins que el cultiu tingui Asso= 0.4-0.5.

e El cultiu es centrifuga a 2500 rpm (Centrifuga Sorvall) durant 10 minuts a 4°C. El
pellet es resuspen en 12.5 ml de CaCl> 50 mM/ Tris 10 mM i es deixa reposar 15
minuts a 0°C.

e Es centrifuga 10 minuts a 2500 rpm a 4°C, es descarta el sobrenedant i el pellet es
resuspen en 4 ml de la solucié de CaCl.

e Es preparen aliquotes de 200 ul. Si no s’han d’utilitzar s’afegeix un 20% de glicerol

i es conserva a -80°C.

8.14.2- Transformacio

Per dur a terme la transformacié s’ha de treballar en condicions estéril, al costat

d’una flama.

Procediment:

e Barrejar 200 pl de cel lules competents amb el DNA a transformar (10-100 ng en
un volum inferior al 10% del total).

e Mantenir en gel 30 minuts.

e Xoc termic a 42°C durant 2 minuts.

e Mantenir en gel durant 90 segons.

e Diluir amb 0.5 ml de medi LB.
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¢ Incubar aproximadament 1 hora a 37°C.
e Sembrar en plaques LB selectives.

e Incubar les plaques invertides a 37°C durant tota la nit.

8.15- Transfecci6 de cél 1lules animals

L'estudi de la regulacié i expressié genica en cellules eucariotes requereix del
desenvolupament de metodes per transferir el DNA dins d’aquestes cel lules.
En aquest treball per dur a terme la transfeccié s’han provat tres metodologies

diferents: la lipofecci6, I’electroporacié i 1'tis d’adenovirus.

8.15.1- lipofeccid

El reactiu DMRIE-C (Life Technologies) és un liposoma cationic compost pel lipid
cationic DMRIE (1,2-dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxi ethyl ammonium
bromide) i colesterol, que interacciona amb els grups fosfat carregats negativament
del DNA. Es creu que aquest complex és introduit a dins de la cel lula per endocitosi.

Per dur a terme el protocol de transfecci6 s"utilitzen els medis i reactius segtients:

- DMRIE-C (Life Technologies)

- Medi DMEM sense serum

- Medi DMEM 4% FCS

- Medi DMEM 8% FCS

- Medi DMEM 8% FCS amb 6 pg/ml de puromicina (transfeccions
pIRESpuro?2) i medi DMEM 8% FCS 6 mg/ml G418 (transfeccions
pcDNA3, pIRESneo)

- Medi de cultiu DMEM 4% FCS amb 3 pg/ml de puromicina (transfeccions
pIRESpuro2) i medi DMEM 4% FCS 3 mg/ml G418 (transfeccions
pcDNAS3, pIRESneo)

Procediment:

163



Capitol 8- Materials i métodes

Diluir 8 ul de reactiu DMRIE-C amb 500 pul de medi DMEM sense serum en un
pou d’'una placa de poliestire (6 o 12 pous) (Orange Scientifics, 2030400) per
preparar la soluci6 A.

Calcular els microlitres necessaris de DNA per obtenir una quantitat final de 4
ng de DNA. Diluir els microlitres de DNA amb 500 pl de medi DMEM sense
serum en un altre pou per preparar la solucié B.

Barrejar la soluci6 A amb la soluci6 B durant 45 minuts a temperatura
ambient.

Paral lelament, es determinen el nombre de cel lules que s’inocularan en la
soluci6 final (solucions A+B) tenint en compte que es requereixen 8 x 105
cel lules per pou. Aquestes cel lules han de provenir d'un cultiu que es trobi a
la meitat de la fase exponencial de creixement. En el cas de transfectar cel lules
adherents, aquestes han d’estar a una confluéncia del 60-80% en els pous i
preferentment plaquejades el dia anterior, ja que com més vell és el cultiu,
pitjor és I'eficiéncia de transfeccio.

Es renten les cellules amb medi sense serum, centrifugant la suspensio
cel lular durant 5 minuts a 500g. Es resuspenen les cel lules en 200 pl de medi
sense serum i es col loquen en un pou. A continuacio, s’afegeix la soluci6 A+B
lentament damunt de les cel lules. En el cas de les cél lules adherents, es treu
el medi de cultiu i s’afegeix lentament la soluci6 A+B.

