1. INTRODUCCIO

La meva decisidé sobre aquest tema és perqué em va agradar moltissim i
perqué era una cosa nova per a mi. Primer vaig fer les practiques en diferents
laboratoris, utilitzant materials nous que mai havia vist. Veure tots els
treballadors fent diferents coses em va motivar moltissim perque el meu
objectiu és arribar a ser com ells, és a dir, treballar amb ganes i interes per tal

d’esbrinar coses noves per a mi.

A més, a mesura que anava fent les practiques cada vegada m’'agradava i
aprenia més fins que em vaig enamorar de la investigacio que estava fent i aixo

va fer que fes el treball de recerca sobre aquest tema.

Finalment, el que m’ha impactat d’aquest tema és com partint d’'una cosa tan
petita com un gen podem arribar a visualitzar una proteina que és el producte
de I'expressio d’aquest gen. Aixd mai ho havia pensat ni ho havia fet, i en

veure-ho i a la vegada fer-ho em semblava fins i tot magia, art.

L’objectiu d’aquest treball és la localitzacié de la proteina verda fluorescent en

cel-lules de mamifer, concretament en les cél-lules d’'un rony6 de mico.

Per a poder fer aquest treball necessitem saber una mica sobre la biologia

molecular.



1.1. Biologia molecular

Es la part de la biologia que estudia els éssers vius i els fenomens vitals
d’acord a les propietats de la seva estructura molecular. La molécula és la part
més petita d'un element o compost pur que manté les propietats quimiques i
fisiques caracteristiques d'aquell element o compost. Una molécula esta
formada per dos o més atoms units per una forga d'origen eléctric que es diu
enllag.

El seu objectiu és I'estudi de poder separar substancies molt petites d’altres
substancies sense que perdin les seves propietats i busca comprendre les
interaccions entre els diversos sistemes cel-lulars, incloent-hi les relacions entre
ADN, ARN i la sintesi de proteines, aixi com aprendre com estan regulades
aquestes interaccions. Com per exemple la sintesi d’'una proteina a partir de
I’ADN.

1.1.1.ADN

L'acid desoxiribonucleotid, frequentment abreujat ADN, constitueix el
principal component del material genétic de la immensa majoria dels
organismes, juntament amb I’ARN, sent el component quimic primari dels
cromosomes i el material amb el qual els gens estan codificats.

La funcio principal de ’ADN és mantenir a través del codi genétic, la informacio
genetica necessaria per a crear un ésser viu identic a aquell del que prové (o
gairebé similar, en el cas de barrejar-se amb altra cadena com és el cas de la
reproduccio sexual). La funcio principal de I'heréncia ha de ser un procés de
transferencia d’informacido que permeti sintetitzar,a partir de ’ADN, les altres

molécules que constitueixen els éssers vius.
1.1.2. ARN

L'acid ribonucleic (ARN o RNA) és un acid nucleic, polimer lineal de

nucleotids formant una llarga cadena. L'eix de la cadena ho formen grups fosfat
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i sucres ribosa de forma alternativa del que pren el seu nom. Els nucleotids de
I’ARN contenen el sucre ribosa i entre les seves bases nitrogenades a I'uracil, a
diferéncia de I'acid desoxiribonucleic (ADN) el sucre del qual és una
desoxiribosa i conté a la timina en comptes de l'uracil. La funcidé principal de
I’ARN és servir com intermediari de la informacié que duu 'ADN en forma de
gens i la proteina final codificada per aquests gens.

1.1.3. Pas de I'ADN a les PROTEINES

El conjunt de bases nitrogenades: A(adenina),T(timina),G(guanina),C (citosina)
i (U(uracil)) en cas d’ARN) formen 'anomenat codi genétic que podem dir que
és el diccionari de 'ADN, el qual és la clau que permet a la cél-lula traduir la
informacio de ’ADN en proteines.

Les proteines és sintetitzen al citoplasma de la cél-lula , perd al citoplasma no
hi ha ADN. En canvi si que hi ha un ARN, que es forma a partir de '’ADN al

nucli.
Hi ha varis tipus d’ARN, pero els més importants son:

o ARN MISSATGER (ARNn) és el que intervé en la sintesi de les
proteines ,és a dir, porta la informacio continguda en ’ADN. Després
aquest missatge sera traduit en una proteina.

e ARN RIBOSOMIC (ARN; ) esta present en els ribosomes, organuls
intracel-lulars implicats en la sintesi de proteines. La seva funci6 és llegir
els ARNn, i formar la proteina corresponent.

e ARN de transferéncia (ARN; ) és un tipus d’acid ribonucleic encarregat
de transportar els aminoacids als ribosomes per incorporar-los a les
proteines, durant el procés de sintesi proteica. Els ARNt reconeixen els
ARNmMm i transfereixen un aminoacid determinat a la cadena de proteina
que s’esta sintetitzant. Segons la informacio de I'ARNm, els ARNt posen
els diferents aminoacids en el lloc adequat per sintetitzar una cadena

polipeptidica.



Per tant hi ha dos tipus de processos importants en la sintesis de proteines:

1.TRANSCRIPCIO: pas de /ADN a I'ARN

A partir de | ‘ADN es sintetitzen tots els diferents tipus d’ARN.
Per sintetitzar ARN fa falta:
*ADN
*Ribonucleotids, que formen I'ARN amb les bases nitrogenades
corresponents(A,C,G,U).
*ARN-polimerasa, un enzim que permet la sintesi d’ARN.

Es el primer procés de I'expressié genética. Durant la transcripcié genética, les
sequencies d’ADN son transcrites a ARN mitjangant I'enzim anomenat ARN-
polimerasa. La transcripcid produeix ARN missatger com primer pas de la
sintesi de proteines. La transcripcié de 'ADN també pot anomenar-se sintesi

de ’'ARN missatger.

2. TRADUCCIO: de I'ARN a les PROTEINES
A partir de la sequencia de 'ARNm ( que s’ha format a partir d’ADN), se
sintetitzara una sequéncia determinada d’aminoacids, que pot donar lloc a un
péptid ( si la sequéncia és curta) o a una proteina. En aquest procés intervenen
els ribosomes i multitud d’enzims, perd també fan falta:

e mMARN

e molecules d’ARNt

e aminoacids
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Fig. 1 De 'ADN a PROTEINES

1.2. Passes de la investigacio

En aquest treball d’'investigacié el primer que cal fer es obtenir el gen de la
proteina fluorescent verda (GFP, green fluorescent protein). El gen es
defineix com una sequéncia lineal de nucledtids d’ADN o d’ARN que és
essencial per a una funci® especifica. Es considerat com la unitat
d'emmagatzematge d'informacié i unitat d'heréncia al transmetre aquesta
informacio a la descendéncia. La realitzacié d'aquesta funcidé no requereix de la
traduccié del gen ni tan sols de la seva transcripcio. Els gens estan localitzats
als cromosomes, al nucli cel-lular, i es disposen en linia al llarg de cadascun
dels cromosomes. Cada gen ocupa al cromosoma una posicié determinada

anomenada locus. El conjunt de gens d'una espécie s'anomena genoma.



La proteina verda fluorescent (GFP) es produida per la medusa Aequorea
victoria. Aquesta medusa té una forma de campana flotant i el seu cos es casi
sempre transparent i amb un 95% d’aigua. