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RESUMEN

Genetic polymorphisms in complement receptor 2 has a role in the innate resistance
to HIV-1 infection. In order to functional characterize the phenotype of these
polymorphisms we need to express in vitro the envelope proteins isolated from HIV-1
patients. We have developed a proteins expression system based in the direct
cytoplasmic transcription and IRES-mediated translation of a PCR product without
cloning. The aim of this work is to construct one of the tools, a bacteriophage T7

RNA polymerase eukaryotic expression plasmid.



INTRODUCCION

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se presentd por primera vez tras una
infeccion zoonética con virus de inmunodeficiencia de primates desde Africa. El VIH-
1 fue transmitido por simios y el VIH-2 por el mono mangabeye gris [1] . La
destacable diversidad genética del VIH-1 se da como consecuencia de la falta de

correccion de errores en la transcriptasa inversa [1].

En 2012, una estimacion de unos 35,3 millones de personas viven con VIH [2]. La
epidemia global producida por la infeccion del VIH ha cambiado de manera
considerable: el numero de personas con VIH se ha incrementado desde los 31
millones de enfermos en 2002, hasta los 35,3 millones en 2012, debido a que las
personas sometidas a terapias antirretrovirales viven mas tiempo [3], mientras que la
incidencia de este se ha reducido desde 3,3 millones en 2002, hasta 2,3 millones en
2012 [2].

El VIH es uno de los principales elementos de la morbi-mortalidad mundial. Las
muertes relacionadas con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
alcanzaron su pico en 2,3 millones en 2005, y disminuyeron hasta 1,6 millones en
2012 [2]. Segun estudio, las principales causas de muerte por enfermedades no
relacionadas con el SIDA fueron: cancer no influido por SIDA (23,5%),
enfermedades cardiovasculares (15,7%), y enfermedades hepaticas (14,1%) [4]. Los
problemas hepaticos son comunes, basicamente porque la coinfeccion con hepatitis

B y C es normal debido a que comparten vias similares de transmisién con el VIH

[5].
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Figura 1: Ciclo vital del VIH mostrando los sitios de accion de las diferentes medicaciones.
Recogido de Davidson’s Principles and Practice of Medicine, 22nd edn. Walker BR, Colledge NR,
Ralston SH, Penman |, eds. London, UK: Churchill Livingstone. 2014.

En la figura 1 se muestra el ciclo vital del virus. La entrada del virus es dependiente
de la interaccion de la proteina de envuelta viral con CD4 y los correceptores de
quimiocinas, CCR5 o CXCR4 [6]. Una vez dentro de la célula diana
(fundamentalmente  linfocitos CD4, macrofagos, etc) se produce un
desempaquetamiento del ARN viral y su retrotranscripcion. Posteriormente el ADN
es transportado al nucleo celular e integrado gracias a la integrasa. A partir de este
momento el provirus pasa a comportarse como un gen celular mas. La expresion del
ARNmM viral genera las proteinas necesarias para la produccion de una nueva
generacion de virus que geman a través de la membrana plasmatica. Hay ciertas
proteinas de la célula hospedadora que interactian con las proteinas del VIH o con
su material genético para restringir o promover la replicacion del virus en células

concretas (tabla 1).



ACCION OBJETIVO EN VIH

APOBEC-3G [7] Proteina modificadora del ARN Vif
TRIM-5a [8] Ubiquitin ligasa de E3 Capsida
Tetherin (BST-2) [9] Proteina de membrana inmunomoduladora Vpu

SAMHD1 [10] Hidroliza dNTPs y restringe la eficaciade la  Vpx (Expresado solo en
transcripcion reversa del VIH VIH-2)

Exonucleasa citosdlica que inhibe el

TREX-1 [11] reconocimiento de productos virales como el HIV DNA
ADN del VIH
LEDGF/p75 [12] Lleva el ADN del VIH hasta la cromatina integrasa

APOBEC-3G=apolipoprotein B mRNA-editing enzyme-catalytic polypeptide-like-3G. TRIM=tripartide motif.
SAM=sterile a motif. HD1=histidine aspartic acid domain-containing protein 1. LEDGF=lens epithelium-
derived growth factor.

Tabla 1: Proteinas de la célula hospedadora que interactiian con el VIH para restringir o ayudarlo en

la infeccién de la célula humana.

La carga viral, posteriormente, decrece hasta un punto establecido principalmente
por la respuesta innata y las respuestas inmunes adaptativas. La muerte que
ocasiona las células T CD8 de las células infectadas que producen virus ocurre poco
después de la infeccién, y la potente adaptacion del VIH frente a la respuesta
inmune hace que el virus seleccione mutaciones en los epitopos clave, que suelen
hacer que este pueda escapar de la respuesta inmune [13]. Para algunos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), como aquellos individuos con el alelo HLA-B27 que
estan infectados con el clado B, puede aparecer una respuesta inmune efectiva
caracterizada por células T con gran avidez, polifuncionales, y con capacidad para

proliferar [14].

Los anticuerpos neutralizantes aparecen en torno a los 3 meses después de la
transmision y la seleccion de los mutantes virales que escapan [15]. En lineas
generales, los anticuerpos neutralizantes, los cuales pueden bloquear muchos de los
subtipos del VIH-1, son producidos por alrededor del 20% de los pacientes [16].
Estos anticuerpos estan caracterizados por una alta frecuencia de mutaciones
somaticas que suele tardar afios en desarrollarse [17]. Generalmente, los

anticuerpos neutralizantes no suelen otorgar beneficios a los pacientes ya que los




virus escapan a ellos por las mutaciones [18]. La produccion de los anticuerpos
neutralizadores mediante el uso de estrategias de disefio de inmunogenética es uno

de los principales focos de la investigacién de vacunas [19].

El sello de identidad de la infeccién por VIH es la progresiva reduccion de células T
CD4 debido a la disminucion de su produccién y al incremento de la destruccion de
estas. Las células T CD4 son eliminadas mediante lisis directa [20]. En la fase
temprana de la infeccion, una reduccion transitoria de las células T CD4 viene
seguida de la recuperacién de concentraciones cercanas a las normales (2000 por

ul), las cuales disminuiran lentamente hasta 50-100 células por ul (figura 2).

Las terapias antirretrovirales que fueron desarrolladas para suprimir la replicacion
viral fueron implementadas a finales de la década de los 90 y transformaron el VIH
desde una enfermedad progresiva que tenia un final fatal hasta una enfermedad
cronica manejable. Hay mas de 25 medicamentos autorizados para bloquear la

replicacion del VIH en diferentes pasos de su ciclo vital que estan disponibles.

Tras la iniciacion en la terapia antirretroviral, en la mayoria de las personas, la carga
viral en el plasma disminuye hasta concentraciones cercanas a los limites minimos
que los ensayos comerciales pueden detectar, normalmente en torno a los 3 meses
(figura 2). En contra de esto, la recuperacion de las células T CD4 en individuos con
terapia antirretroviral es variable. En un estudio sobre las respuestas a las terapias
antirretrovirales [21] realizado durante 6 meses en paises de renta baja, el 56% de
los pacientes tenian una respuesta viral y de células CD4 exitosa, un 19% tenian
respuesta viral sin respuesta de las células CD4 y un 15% tenian una respuesta de
las células CD4 sin respuesta viral. Los individuos que tenian una recuperacion
defectuosa de las células T CD4 pese a tener una buena supresion del virus, fueron
asociados con factores de riesgo alto [22], los cuales incrementaban el riesgo de
sufrir dolencias o enfermedades serias no relacionadas con el SIDA [23]. La
interleucina 7, que promueve la proliferacion de células T, hace que el numero de
estas se incremente, aunque no se sabe el beneficio clinico que esto tiene [24]. En
cualquier caso, la interleucina 7 tiene un indeseable efecto al incrementar la cantidad

de células T que estan infectadas con VIH [25].

Tras comenzar la terapia antirretroviral, aquellos pacientes que llevan una vida

cercana a la normal, es decir, aquellas personas que no han contraido el virus por el
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consumo de drogas mediante via inyectable, y han logrado tener un recuento de

células CD4 y una supresion viral normal, se les estima una expectativa de vida

normal.
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Figura 2: Seguimiento de la infeccion por VIH sin tratamiento y cambios tras la terapia antirretroviral.

(A) En una infeccion por VIH sin tratar, las células T CD4 se pierden progresivamente en la
sangre pero las del tracto gastrointestinal las sustituyen rapidamente. (B) La respuesta aguda
frente a la infeccion por el VIH incluye un dramatico incremento en los marcadores de la
activacion de la inmunidad y la produccién de anticuerpos no neutralizadores y de células T
especificas para CD4 y CD8 que se asocian temporalmente con una reduccién del ARN de
VIH en sangre. (C) Tras la terapia antirretroviral, el ARN de VIH disminuye significativamente
seguido de una recuperacién de las células T CD4, las cuales varian segun el individuo. En
contraste con esto, la recuperacion de las células T CD4 en el tracto gastrointestinal se
reduce. (D) Con una reduccion del ARN del VIH y del antigeno viral, las células T con el virus
descienden tras la terapia, mientras que el anticuerpo persiste en todos los pacientes. La
activacion inmunitaria disminuye tras la terapia pero en la mayoria de los pacientes

permanece significativamente mas elevada comparandola con los controles sanos.



Los datos clinicos sugieren que un plazo corto de terapia antirretroviral aplicada en
la infeccion temprana del VIH debe ralentizar el proceso de la enfermedad, pero
hacen falta mas estudios sobre personas que presenten infecciones agudas [26]. Del
incremento del acceso a las terapias antirretrovirales se espera que se reduzca la
transmision del VIH, pero la duracion de los efectos es desconocida, y el inicio
temprano de la terapia expone a los pacientes a los efectos toxicos de los
medicamentos y al proceso de resistencia antes de que esto derive en beneficios
clinicos [27]. La continuidad de los cuidados de los pacientes en los paises de renta
baja y media sera el mayor reto ya que el nUmero de personas apto para las terapias
antirretrovirales se incrementaran desde los 16,5 millones hasta los 25,9 millones
[28].

La terapia antirretroviral con replicacion viral activa puede generar la seleccion de
una subpoblacion de VIH con mutaciones que les confiera resistencia contra los
medicamentos antirretrovirales. Los pacientes que desarrollan resistencia frente a
los antirretrovirales pueden transmitir la resistencia de un paciente a otro por
infeccion cruzada. El porcentaje de la poblacion infectada con virus mutantes
resistentes a los diferentes tratamientos en los paises de renta alta ha alcanzado un
nivel en torno al 10-17%, mientras que en los paises de renta baja y media esta
sobre el 6,6% en 2009 [29]. Las pautas generales en los paises de renta alta
recomiendan realizar un test de resistencia antes de iniciar una terapia antirretroviral,
pero esta estrategia es muy cara como para ser implementada en lugares con

recursos limitados.

A pesar del gran éxito de las terapias antirretrovirales para el control de la
replicacion del VIH y de la reduccion significativa de los sintomas y de la mortalidad,
las terapias antirretrovirales no suponen una cura frente al virus y son necesarios
nuevos tratamientos a largo plazo. El VIH puede persistir en pacientes con terapias
antirretrovirales debido a las células T que tienen una larga vida y permanecen
infectadas [30], replicaciones residuales en algunos individuos [31], y reservorios
anatdmicos como el tracto gastrointestinal [32], tejidos linfoides, y el sistema

nervioso central [33].

La latencia se define como la integracion del ADN del VIH en el interior del genoma
de la célula hospedadora en ausencia de replicacion del virus. Las células T
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infectadas con el virus de forma latente pueden padecer una proliferacion
homeostética [34] por la estimulacidon de citoquinas como la interleucina 7 [25], la
cual contribuye en la persistencia y la larga vida de estas.

Hay mucho interés alrededor del descubrimiento de la cura funcional (el control a
largo plazo del VIH sin el uso de las terapias antirretrovirales) o de aquella que
elimine completamente las células infectadas por el virus. Las esperanzas de que
una cura pueda ser posible han aumentado debido al descubrimiento de un caso en
el que un hombre habia sufrido el trasplante de unas células madre debido a la
leucemia [35], y el de un bebé que habia comenzado la terapia antirretroviral poco
después de su nacimiento [36]. El mayor aporte sobre la posibilidad de una cura es
un paciente de Berlin [35], un hombre con VIH que, en terapia antirretroviral, tenia
una leucemia mieloide y recibi6 dos trasplantes de médula 6ésea de un donante
homocigoto recesivo en CCRS5, un correceptor clave necesario para la entrada en la
célula del VIH. Poco después del trasplante, el paciente ceso la terapia antirretroviral
y durante mas de 6 afios se le detectaron concentraciones minimas o nulas del virus
en el plasma o en tejidos [37]. Este caso ha inspirado el desarrollo de terapias
génicas para eliminar el CCR5 mediante nuevas tecnologias como las nucleasas
con dedos de zinc que pueden eliminar, de forma efectiva, la expresion de CCR5
[38].

Otra aproximacion a la cura del VIH es eliminar a las células que contienen el virus
de manera latente. Una estrategia, que esta bajo investigacion, es la activacion del
VIH latente para que induzca la expresion de las proteinas virales que lideran la
inmunidad mediada a estas, o la citolisis de las células infectadas (figura 3). In vitro
hay muchos compuestos que pueden activar el proceso litico del VIH, como pueden
ser los inhibidores de la histona deacetilasa [39]. Los resultados sobre el primer
estudio de la histona deacetilasa muestran un incremento en la transcripciéon del VIH
[40], pero esto no deja claro si, solo la activacion, elimina de manera efectiva las
células infectadas de manera latente, como se sugiri6 mediante un modelo in vitro
de VIH latente [41]. Adicionalmente, un incremento en la inmunidad de las células T
potenciales de infeccion del VIH podria ser necesario, mediante una vacuna
terapéutica o mediante inmunomodulacién. Hasta ahora, las vacunas que permitian

el cese de las terapias antirretrovirales han producido resultados decepcionantes
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[42], aunque las pruebas recientes con vacunas para células dendriticas [43] y

vectores de citomegalovirus en simios [44] se han mostrado prometedoras [45].

Figura 3: Latencia y activacion de la

infeccién celular por VIH
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Célula T CO4 activa

| reposo que ha sido infectada.
T

i ectado de . L L,
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l/_
-
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Froteings v 'ricna Virian del VIH

Durante mucho tiempo, el sistema

/sm /+ . _ /| del complemento ha sido conocido

ADN delVIH  ADN el VIH il por su contribucion al sistema

inmune innato en la defensa del
organismo mediante el uso de la lisis mediada por el complemento (CML). El
complemento actia como una vigilancia innata frente a intrusos como pueden ser
hongos, bacterias y virus [46]. Casi 50 proteinas, algunas solubles y otras ligadas a
membrana, estan involucradas en la cascada del complemento y en su regulacién,
desde el reconocimiento de la superficie de un patégeno hasta la formacion final del
complejo de ataque de la membrana (MAC) [47]. Segun el activador, el
complemento tomara algunas de las 3 vias posibles que tiene de activacion: la
clasica, la alternativa y la de la via de las lectinas; todas ellas coinciden en la
activacion del C3, que es el punto pivotante en la cascada de activacion del
complemento [48] (figura 4).
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Figura 4: Esquema de las diferentes vias de activacion del complemento.

Tras la opsonizacion de la superficie del patdgeno con C3b, se forma un complejo
multiproteico que hace que C5 se divida en C5a y C5b. La liberacion de C5b inicia la
cascada de pasos que se dard hasta la formacion del MAC [49]. Durante este
proceso, C6-C9 estan formando el poro en torno a la membrana de la célula que

dard como resultado la ruptura de la homeostasis de la célula afectada [48].

El VIH-1 es capaz de activar la ruta clasica del complemento en ausencia de
anticuerpos; tal activacion depende de la union directa de la proteina C1q y la C3b
gue porta la membrana viral [50]. Este hecho se ve aumentado en presencia del
anticuerpo anti-VIH-1 [51]. Ademas, el VIH-1 interacciona con la Manosa de unién a
Lectina (MBL) mediante unién directa con gp120, desencadenando la activacion de
la ruta del complemento de las lectinas [52], aunque el virus parece ser resistente al
complemento [53]; esto se explica mediante el uso que hace la particula viral de las
proteinas reguladoras de la activacion del complemento (RCA), que son usadas por

muchas familias de virus, lo que es un claro ejemplo de convergencia adaptativa
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[54]. En el caso concreto del VIH-1, ha sido demostrada la absorcion de la
membrana unida a las proteinas RCA [53]. Estas proteinas mejoran la resistencia
del virus a la lisis mediada por el complemento [53, 55, 56]. Otras proteinas solubles
como el factor C del complemento (CFH) interaccionan con la envuelta viral [57]. Los
genes que producen las RCA son extremadamente polimorficos y en algunos casos
ha sido encontrado algun polimorfismo con un efecto funcional [58]. Los viriones
cubiertos por el complemento pueden interactuar con los receptores de este (CRS).
A pesar de que la inactivacion mediante la opsonizacion y la lisis ha sido observada
[59], la expresion de los CRs en linfocitos T/B o eritrocitos puede también estimular
el potencial de infeccion del virus en un proceso llamado estimulacion de la infeccion
mediante el complemento dependiente de anticuerpos (C’-ADE) [60], los CRs
implicados en la C'-ADE incluyen CR1, CR2 y CR3.

Teniendo en cuenta estas interacciones entre el VIH-1, con las RCA y los receptores
del complemento, planteamos la hipotesis de que los individuos que portan un
polimorfismo que reduce la capacidad funcional de los CRs o las RCA o los sitios de
interaccion entre gpl20/gp4l podrian disponer de una resistencia natural a la
infeccién por VIH-1 mediada, o por un incremento en la probabilidad de la virolisis
mediada por una activacion optima del complemento, o por una disminucion de la

infeccidbn mediada por el complemento.
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ANTECEDENTES

Para demostrar esta hipoétesis, se ha desarrollado un analisis genético de asociacion
caracterizando el fenotipo de los RCA y los CRs en dos cohortes independientes:
una de individuos expuestos a VIH-1 seronegativos y otra de individuos VIH-1

positivos.

El equipo de trabajo consiguio incluir 451 muestras de individuos masculinos de raza
blanca positivos para el virus de la hepatitis C (HCV) que han sido expuestos a la
infeccion por parte de VIH-1 mediante el uso de inyectables para el consumo de
drogas (IDU-Espafia). Ambos, los que estan infectados por los dos virus (HIV, 250
muestras), y los seronegativos para el VIH-1 (HESN, 201 muestras), [61].
Adicionalmente, una segunda poblacion expuesta a la infeccion por VIH-1 mediante
via sexual fue analizada; los que estan infectados por ambos virus (62 muestras) y
los HESN (80 muestras) (Sexual-ltaly). Las principales caracteristicas de estas

poblaciones han sido previamente descritas [62].

El estudio de asociacion de genotipado de los polimorfismos de nucle6tidos simples
(SNPs) ha dado 139 SNPs en 19 genes relacionados con proteinas reguladoras del
sistema del complemento o con los receptores de este. Nuestra poblacion de estudio
es altamente uniforme: todos son hombres, blancos caucasicos con ancestros
espafioles, positivos para HCV y consumidores de droga por via intravenosa,
incluyendo 201 HESN y 250 positivos para VIH-1. Encontramos dos SNPs que
estaban significativamente asociados con la resistencia a la infeccion por VIH-1;
rs1567190 localizado en CR2 y rs2842704 en C4BPA. Un posterior meta andlisis
donde incluimos una cohorte independiente de HESN procedente de Italia en riesgo
de infeccibn mediante ruta sexual nos dio soporte para pensar que solo CR2 estaba

asociado con el riesgo de infeccion.

Este estudio tiene varias limitaciones; primero, la lista de genes relacionados con el
sistema del complemento no es exhaustiva. Segundo, nuestro analisis fenotipico
esta limitado solo a la expresion del ARNm. Tercero, la cohorte de replicacion
procedente de lItalia es significativamente mas pequefia que la de Espafia y los
factores genéticos que afectan a la resistencia innata frente a la infeccién por VIH-1

via sexual pueden ser diferentes a los de la via parenteral.
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El gen CR2 codifica para una proteina de membrana también conocida como CD21,
la cual funciona como receptor de 5 ligandos: C3d/iC3b, el virus de Epstein-Barr,
CD23 [63], interferdn alfa [64] y ADN [65]. La unién de CR2 con complejos inmunes
cubiertos por C3 da como resultado el incremento de la proliferacion de linfocitos B y
la activacion de las vias de sefializacidon intracelulares incluyendo la liberacion de
calcio o la activacion de la MAP quinasa [66]. En las células dendriticas foliculares
(FDCs) el CR2 captura los antigenos cubiertos por C3, aparentemente para
mantenerlo en la superficie por largos periodos de tiempo, facilitando asi una
respuesta inmune prolongada [67]. EI gen CR2 contiene 18 exones y en ellos existen
dos isoformas principales que resultan de las diferentes uniones del exén 11: CR2-L
y CR2-S. La primera isoforma es la que se expresa principalmente en las FDCs y
contiene 16 repeticiones consenso cortas (SCRs); la segunda isoforma se expresa
principalmente en los linfocitos B, en algunas células T activas y en células
endoteliales, y contiene 15 SCRs; ambas tiene un dominio extracelular [68]. La
funcién especifica sobre la capacidad de unién que tienen a los ligandos es
desconocida. Para confirmar funcionalmente que la expresion de las variantes
alélicas y/o de splicing de CR2 influyen en la potenciacion de la infeccion mediada
por complemento, vamos a desarrollar un modelo de produccion de pseudovirus
pseudotipados con proteinas de envuelta de pacientes VIH-1 y un “core” viral
basado en virus delecionados para la envuelta y portadores de la luciferasa. Este
trabajo de fin de grado se centra en el desarrollo del sistema de expresion de

envueltas VIH-1 para su posterior utilizacion en los ensayos in vitro.
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OBJETIVOS

1. Clonacion del gen de la ARN polimerasa del bacteriofago T7 en un plasmido

de expresion eucariota.

2. Generacion de un fragmento de ADN bicatenario recombinante que contiene
el promotor de la T7 polimerasa + IRES + gen de interés + poli-adenina. Se
plantea realizarlo con dos genes reporter: TAT y luciferasa; y tras transfectar
células testar si el sistema de expresion basado en la polimerasa de T7
polimerasa con IRES funciona.
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MATERIALES Y METODOS

Durante el estudio ha sido necesario desarrollar diferentes técnicas de ingenieria

genética.

Los diferentes buffers y soluciones que se han ido usando durante los diferentes

protocolos han sido los siguientes:

Medio LB liquido: Bapto-triptona (10 gr), extracto de levadura (5 gr), NaCl (10 gr),
afiadir unos 800 mL de agua destilada, ajustar el pH con NaOH a 7.5 y enrasar

hasta 1 litro con agua.

Ampicilina 1000x.

X-gal 20 mg/mL (afladiendo unos 20 pL por placa de Petri).

Marcador del peso molecular XVII (0.5-5 kpb) de Roche.

Marcador del peso molecular con ADN de 100-10000 pb de la casa Thermoscientifs.

TAE al 1%: Soluciéon de stock concentrada 50x: Tris base (242 gr), Acido acético
glacial (57.1 mL), EDTA pH 8 0.5M (100 mL), enrasar hasta 1 litro con agua.

StrataClone PCR Cloning Kit de la casa comercial Agilent.
JM109 de E. coli competentes de la casa Agilent.

dNtPs 10 mM.

Taq polimerasa de Kapa.

Tampon B para polimerasa de Kapa.

Kit Isolation of high copy plasmid de Macherey-Nagel.
Kpnl HF de New England Biolabs.

Xhol de New England Biolabs.

Notl de New England Biolabs.

Buffer de digestion L de New England Biolabs.
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NucleoSpin Extract de Macherey-Nagel.

Ligasa de T4 de Hoffmann-La Roche.

Buffer 10x de ligasa de Hoffmann-La Roche.

Expand long template PCR system de Hoffmann-La Roche.
Oligonucledtidos usados:

T7-gen-FOR: ATGAACACGATTAACATCGCTAAGAACGACT (31)
T7-gen-REV: TTACGCGAACGCGAAGTCCGACTCTAAGATGTCA (34)

TAT-DIRECTO:
CATCTCCTATGGCAGGAAGAAGATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCC
(52)

F-IRES-LUC:
CAACCCGGGATCCTCTAGAGTCGATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG (47)

R-IRES-LUC:
CCAGTCCCCCCCTTTTCTTTTAAAAAGTTACAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTG
GCCTT (60)

ENV4-POLYA:
TTTTTTTTTTTITTTITTTITTITITITTITTTITTITITITTITTTITTTTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTT
TAAAAAG (66)

Protocolo N° 1. Transformacion bacteriana mediante choque térmico

Protocolo N° 2. Seleccion de colonias con plasmidos recombinantes portadores del

gen de la polimerasa de T7
Protocolo N° 3. Electroforesis en gel de agarosa
Protocolo N° 4. Cultivo liquido de bacterias transformadas con plasmido de interés

Protocolo N° 5. Miniprep de las colonias
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Protocolo N° 6. Cuantificacion de ADN
Protocolo N° 7. Determinacion de la orientacion de un inserto en un plasmido

Protocolo N° 8. Digestion con enzimas de restriccion para determinar orientacion del

inserto

Protocolo N° 9. Digestion para sacar el inserto

Protocolo N° 10. Extraccién de bandas de ADN de gel de agarosa
Protocolo N° 11. Ligacion en plasmido eucariota

Protocolo N° 12. Generacion de productos de PCR T7-IRES-gen-polyA
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Protocolo N° 1. Transformacién bacteriana mediante choque térmico

El objetivo es introducir plasmidos de interés en bacterias para su amplificacion en

grandes cantidades.

Se ha usado la estirpe JM109 de E. coli competentes de la casa Agilent, medio LB
liquido y placas de Petri con medio LB agar + antibiético de seleccion (ampicilina
1000x) + X-gal. Se usara el StrataClone PCR Cloning Kit de la casa comercial
Agilent (anexo 1) en el cual se ha clonado el gen de la polimerasa de T7. Se

trabajara en atmdsfera estéril en la campana de flujo laminar.
e Se coge el eppendorf con las bacterias del congelador de -80° C.

e En un eppendorf, previamente rotulado “pSC-A-amp/kan+T7pol”, se afiade 20
uL de este mismo plasmido y 25 uL de bacterias competentes y se mezcla

suavemente.
e Se dejaincubar en hielo durante 15 minutos.

e Se somete a un choque térmico en un bafio maria a 42° C durante 40

segundos y después durante 2 minutos en el hielo.

e Se aflade 1 mL de medio LB liquido y se deja incubar a 37° C durante 90

minutos.
e Centrifugar 1 minuto a 14000 rpm.
e Retirar 1 mL del sobrenadante y resuspender con el medio sobrante.
e Sembrar la placa de Petri, previamente rotulada “pSC-A-amp/kan+T7pol”.

Incubar en la estufa a 37° C durante toda la noche.
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Protocolo N° 2. Seleccion de colonias con plasmidos recombinantes portadores del
gen de la polimerasa de T7

El objetivo es realizar una amplificacion del fragmento de interés, que en este caso
es la polimerasa de T7, mediante el uso de los primers concretos para este geny la
técnica de la PCR de colonias.

Se necesita la placa de medio LB agar + ampicilina + X-gal con las colonias
transformadas con “pSC-A-amp/kan+T7pol”, una placa de Petri con medio LB agar +
ampicilina, la mezcla de agentes reactivos necesarios para la PCR (Mix de PCR 1),
eppendorf para el termociclador y puntas autoclavadas. Se trabajara en atmdésfera

estéril en la campana de flujo laminar.

Mix de PCR 1
Reactivo Volumen/muestra

dNtPs 10 mM 2 uL
Oligo T7-gen-FOR 0.5 puL
Oligo T7-gen-REV 0.5 uL

Tampon B para polimerasa de Kapa 5uL
Tag polimerasa de Kapa 0.5 uL
Agua 16.5 pL

Volumen total por muestra = 25 pL

e Se prepara un volumen del Mix de PCR 1 para unas 16 muestras,
depositando 25 pL de este en cada uno de los eppendorf para el
termociclador, previamente rotulados del 1-14, Control + (C+) y control

negativo (C-).

e Posteriormente, picaremos cada una de las colonias blancas (aquellas donde
en el gen de seleccion LacZ’ se supone se ha introducido nuestro inserto),

haremos una réplica en la placa de Petri que se habra rotulado previamente y
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resuspenderemos en cada uno de los tubos con el Mix de PCR 1. El C+

debera llevar cualquier muestra de ADN plasmidico que, con certeza, tenga el

gen de la polimerasa de T7; y el C- solo lleva el Mix.

Tras esto, se introduciran las siguientes condiciones para la extension del gen

de la T7 polimerasa en el termociclador:

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 950 2 min
35 950 30 seg
60° 30 seg
72° 3 min
1 72° 8 min
1 40 indefinido
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Protocolo N° 3. Electroforesis en gel de agarosa

Se pretende separar los diferentes ADNs que tenemos en una muestra concreta en

funcién de su tamario.

Sera necesario el uso de agarosa en polvo, tampén TAE al 1%, bromuro de etidio,
una cubeta de electroforesis con su fuente de alimentacion, los eppendorf de la PCR
que hemos realizado para la amplificacién del gen de la polimerasa de T7, marcador
de peso molecular (MPM) XVII de Roche (entre 0.5-5 kpb), tampon de carga y

transiluminador.

¢ Primeramente, se tiene que hacer el gel de agarosa al 0.8% en un volumen
final de TAE al 1% de 60 mL. Calentar en el microondas hasta que la agarosa
esté totalmente disuelta y no se observen grumos. Dejar enfriar hasta que no

se observe salida de vapores.

e Afadir 5 pL de bromuro de etidio y diluir bien. Echar el gel, todavia liquido, en
un molde para geles y dejar enfriar.

e Mientras, preparar las muestras de la PCR afiadiéndoles 5 pL de tampdn de
carga a cada uno de los eppendorf para cargar posteriormente en el gel 15 uL

de cada uno de ellos. Preparar también 5 pL de MPM XVII.

e Introducir el gel, ya solidificado, en la cubeta para electroforesis y cargar todas

las muestras.

e Aplicar un voltaje de unos 80-100 mV durante unos 30-40 min sin dejar que el
frente se salga del gel.

e Observar en el transiluminador los diferentes tamarfios del ADN de nuestras

muestras.
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Protocolo N° 4. Cultivo liquido de bacterias transformadas con plasmido de interés

El fin de esta técnica es la de conseguir una gran cantidad de células que contengan
el plasmido de interés para luego poder seguir realizando diferentes protocolos con

el plasmido.

El material necesario para poder desarrollarlo consta de Falcon de 15 mL, medio LB
liqguido, Ampicilina 1000x, puntas desechables autoclavadas y la placa donde se
encuentren las colonias que se quieran clonar. Se trabajara en atmaosfera estéril en

la campana de flujo laminar.

e Echar en cada uno de los Falcon, previamente rotulados, un volumen de 2-5
mL de medio LB liquido. El C- solo lleva el medio LB liquido con la punta con

la que se ha echado dentro del tubo Falcon.

e Afadir el volumen correspondiente de Ampicilina 1000x (entre 2-5 pL) a cada

uno de los tubos.

e Picar las colonias de interés con las puntas desechables y dejar dentro del
tubo.

e Dejar durante, aproximadamente 24 horas, a 37° C en movimiento.
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Protocolo N° 5. Miniprep de las colonias

La finalidad de este protocolo es la de sacar el plasmido de interés de cultivos
bacterianos mediante el uso del protocolo comercial “Isolation of high copy plasmid”

de Macherey-Nagel.

Se utilizara el kit comercial de extraccion del plasmido ya nombrado anteriormente
en el cual vienen las columnas de afinidad, buffer de resuspension (A1), buffer de
lisis (A2), buffer de neutralizacién (A3), buffer de lavado (A4) y el buffer de elucion
(AE).

e Precipitar los Falcon con el cultivo liquido a 4000 rpm durante 10 minutos.
e Desechar el sobrenadante con la punta.

e Afadir 500 pL de buffer A1 a cada uno de los Falcon y resuspender.

e Pasar las colonias resuspendidas en Al a un eppendorf de 2 mL.

e Afiadir 500 pL de buffer A2 e invertir el tubo 6-8 veces y dejar incubar a

temperatura ambiente durante 5 minutos.

e Afiadir 600 pL de buffer A3 e invertir el tubo 6-8 veces.

Precipitar a 11000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Cargar todo el sobrenadante posible en la columna de decantacion (max. 750
uL) y centrifugar durante 1 minuto a 11000 rpm. Repetir hasta cargar todo el

sobrenadante sin coger precipitado.

Anadir 600 pL de buffer A4 y centrifugar a 11000 rpm durante 1 min.

Desechar sobrenadante y centrifugar a 11000 rpm durante 4 minutos.

Desechar el eppendorf donde se han realizado las centrifugaciones y sustituir

por eppendorf definitivo, previamente rotulado.

Anadir 50 pL de buffer AE precalentado a 70° C y dejar incubar a 70° C

durante 2 minutos.

Centrifugar a 11000 rpm durante 1 minuto.
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Protocolo N° 6. Cuantificacion de ADN

Para poder optimizar los resultados de las técnicas que se realizaran mas adelante,
se realiza esta técnica para saber como de purificado se ha obtenido el plasmido

mediante la técnica anteriormente explicada.

Es necesario el uso de un Nanodrop para saber cuanto ADN hemos obtenido al
extraer el plasmido de la bacteria, las muestras que se quieran cuantificar y agua
destilada MQ.

e Previamente debe de configurarse el Nanodrop para la medida de ADN y para

que de la medida de la concentracion de este en ng/uL.

e Antes de nada hay que limpiar la lente del aparato echando 2-5 pL de agua

MQ y secar bien.

e Para realizar el blanco, anadir 1 yL de agua MQ y pulsar “BLANK” y secar
bien.

e Poner 1 pL de cada muestra y pulsar “MEASURE”; secar bien.

e Tras finalizar con todas las muestras, volver a limpiar la lente del aparato.
La maquina arroja 4 datos que es necesario apuntar:

- Absorbancia a 260 nm

- Absorbancia a 280 nm

- Ratio = absorbancia 260 nm/absorbancia 280 nm; es una medida que si se

encuentra entre 1.8-2 muestra que la extraccion ha sido bien realizada.

- Concentracion del ADN plasmidico, como ng/pL.
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Protocolo N° 7. Determinacion de la orientacion de un inserto en un plasmido

Para extraer un inserto de un plasmido para, posteriormente, clonarlo en otro
plasmido diferente, es muy necesario saber en qué orientacion se encuentra el
fragmento de ADN en el primero de ellos, ya que asi, nos aseguraremos que tiene la
orientacién que interesa en el plasmido final. En este caso, el plasmido del que se
quiere extraer el gen de la polimerasa de T7 es el pSC-A-amp/kan, para clonarlo
luego en el plasmido de expresion en eucariotas pPCMV-LUC (Anexo 2). Tras realizar
un estudio mediante el uso de un software informético para la manipulacion de
secuencias de acidos nucleicos (Bioedit:
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) y teniendo en cuenta que es
necesario encontrar una secuencia diana de un enzima de restriccibn que se
encuentre tanto en el plasmido como en el inserto; se decide usar la enzima de
restriccion Kpnl HF de New England Biolabs, asi, segun el esquema mostrado en la

figura 5, podremos determinar la orientacion del inserto en cada una de nuestras

muestras.
Kpnl
(2480)
A) > T7-pol
B) T7-pol «
Kpnl Kpnl
(62) (269)

Figura 5: Distancia entre Kpnl (62) hasta el inicio del gen T7-pol = 61 ppbb. Tamafio de T7-pol = 2749
ppbb. A) Si el inserto se encuentra segun esta opcion, el fragmento que se podra observar tras el
corte con Kpnl es de 2541 ppbb. B) Si se encuentra el inserto en la orientacién contraria, se obtendra

un fragmento de 330 ppbb.
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Protocolo N° 8. Digestion con enzimas de restriccion para determinar orientacion del

inserto

Tras el estudio realizado anteriormente, se realizard una restriccion con enzimas de

digestion para determinar la orientacion del inserto de interés.

Se usard el kit comercial de restricciéon con Kpnl HF de New England Biolabs en el
cual vienen la enzima de restriccion, el buffer 10x NE (necesario para la digestion de
la enzima) y el 6x gel loading (para parar la reaccion de esta). Se usaran todos esos

reactivos segun las siguientes cantidades:

Reactivo Volumen/muestra
Kpnl HF 1puL
10x NE buffer 5 uL
ADN 1 g
Agua hasta 25 pL
STOP- 6x gel loading 5puL

Incubar a 37° C durante 15 minutos y afadir 6x gel loading para detener la

restriccion.
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Protocolo N° 9. Digestion para sacar el inserto

Para poder meter el inserto en el plasmido de destino es necesario saber que
enzimas de restriccion cortan y en qué lado, tanto del plasmido del que se quiere

sacar, como al que se quiere introducir.

Para esto es necesario el uso de un software informatico para la manipulacion de
secuencias de acidos nucleicos (Bioedit:
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) y tener conocimiento de cuéales son
las enzimas que cortan a ambos lados del plasmido de origen, en el sitio de
multiclonacién (MCS) del pldsmido donde se quiere llevar y que no corten en mitad
del gen (T7-pol).

Tras el estudio con Bioedit, se determina usar las enzimas de restriccion Xhol y Notl
de la casa New England Biolabs para extraer el inserto de pSC-A-amp/kan e
introducirlo en el plasmido de expresion eucariota pCMV-LUC. Se hacen dos Mix de
digestidn diferentes: uno para la digestion de pSC-A-amp/kan (Mix A) y otro para la
digestion de pCMV-LUC (Mix B).

Mix A Mix B
Reactivo Volumen/muestra Reactivo Volumen/muestra
Not | 0.5 pL Not | 0.5uL
Xho | 0.5 puL Xho | 0.5uL
Buffer de digestion Buffer de digestion

] 2 uL L 2 uL
ADN 1 pg ADN (pCMV-LUC) 1 pg
Agua hasta 20 pL Agua hasta 20 pL

Dejar incubar a 37° C durante 2 horas; para desactivar la digestion, poner a 80° C

durante 5 minutos.
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Protocolo N° 10. Extraccién de bandas de ADN de gel de agarosa

La finalidad de este protocolo es la de purificar las bandas de ADN que hemos

obtenido mediante la electroforesis en gel de agarosa, para el posterior uso de ellas.

Se realizard la extraccion mediante el kit comercial NucleoSpin Extract de la casa
Macherey-Nagel el cual incluye los buffers necesarios para el protocolo (NT1, NT3 y
NE) y las columnas de cromatografia de afinidad..

e Afadir 300 uL de buffer NT1 en eppendorf por cada 100 mg de gel de

agarosa.

e Incubar a 50° C durante 5-10 minutos agitando en el vortex cada 2-3 minutos

hasta que se disuelva por completo el gel.

e Cargar la muestra en la columna de decantacién y centrifugar a 8000 rpm

durante 1 minuto; repetir hasta cargar por completo la muestra.

e Afadir 600 uL de NT3 y centrifugar a 11000 rpm durante 1 minuto para hacer

el primer lavado.

e Afadir 200 uL de NT3 y centrifugar a 11000 rpm durante 2 minutos para

realizar el segundo lavado.

e Desechar el eppendorf donde se han realizado las centrifugaciones y sustituir
por eppendorf definitivo, previamente rotulado. Afadir 25-50 uL de NE y

centrifugar a 11000 rpm durante 1 minuto.
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Protocolo N° 11. Ligacion de fragmentos de ADN con extremos cohesivos

El objetivo es la ligacion de dos fragmentos de ADN con extremos cohesivos, que

han sido digeridos mediante enzimas de restriccion.

Se requiere para esta técnica el uso de una enzima ligasa de T4 de la casa

Hoffmann-La Roche y el buffer 10x de ligasa de la misma casa comercial. Se

realizaran 2 ligaciones diferentes: una sera la ligacion del gen de interés (T7-pol) con

el plasmido de expresion en eucariota (pCMV), y otra serd una ligacion control del

pCMV consigo mismo. Las proporciones de reactivos son:

T7-pol + pCMV pCMV + pCMV
Reactivo Volumen/muestra Reactivo Volumen/muestra
Buffer 10x 2.5 uL Buffer 10x 25 uL
pCMV 2 L pCMV 4 uL
T7-pol 1ul Ligasa T4 1.5 uL
Ligasa T4 1.5 uL Agua hasta 25 pL
Agua hasta 25 pL

Incubar a 4° C durante toda la noche.
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Protocolo N° 12. Generacién de productos de PCR T7-IRES-gen-polyA

El objetivo de esta técnica es la de conseguir fragmentos de ADN con una secuencia

concreta que nos permita replicar el gen de interés sin necesidad de insertarlo en un

plasmido. En este caso concreto, se quieren hacer las secuencias con dos genes:

con TAT y con LUC.

Los materiales necesarios para realizar esto son: Expand long template PCR system

de Roche, material convencional de PCR (dNTPs 10 mM, puntas con filtro,

eppendorf para el termociclador, etc) y los diferentes oligonucleo6tidos necesarios

para la amplificacion de cada uno de los productos de las diferentes PCRs, que son:

PCR 1
MEZCLA A
Material Volumen/muestra
dNTPs 10 mM 2 uL
Oligo F-IRES-TAT 1L
Oligo R-IRES-TAT 1 uL
ADN 100 ng
Agua hasta 12.5 uL
MEZCLA B
Material Volumen/muestra
Tampon 1 (Expand kit Roche) 5uL
Enzimas Tag/Pwo 0.5 puL

Agua

hasta 12.5 uL
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Las condiciones para la PCR 1 son las siguientes:

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 950 2 min
35 95° 20 seg
60° 30 seg
68° 30 seg
1 68° 10 min
1 40 indefinido

El producto de esta PCR ya se habia realizado con anterioridad, asi que se procedio

directamente a realizar la PCR 2

PCR 2
MEZCLA A MEZCLA B
Material Volumen/muestra Material | Volumen/muestra
Tampoén 1
dNTPs 10 mM 2 uL (Expand kit SpuL
Roche)
Oligo TAT- Enzimas
1pL 0.5 uL
DIRECTO Tag/Pwo
Oligo ENV4-
1uL Agua hasta 12.5 uL
POLYA
ADN 100 ng
Agua hasta 12.5 L
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Las condiciones para la PCR 2 son:

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 950 2 min
10 95° 20 seg
60° 30 seg
68° 2 min y medio
25 95° 20 seg
60° 30 seg
680 2 min y medio + 30 seg
extra por ciclo
1 68° 10 min
1 40 indefinido

La PCR de fusion implica que los productos de las PCRs 1y 2 se mezclen y se
reamplifiquen con los oligos F-IRES-TAT y ENV4-POLYA.PCR de ensamblaje

MEZCLA A MEZCLA B
Material Volumen/muestra Material Volumen/muestra
Tampon 1
dNTPs 10 mM 2 L (Expand kit 5puL
Roche)
Oligo F-IRES- Enzimas
1ul 0.5puL
TAT Taqg/Pwo
Oligo ENV4-
1l Agua hasta 12.5 pL
POLYA
ADN 100 ng
Agua hasta 12.5 uL
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Las condiciones para la PCR de ensamblaje son las siguientes:

NUmero de ciclos | Temperatura Tiempo
1 950 2 min
10 95° 20 seg
60° 30 seg
68° 2 min y medio
25 95° 20 seg
60° 30 seg
68° 2 min y medio + 30 seg extra por ciclo
1 68° 10 min
1 40 indefinido
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RESULTADOS

Tras la transformacion de bacterias competentes con pSC-A-amp/kan (protocolo 1) y
su incubacion durante, aproximadamente 24 horas, se realiza una réplica de 14
colonias blancas (al interrumpirse el gen de seleccion LacZ’ en el plasmido de
expresion en procariotas, estas no rompen la molécula de X-gal y las bacterias no se
vuelven azules) en una placa con medio LB agar + ampicilina al 1000x poniéndole

un nimero a cada una de ellas.

Después se procede a la seleccion de colonias portadoras del gen de interés
(protocolo 2) al finalizar se hara una electroforesis en gel de agarosa (protocolo 3)
con las muestras de la amplificacibn que acaban de realizarse; se observa que
algunas muestras tienen un fragmento de unas 2.6 kpb (52 banda corresponde a 2.5
kpb; correspondiente al gen de la T7 polimerasa) y que las colonias

2,3,5,7,10,11,12,13,14 y 15 son positivas y por lo tanto tienen el gen de interés.

-
W wWwwwwESwwwwe

De izquierda a derecha: C+/C-/pocillo vacio/2/3/5/7/10/MPM/11/12/13/14/15
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Una vez que se han obtenido colonias que portan el pSC-A-amp/kan con el gen de

la polimerasa de T7, se realizan los cultivos liquidos (protocolo 4) con estas colonias

para obtener grandes cantidades de ellas para poder luego extraer el plasmido. La

colonia nimero 2 no crece, por lo que se continda con las otras 9 muestras.

Mediante el protocolo 5 se realizan las minipreps de los diferentes cultivos liquidos

obteniendo asi el plasmido purificado de cada una de las colonias positivas para el

gen T7-pol. Previamente al protocolo de las restricciones se cuantifican las

purificaciones (protocolo 6) para tener una aproximacion sobre lo bien o mal que ha

podido realizarse la técnica, se obtienen los siguientes resultados:

CONCENTRACION

MUESTRA | ABS. 260 nm | ABS. 280 nm | RATIO (1.8-2)

(ng/ pL)
3 3.86 3.33 1.167 185.5
5 4.07 3.49 1.172 197.5
7 3.88 3.31 1.180 187
10 12.94 12.8 1.189 44
11 16.79 16.13 1.179 217.5
12 5.24 4.49 1.174 253.5
13 18.11 17.37 1.171 253
14 14.52 14.08 1.173 149
15 17.14 16.5 1.165 226

Al observar los datos, se decide realizar una dilucion 1/10 y volver a medir, para ver

si asi las absorbancias se reducen; se obtienen los siguientes resultados:
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CONCENTRACION

MUESTRA | ABS. 260 nm | ABS. 280 nm | RATIO (1.8-2)
(ng/uL)

3 0.15 0.079 1.628 9.2
5 0.254 0.174 1.58 10.9
7 0.228 0.142 1.593 11.6
10 0.132 0.115 1.739 2

11 0.37 0.251 1.697 14

12 0.58 0.45 1.555 18.5
13 0.43 0.297 1.62 17.5
14 0.231 0.168 1.534 9.1
15 0.41 0.282 1.542 17.5

Las absorbancias se han reducido y, al multiplicar las concentraciones por el factor

de dilucion usado (1/10) obtenemos las concentraciones reales que hay en las

minipreps.

Tras esto, se procede a la digestién con las enzimas de restriccion (protocolo 7) de

las purificaciones de los plasmidos para determinar la orientacion en la que se

encuentra el inserto dentro de este. Las digestiones se realizan con las muestras

namero 11,12,13 y 15 por presentar mejores ratios y concentraciones. Se disponen

las muestras en un gel de agarosa (protocolo 3) usando un MPM con ADN entre

100-10000 pb de la casa Thermoscientifs, obteniendo los siguientes resultados.
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De izquierda a derecha: 11ND/11D/12ND/12D/MPM/13ND/13D/15ND/15D (*ND=no
digerido; D=digerido)

Se observa que, en las cuatro muestras digeridas (pocillo 2,4,7 y 9), hay una banda
de ADN de unas 300 pb que corresponde con el tamafo del fragmento de ADN que
deberia de salir tras la digestion si el inserto estuviera orientado como interesaba.
Por lo que estos 4 plasmidos tienen la orientacion del inserto que se persigue.

Una vez que se han obtenido los plasmidos con el inserto en la orientacion deseada,
se procede a digerir ambos plasmidos, tanto el de expresidén en procariotas como el
de expresion en eucariotas, con Xhol y Notl para extraer el inserto del primero e
introducirlo en pCMV-LUC (protocolo 9) usando el plasmido extraido mediante la
miniprep de la colonia nimero 11.

Tras correr las muestras en el gel de agarosa, se puede observar una banda de
unas 2573 pb en el pSC-A-amp/kan que corresponde con el gen de la polimerasa de
T7; y en la muestra de pPCMV-LUC digerida, también se puede observar una banda
de ADN de unas 5376 pb que corresponde con le plasmido sin la parte de la
luciferasa cortada por las enzimas de restriccion.