En el cas d’emprar la puromicina, al cap de 24 hores s’afegeix en el pou 1 ml
de medi DMEM 8% FCS per tal que la concentraci6 final sigui del 4% FCS. Al
cap de 48 hores, es treu 1 ml de la soluci¢ i s’afegeix 1 ml de medi DMEM 4%
FCS amb 6 pg/ml de puromicina per tal que la concentracié final de
puromicina sigui de 3 ng/ml. Cada 3-4 dies cal canviar el medi eliminant 1 ml
de medi vell i afegint 1 ml de medi nou DMEM 4% FCS amb 3 ug/ml de
puromicina.

En el cas d’utilitzar la neomicina, al cap de 24 hores s’afegeix en el pou 1 ml de
medi DMEM 8% FCS amb 6 mg/ml de neomicina per tal que la concentracié

tinal sigui del 4% FCS amb 3 mg/ml de neomicina. Cada 3-4 dies cal canviar el
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medi eliminant 1 ml de medi vell i afegint 1 ml de medi nou DMEM 4% FCS

amb 3 mg/ml de neomicina.

Donat que la neomicina té un efecte més lent sobre les cel lules que la puromicina,

s’afegeix la neomicina al cultiu 24 hores després d"haver realitzat la transfeccio.

8.15.2- Electroporacio

L’electroporaci6é és una técnica que es basa en 1'aplicacié d’un elevat voltatge a les
cel lules durant un periode curt de temps per permeabilitzar la membrana
plasmatica i permetre la introduccié del DNA. La permeabilitzacié dels fosfolipids
depén basicament del nombre, la intensitat i la duracié de les pulsacions electriques.
Aquesta tecnica és facil, segura i els costos associats s6n baixos. L’electroporacié de
les cellules es va dur a terme amb l'electroporador BTX 600 amb cubetes

d’electroporacié de 2 mm de gap (620 BTX).
Solucions:

- PBS01M
- Medi DMEM 4% FCS

Procediment:

e S'afegeix 500 pl d’una suspensi6 cel lular de 1 x 107 cel lules/ml en PBS i 5 pg
de DNA plasmidic linearitzat en una cubeta d’electroporaci6é de 2 mm de gap
(620 BTX). Les cel 1ules es renten previament amb PBS.

e S’incuba 10 min en gel la cubeta d’electroporacio.

e Es sotmet la barreja a un voltatge de 200 v, una capacitancia de 25 pF i una
resistencia R4 (72 Q) durant 1.1 ms en l'aparell d’electroporacié BTX-600. Es
realitzen dues pulsacions en aquestes condicions i entre cada pulsacié es deixa

la cubeta 1 min en gel.
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e Un cop electroporades les cel lules, s’incuba la suspensié cel lular 10 min en
gel.

e Esresuspen la suspensi6 cel lular en 10 ml de medi DMEM al 4% FCS.

e Al cap de 24 hores s’afegeix medi fresc.

e A les 48 hores s’observen les cel 1ules al microscopi confocal.

8.15.3- Coprecipitats Adenovirus-DNA

Aquest metode de transfeccié combina el metode classic del fosfat calcic amb la
capacitat dels adenovirus de transferir el material genétic a les cel lules [Lee i welsh,
1999]. En aquest treball es va emprar Ad2-CMV-GFP (7.25x1011 particules
tisiques/ml i 5.12x10%0 particules infectives/ml, obtingut del CBATEG, UAB) que

incorpora la GFP com a marcador de seleccié.
Solucions:

- CaCh2M

- DMEM sense serum
Procediment:

e Es dilueix 4 x 10° particules fisiques de virus (Ad2-CMV-GFP) i 1 ng DNA
plasmidic en 200 pl de medi DMEM sense serum.

e S'afegeix a la soluci6 0.5 ul de CaCl> 2M i es barreja lentament.

e S’incuba la solucié durant 30 min a temperatura ambient.

e Es posa 8 x 10> cel lules en un pou d’una placa de poliestire de 6 pous
(Orange Scientifics, 2030400) i s’afegeix al damunt la solucié virus-DNA.
Aquestes cel lules han estat previament rentades amb medi DMEM sense
serum.

e S’incuba a 37°C durant 40 min.

e Es centrifuga les cel lules a 500 g durant 5 min.
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e S’elimina el sobrenedant i es resuspenen les cel lules amb 1 ml de medi
DMEM al 4 %.
e Al cap de 24 hores s’afegeix medi fresc.

e A les 48 hores s’observen les cel 1ules al microscopi confocal.

8.15.4- Seguiment de la transfecci6

En cada tanda de transfecci6 s’afegeixen tres controls:

= (Cél1ules d’hibridoma sense transfectar cultivades en un medi DMEM 4% FCS
sense marcador de selecci6. Aquest control es fa per comprovar que els cultius
creixen normalment.

= Ceél lules sense transfectar cultivades en un medi DMEM 4% FCS amb antibiotic.
Aquest control serveix per verificar que les cel lules que no han incorporat el
vector es moren.

» (Céllules transfectades amb els vectors pIRESpuro2, pIRESneo o pcDNA3, i
cultivades en un medi DMEM 4% FCS amb el seu marcador de seleccio,
respectivament. Aquest control permet observar I'expressié correcta dels vectors
transfectats.

La presencia d'un clon es pot detectar quan les cel lules no transfectades del cultiu

control amb antibiotic estan mortes ja que les cel lules transfectants son les tniques

capaces de sobreviure en un medi amb antibiotic.

8.16- Infecci6 de I’hibridoma KB26.5 amb virus adenoassociats

Les ceél lules d’hibridoma es va infectar amb el virus adenoassociat AAV-CMV-GFP
(2.25 x 101 particules fisiques/ml) i AAV2-CMV-(nls)LacZ (4.5 x 101 particules
tisiques/ml i 6.30 x 10° particules infectives/ml). Ambdés virus van ser cedits pel
CBATEG, un du com a marcador la proteina GFP i l’altre el gen lacZ que codifica per

a la proteina [-galactosidasa. Els hibridomes es van infectar a una multiplicitat
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d’infecci6 (MOI) de 1, 10 i 50. La MOI es defineix com el nombre d’unitats
formadores de calves (pfu, plaque forming units) que hi ha per cel 1ula.
n° de virions

MOl=——— (Eg. 84
n° de cél-lules (Eq )

8.16.1- Determinaci6 de l'activitat de la B-galactosidasa

Per tal de detectar les cel lules infectades amb el virus AAV2-CMV-(nls)LacZ es va
realitzar 1'assaig [-galactosidasa. Aquest assaig consisteix en posar en contacte
I'extracte cel lular amb un substrat artificial anomenat ONPG (Orto-nitrofenil- 3
galactosid). En presencia de [-galactosidasa, I'ONPG s’hidrolitza en galactosa i orto-
nitrofenil (ONP), un compost de color groc en medi alcali. La quantitat de color groc

pot ser mesurat en un espectrofotometre.

Solucions:

- Soluci6 de lisi (0.1 % triton X-100, 0.1 M tris-HCI (pH=8))

- Fosfat sodic 0.1 M (pH=7.5)

- Soluci6 de clorur de magnesi ( 0.1 M MgCl,, 4.5 M B-mercaptoetanol)
- Substrat (4 mg/ml de ONPG en fosfat sodic 0.1 M).

- NaCO; 1M

- PBS

Procediment:

Obtencidé de l'extracte cel ular:

e Es renten les cel lules infectades amb PBS dues vegades centrifugant a 500g
durant 5 minuts.

e Es descarta el sobrenedant i s’afegeix al pellet 750 ul de soluci6 de lisi.

e S’incuba 15 min a temperatura ambient amb agitacié suau ocasional.

e Esvorteja 15 segons I'extracte cel lular i es congela en neu carbonica/etanol.