Después de cortar los fragmentos del gel que interesan, se procede a la extraccion
de las bandas de ADN (protocolo 10), y al finalizar se termina valorando lo bien que
se ha realizado la técnica mediante la cuantificacion del ADN obtenido (protocolo 6)
obteniendo los siguientes resultados:
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Muestra Abs. 260 nm | Abs. 280 nm | Ratio(1.8 —2) | Concentracién

T7-pol

Xhol/Notl 0.238 0.162 1.46 11.9 ng/ul
PCMV

Xhol/Notl 0.083 0.051 1.62 4.2 ng/uL

Con la cuantificacion de las digestiones hechas, se procede a la ligacion de ambos
fragmentos (protocolo 11) dejandolo durante toda la noche a 4° C.

Tras la ligacién, se realiza una transformacion de bacterias competentes (protocolo
1) para poder asi obtener una gran cantidad de los plasmidos ligados, en caso de
haberse realizado correctamente la técnica. Cuando se recogen los cultivos en
medio LB agar + Ampicilina 1000x, se obtiene una estadistica de 25 vs 13 de
transformadas con pCMV+T7pol vs pCMV+pCMV.

Una vez obtenido los cultivos de bacterias transformadas con pCMV + T7pol se
realiza una PCR usando los oligos para el gen de la polimerasa de T7 para
corroborar que tienen el inserto (protocolo 2). Una vez cargadas las muestras de la
PCR en un gel de agarosa (protocolo 3) se puede observar que las colonias 2 y 3
(pocillos 4 y 5, respectivamente) tienen una banda justo por encima de la que se
corresponde con 2500 pb que corresponderia con el gen de interés, luego las
consideramos positivas para la ligacion de la T7pol con pCMV.
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Se hacen los cultivos liquidos de las colonias 2 y 3, verificadas anteriormente que
son positivas para el gen de la polimerasa de T7, para clonar el plasmido (protocolo
4), luego se realizan las minipreps (protocolo 5) y se cuantifican (protocolo 6).

Muestra Abs. 260 nm | Abs. 280 nm Ratio (1.8-2) | Concentracién
2 0.468 0.277 1.69 234
3 0.334 0.226 1.48 16.7

Se procede a realizar la generacion de productos de PCR T7-IRES-gen-PolyA con
dos genes: por un lado el gen de la proteina viral TAT, y por otro el de la luciferasa.

La PCR 1 de TAT (protocolo 12) se somete a una electroforesis (protocolo 3) donde
se puede observar que hay una banda de ADN de un tamafio menor a 500 pb que
se corresponde con el fragmento amplificado de TAT con la cola de IRES.
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Tras esto, y con la PCR 2 del mismo protocolo realizada anteriormente, se procede a
realizar la PCR de ensamblaje de ambas y cargarlas en un gel de agarosa (protocolo
3) tinéndolo con azul de metileno. Se pueden observar, en el pocillo de la PCR de
fusidn, 3 grandes bandas que se corresponden, de manera descendente, con la
PCR de ensamblaje, la amplificacion de TAT (corresponde en tamafio con la
amplificacion control de TAT del pocillo de la derecha) y la amplificacion de la PCR

2, respectivamente.

Una vez realizado esto, se purifica la banda de interés (de las 3 que estan seguidas
en el pocillo numero 3, la que se encuentra mas arriba) mediante el protocolo 10
para obtener la secuencia T7-IRES-TAT-PolyA.
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DISCUSION

1. Pese a faltar la verificacion por digestion con enzima de restriccion (Kpnl) de
que la ligacion T7-pol + pCMV de las colonias 2 y 3 se ha realizado
correctamente, cabe esperar que, en caso de realizarse la técnica, diera un
resultado positivo teniendo en cuenta que, anteriormente, se ha realizado la

misma verificacion mediante PCR usando los oligos para este gen.

2. 1. Se ha conseguido producir el fragmento con el promotor de la polimerasa
de la T7 + IRES + TAT + Poli-adenina.

2. No se ha conseguido producir el mismo fragmento con el gen de la
Luciferasa por falta de tiempo para optimizar la técnica de la PCR de

ensamblaje.

3. El dltimo paso de este objetivo era transfectar células y mediante la
medicion de los genes reporter (TAT y Luciferasa) poder concluir si el sistema
de expresion basado en la polimerasa de T7 con IRES. Debido a la falta de

tiempo no ha podido realizarse.
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CONCLUSION

El objetivo de este estudio era desarrollar un sistema de replicacion en células
eucariotas, y verificar que este funcionara correctamente, en el cual no hiciera
falta insertar el gen que quisiéramos estudiar en un pldsmido, ya que el
desarrollo de este mecanismo es arduo complejo debido a las multiples técnicas

que hay que realizar hasta dar con el plasmido purificado.

Aunque no se ha conseguido llegar a los objetivos marcados, el trabajo realizado
ha supuesto un gran aporte en el desarrollo del alumno de cara a saber como se
trabaja en un laboratorio y verse implicado en un proyecto de investigacion real.
Una de las ideas que se han valorado tras los resultados obtenidos, es la
necesidad de haber dispuesto de mas tiempo para realizar el trabajo fin de grado,
ya que muchas técnicas no estaban optimizadas y ha sido necesario repetirlas en

varias ocasiones hasta lograr el resultado que se esperaba.
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Anexos

Anexo 1

MCS
PCR Product Inserfion Sile

kanarmycin

pSC-A-amp/kan
4.3 kb

<losP> ! Ny

ool — “ampicillin

pSC-A-amp/kan PCR Cloning Veclor PCR Product Insertion Site Region
(sequance shown 426 1-4270, 1-250)
1] A il Hine I
y  Pwlo-imgme " Kl Eogiowl o gl
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W1 Bt e bnghey B T3 primas bincling sits
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Borkl el Ral Mol el el
» o o BEATOCACTAS TTCT ARG GOCGEALDG CGGAGC TE CAATT OGO TATAGTGAG TOGTAT TAL GOGORCTOA CTGRIDGTOG TTTTACAR
L TE it biing s 1 50 primer binchag she
Feahsre Muclectide Pasifion
p-golociosidose a-frogmeant coding sequance (lecZ ) 1-352
Mattiphe cloning site [(MCE) 57-195
PCR product insarion site 123
Kamemnrpcin resistance CIRF 463-1254
ompicillin resistonce (bio) ORF 1266-2123
1 origin of $2-DMNA replicotion 2315-2621
<loaP > [mardand loaP-devived sexuence louté/7 1 ; nonfunctional in Cra-medioted 24B8-2721
recormbinglion)
pUIC origin of replicalion F282-390%
ke promoier 4151-4270




Anexo 2

Restriction map of pCONA3LUC.xdna - 7112 nt
<5erial Cloner V25> -- <lun, 28 de jul de 2014 1:43=

Amp prom T7047__7048

|750...m PROMOTOR CMV

B63._BB2 T7|

ColE1 origin 3969.._5341

pCONAZLUC xdna - T112 nt

_|_

801...2635 LUCIFERASA

M13-rev_4973_4953

:

2684 2667 5P6

V40 ORI 3603 3680
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