e Es descongela la solucié a 37°C, es centrifuga a 13000 rpm (microcentrifuga) 15

segons i es passa el sobrenedant a un nou tub.
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e Es conserva a -80°C fins que es realitza 1'assaig [3-galactosidasa.
Assaig p-galactosidasa:

e Es barreja en gel:
~ 201 pl de fosfat sodic 0.1M
- 3l de soluci6 clorur de magnesi
- 66 ul de ONPG
- 33 ul de mostra
e S’incuba a 37°C durant aproximadament 3 hores (apareix coloraci6é groga).
e S’afegeix 250 ul de NaxCOs 1M per aturar la reaccié enzimatica.
e Es llegeix l'absorbancia a 420 nm en un espectrofotometre. El blanc que

s’utilitza conté solucid de lisi enlloc d’extracte cel lular.

8.17- Técniques de seguiment de ’apoptosi

8.17.1- Marcatge amb Anexina-V-Fluos i quantificacio per citometria de flux

La detecci6 de la translocacié de la fosfatidilserina es du a terme mitjancant el
marcatge amb anexina-v-fluos (Roche) un anticos especific de la fosfatidilserina que
porta conjugat una molécula fluorescent anomenada fluoresceina. Aquest anticos
permet la quantificacié mitjancant citometria de flux del percentatge de cél lules que

presenten aquesta translocaci6 [Blanckenberg i col., 1998].

Solucions:

PBS0.1M
Solucié de dilucié: 2.38 g/1 NaCl, 8.19 g/1 CaCl, anhidre, 0.55 g/1 HEPES
(Sigma)

Solucié anexina-v-fluos 2%

Procediment:
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e Es centrifuga a 500g¢ durant 5 minuts el volum de cultiu necessari per obtenir un
nombre total de 3 x 105 cel lules.

e Es descarta el sobrenedant i es resuspenen les cel lules en 1 ml de tampé PBS
0.1M.

e Es centrifuguen les cel lules a 500¢ durant 5 minuts.

e Es descarta el sobrenedant i es resuspenen les cel lules amb 50 pl de solucié de
dilucio.

e S’afegeix 50 pl de la soluci6 Annexina-V-Fluos (Roche) 2% (aquest reactiu
s’aliquota i es guarda a -30°C en absencia de llum; en el moment de realitzar
l'analisi, es dilueixen 10 pL en 0.5 ml de soluci6 de dilucio).

e Es deixen en contacte les cel lules amb la soluci¢ final d’anexina 1% durant uns
15 minuts en absencia de llum.

e Es realitza la lectura de la mostra al citometre de flux (FACSCaliburcan, Beckton-
Dickinson). Per processar les analisis de les mostres, s'utilitza el programa

CellQUEST (Beckton-Dickinson).

8.17.2- Visualitzacié de l'apoptosi per microscopia de fluorescencia o microscopia

confocal

Durant el procés d’apoptosi, la cel lula adopta unes morfologies caracteristiques
observables per microscopia optica. Per veure les diferents morfologies cel lulars, es
tenyeixen les cel lules amb bromur d’etidi i taronja d’acridina.

La tinci6 de les cel lules es realitza barrejant 75 pl de la mostra de cultiu amb 3 pl de
la solucié de tincié (0.5 ml de solucié de taronja d’acridina 200 pg/ml (Sigma) + 0.5 ml
de soluci6é de bromur d’etidi 200 pg/ml (Bioprobes).

La visualitzaci6 de la mostra tenyida a través del microscopi de fluorescéncia
(Olympus BH-2) o del microscopi optic laser confocal (LEICA TCS 4D) permet distingir
quatre morfologies cel lulars diferents: cellules viables no apoptotiques (VNA),
viables apoptotiques (VA), no viables apoptotiques (NVA) i necrotiques (N) [Tinto,
1999].
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Si la barreja de tinci6é es posa en un hemacitometre es pot quantificar, mitjancant
I'observacié al microscopi de fluorescencia, el percentatge de cel lules que presenten

una de les quatre morfologies descrites anteriorment.

8.17.3. Visualitzaci6 de la fragmentacié del DNA mitjancant electroforesi en gel

d’agarosa

En els estadis mitjanament avancats de l'apoptosi, en la céllula s’inicia la
fragmentacié6 del DNA per 'accié d’endonucleases que degraden el DNA en les
posicions internucleosomals, produint fragments de DNA de longitud multiple a 180
parells de bases [Sakahira i col., 1998]. La fragmentacié del DNA genomic es visualitza
en gels d’agarosa (veure apartat 8.10.2 i 8.11.1). El patré electroforetic observat és

molt caracteristic, similar a una escala [Wyllie, 1980; Franek i col., 1992].

8.18- Estudi del cicle cel lular de les cel lules d’hibridoma per citometria de flux

Aquest metode permet determinar el percentatge aproximat de cel lules d"un cultiu
que es troben en cadascun dels estadis del cicle cel lular, mitjancant la mesura del
contingut de DNA de cada cellula. Les cellules en Go o Gi tenen una dotacié
diploide (2n) de DNA. Les cel lules en G2 o0 M tenen el doble de DNA (4n). I les

cel lules en fase S poden tenir una quantitat variable de DNA (2n o 4n).

Per a la tincié del DNA, s’utilitza una dissolucié de iodur de propidi . Les mesures de
I'estat de la poblacié cellular es realitzen mitjancant citometria de flux. Els
percentatges corresponents a les poblacions cel lulars que es troben en fase Go, G1, S,
Gz, M i es resolen matematicament a través d’un programari especific. El percentatge

de ceél 1ules apoptotiques pot ser detectat com a un pic sub Go /Ga.
Per a realitzar 1'analisi del cicle cel lular de les mostres cal agafar inicialment un

volum del cultiu que contingui una concentracié aproximada de 100-107 cel lules

viables. La mostra se centrifuga a 500g durant 5 minuts i s’elimina el sobrenadant.
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A continuaci6 es resuspén el bot6 de cel lules en 4.5 ml de PBS 0.1 M i es torna a
centrifugar a 500g durant 6 minuts. El sobrenadant es descarta i es resuspen el boto
de cel ules en 0.5 ml de PBS 0.1 M. Aquesta suspensi6 de cel lules s’afegeix a 4.5 ml
d’etanol fred i es guarda a -30 °C fins el moment de l’analisi. Just abans de realitzar
I'analisi, se centrifuguen les mostres 5 minuts a 500g i es resuspenen en 1 ml de
dissolucié de iodur de propidi. Es deixen 30 minuts a temperatura ambient i
s’analitzen amb un citometre de flux (FACScalibur, Becton-Dickinson). Per processar

les analisis de les mostres s"utilitza el programari ModFit LT (Becton-Dickinson).
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NOMENCLATURA

aa: Aminoacid

AAV: Virus adenoassociat

AcNPV: Autographa californica nuclear polyhedrosis virus
Ad: Adenovirus

AIF: Factor inductor d’apoptosi

AMV: virus de la mieloblastosi aviaria
Apaf-1: Apoptotic protease activating factor 1
Asp: Acid aspartic

ATP: Adenosina 5'-trifosfat

Bcl-2: B-Cell Leukaemia/Lymphoma-2

BGH: Hormona bovina de creixement

BH: Bcl-2 homology domains

BHREF-1: BamHI rightward reading frame 1

BL: Biosecurity level

BSA: Albtimina de sérum bovi

CAD: Caspase activated DNAse

CaPi: Fosfat calci

CARD: Caspase recruitment domain

Caspases: Cysteinyl aspartate specific proteinases
cDNA: DNA complementari

CBATEG: Centre de Biotecnologia Animal i de Terapia Genica
CDK: Cyclin-dependent protein kinasa

CED: Caenorhabditis elegans cell death gene
CHO: Chinese Hamster Ovary

Cito c: Citocrom c

CMV: Citomegalovirus

COX: Citocrom Oxidasa

Cyc: Ciclina
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dATP: Deoxiadenina trifosfat.

dCTP: Deoxicitosina trifosfat

DED: Death effector domain

DEPC: Dietilpirocarbonat

DEVD-cmk: Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-clorometilcetona

dGTP: Deoxiguanina trifosfat

DHEFR: Dihidrofolat-reductasa

Diablo: Direct inhibitors of apoptosis protein (IAP) binding protein with low pl
DMEM: Medi d"Eagle modificat per Dulbecco

DMRIE-C: 1,2-dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxi ethyl ammonium bromide en una
formulacié liposdmica contenint colesterol

DMSO: Dimetilsulfoxid

DNA: Acid desoxiribonucleic

DNAsa: Desoxiribonucleasa

dNTPs: Deoxinucleotids trifosfat

DOPE: Dioleoyl phosphatidylethanolamine

DTT: Ditiotreitol

dTTP: Deoxitimina trifosfat

dUTP: desoxiuracil trifosfat

ECMV: Encefalomiocarditis virus

EDTA: Acid etilendiaminotetraaceétic

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein

EYFP: Enhanced Yellow Fluorescent protein

FCS: Séum fetal de vedella

%GC: percentatge de les bases nitrogenades Guanina i Citosina en una seqtiéncia
nucleotidica

GFP: Green Fluorescent Protein

GIn: Glutamina

Gluc: Glucosa

(G418: neomicina

HEPES: Acid N-2-hidroxietilpiperazina-N’-3-propasulfonic
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HHVS: herpesvirus 8 huma

IAP: Inhibitor apoptosis protein

ICAD: Inhibitor of CAD

IRES: Internal ribosome entry site

Kb: Kilobases

Kda: Kilodalton

KS: Sarcoma de kaposi

Lac: Lactat

LB: Luria Bertoni

MAbs: Monoclonal antibodies

MAC: Mitochondrial apoptosis-induced channel
MCS: Multiple cloning site

MME: Membrana Mitocondrial Externa
MMI: Membrana Mitocondrial Interna
mRNA: RNA missatger

NCBI: National center for biotechnology information
MOI: multiplicitat d"infeccié

Neor: Neomycin resistance

Omi /HTRAZ2:Pro-apoptotic mitochondrial serine protease
ONP: Orto-nitrofenil

ONPG: Orto-nitrofenil- B galactosid

OREF: Open Reading Frame

PAK?2: p21-activated kinase 2

Pb: parell de bases

PBS: Phosphate buffered saline

PCD: Programmed cell death

Pcmy 1e: Promotor de citomegalovirus

PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa
PEG: polietileglicol

PEI: polietilenamina

Ptu: Plaque forming units
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pRb: Proteina del retinoblastoma

PTP: Porus de permeabilitat transitoria

p10: Subunitat petita de les Caspases de 10 KDa

p20: Subunitat gran de les Caspases de 20 KDa

RNA: Acid ribonucleic

RNAsa: Ribonucleasa

RT-PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa amb transcripcié inversa previa
SDS: Lauril sulfat sodic

Smac: Second mitochondria-derived activator of Caspases

TAE: Tamp6 Tris-Acetic-EDTA

Th: Temperatura d’hibridacié

TM: Domini transmembrana

Tm: Temperatura de fusi6

TNF: Tumor Necrosis Factor

TRIS: Tris[hidroximetil]- aminometa

TUNEL:Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling
UV: Ultraviolat

VEB: Virus d’Epstein-Barr

z-VAD-fmk: N-benzioxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona

A¥m: Potencial mitocondrial de transmembrana
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Annex |

ANNEX I

1- Seqiiéncies de DNA extretes dels Nacional Center for biotechnology
Information (NCBI)

* Les regions utilitzades per al disseny dels encebadors es destaquen
subratllades.

V' bcl-2 (Ref. NM_000633, Homo sapiens):

ATGGCGCACGCTGGGAGAACAGGGTACGATAACCGGGAGATAGTGATGAAGTACATCCATTATAAGCTGTCGCAG
AGGGGCTACGAGTGGGATGCGGGAGATGTGGGCGCCGCGCCCCCGGGGGCCGCCCCCGCGCCGGGCATCTTCTCC
TCGCAGCCCGGGCACACGCCCCATACAGCCGCATCCCGGGACCCGGTCGCCAGGACCTCGCCGCTGCAGACCCCG
GCTGCCCCCGGCGCCGCCGCGGGGCCTGCGCTCAGCCCGGTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCC
GGCGACGACTTCTCCCGCCGCTACCGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGGCAGCTGCACCTGACGCCCTTCACC
GCGCGGGGACGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTGGCCTTC
TTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCGGGAGATGTCGCCCCTGGTGGACAACATCGCCCTG
TGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCACCTGCACACCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGGGATGCCTTTGTGGAA
CTGTACGGCCCCAGCATGCGGCCTCTGTTTGATTTCTCCTGGCTGTCTCTGAAGACTCTGCTCAGTTTGGCCCTG
GTGGGAGCTTGCATCACCCTGGGTGCCTATCTGGGCCACAAGTGA

v' bcl-x (Ref. NM_009743, Mus musculus):

ATGTCTCAGAGCAACCGGGAGCTGGTGGTCGACTTTCTCTCCTACAAGCTTTCCCAGAAAGGATACAGCTGGAGT
CAGTTTAGTGATGTCGAAGAGAATAGGACTGAGGCCCCAGAAGAAACTGAAGCAGAGAGGGAGACCCCCAGTGCC
ATCAATGGCAACCCATCCTGGCACCTGGCGGATAGCCCGGCCGTGAATGGAGCCACTGGCCACAGCAGCAGTTTG
GATGCGCGGGAGGTGATTCCCATGGCAGCAGTGAAGCAAGCGCTGAGAGAGGCAGGCGATGAGTTTGAACTGCGG
TACCGGAGAGCGTTCAGTGATCTAACATCCCAGCTTCACATAACCCCAGGGACCGCGTATCAGAGCTTTGAGCAG
GTAGTGAATGAACTCTTTCGGGATGGAGTAAACTGGGGTCGCATCGTGGCCTTTTTCTCCTTTGGCGGGGCACTG
TGCGTGGAAAGCGTAGACAAGGAGATGCAGGTATTGGTGAGTCGGATTGCAAGTTGGATGGCCACCTATCTGAAT
GACCACCTAGAGCCTTGGATCCAGGAGAACGGCGGCTGGGACACTTTTGTGGATCTCTACGGGAACAATGCAGCA
GCCGAGAGCCGGAAAGGCCAGGAGCGCTTCAACCGCTGGTTCCTGACGGGCATGACTGTGGCTGGTGTGGTTCTG
CTGGGCTCACTCTTCAGTCGGAAGTGACCAGACACTGAATGTCTCAGAGCAACCGGGA
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V' bhrf-1 (Ref. M17416 Herpesvirus huma de tipus 4):

ATGGCCTATTCAACAAGGGAGATACTGTTAGCCCTGTGTATACGGGACAGTCGTGTGCATGGAAATGGTACCCTG
CATCCTGTGTTGGAGCTAGCAGCAAGAGAAACACCTCTCCGCCTTTCGCCAGAGGACACTGTAGTTCTGCGTTAT
CATGTGTTGCTTGAGGAGATAATTGAACGAAATTCAGAGACATTTACAGAAACTTGGAACAGATTTATAACACAC
ACCGAACATGTGGATCTGGATTTTAACTCAGTATTTTTAGAGATATTTCACCGTGGAGACCCAAGCCTTGGGCGC
GCGTTGGCCTGGATGGCCTGGTGCATGCATGCCTGCAGGACATTGTGTTGTAACCAGTCTACTCCTTACTATGTT
GTGGACCTGTCAGTTCGTGGGATGTTAGAAGCCAGCGAAGGCCTGGATGGTTGGATTCATCAACAGGGCGGCTGG
TCTACATTAATTGAAGACAACATTCCTGGATCCAGAAGGTTTAGCTGGACTTTGTTTCTTGCTGGACTGACTTTG
AGTCTGTTAGTTATATGTAGTTATTTATTTATCTCCAGAGGAAGACACTAA

V' ksbcl-2 (Ref.U67773, Herpesvirus huma de tipus 8):

ATGGACGAGGACGTTTTGCCTGGAGAGGTGTTGGCCATTGAAGGGATATTCATGGCCTGTGGATTAAACGAACCT
GAGTACCTGTACCATCCTTTGCTCAGCCCTATTAAGCTATACATCACAGGCTTAATGCGAGACAAGGAGTCTTTA
TTCGAGGCCATGTTGGCTAATGTGAGATTTCACAGCACCACCGGTATAAACCAGCTTGGGTTGAGCATGCTGCAG
GTTAGCGGCGATGGAAACATGAACTGGGGGCGAGCCCTGGCTATACTGACCTTTGGCAGTTTTGTGGCCCAGAAG
TTATCCAACGAACCTCACCTGCGAGACTTTGCTTTGGCCGTTTTACCTGTATATGCGTATGAAGCAATCGGACCC
CAGTGGTTTCGCGCTCGCGGAGGCTGGCGAGGCCTGAAGGCGTATTGTACACAGGTGCTTACCAGAAGAAGGGGA
CGGAGAATGACAGCGCTATTGGGAAGCATTGCATTATTGGCCACTATATTGGCAGCGGTCGCGATGAGCAGGAGA
TAA

v p35 (NC_001623", Autographa californica nuclear polyhedrosis virus):

ATGTGTGTAATTTTTCCGGTAGAAATCGACGTGTCCCAGACGATTATTCGAGATTGTCAGGTGGACAAACAAACC
AGAGAGTTGGTGTACATTAACAAGATTATGAACACGCAATTGACAAAACCCGTTCTCATGATGTTTAACATTTCG
GGTCCTATACGAAGCGTTACGCGCAAGAACAACAATTTGCGCGACAGAATAAAATCAAAAGTCGATGAACAATTT
GATCAACTAGAACGCGATTACAGCGATCAAATGGATGGATTCCACGATAGCATCAAGTATTTTAAAGATGAACAC
TATTCGGTAAGTTGCCAAAATGGCAGCGTGTTGAAAAGCAAGTTTGCTAAAATTTTAAAGAGTCATGATTATACC
GATAAAAAGTCTATTGAAGCTTACGAGAAATACTGTTTGCCCAAATTGGTCGACGAACGCAACGACTACTACGTG
GCGGTATGCGTGTTGAAGCCGGGATTTGAGAACGGCAGCAACCAAGTGCTATCTTTCGAGTACAACCCGATTGGT
AACAAAGTTATTGTGCCGTTTGCTCACGAAATTAACGACACGGGACTTTACGAGTACGACGTCGTAGCTTACGTG
GACAGTGTGCAGTTTGATGGCGAACAATTTGAAGAGTTTGTGCAGAGTTTAATATTGCCGTCGTCGTTCAAAAAT
TCGGAAAAGGTTTTATATTACAACGAAGCGTCGAAAAACAAAAGCATGATCTACAAGGCTTTAGAGTTTACTACA
GAATCGAGCTGGGGCAAATCCGAAAAGTATAATTGGAAAATTTTTTGTAACGGTTTTATTTATGATAAAAAATCA
AAAGTGTTGTATGTTAAATTGCACAATGTAACTAGTGCACTCAACAAAAATGTAATATTAAACACAATTAAATAA

*ORF compres entre 116492 i 117391.
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v egfp (pIRES2-EGFP):

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGC
CACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACC
ACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTAC
CCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC
TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG
CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAC
GTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGC
AGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCAC
TACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
ACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA
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ANNEX II

Marcadors de pes molecular

= Roche:

XV

2642
1500

1000

—— 500
400

300
200

— 100
2%

Agarose
Gel

= Fermentas:

1.0%

Agarose
Gel

Marcador XIV:

Font: Preparat per restriccié de plasmidis
construits especificament. Les bandes de 500 i
1000 pb sén de dues a tres vegades més intenses
Rang: 0.1 - 2.6 kb

Fragments: 15 (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500 i 2642
pb)

Concentracié: 250 pg/ml

Marcador GeneRuler™:

Font: Preparat de set plasmidis diferents,
entre els quals hi ha el pUC, pBR322, fag A
i sequiencies del genoma de llevat. Cada
plasmidi o seqiiencia de DNA és digerit
individualment amb enzims de restriccié
apropiats.

Rang: 0.1 -10 kb

Fragments: 21 (100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1031, 1200, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000 i 10000
pb)

Concentracié: 500 ng/ml
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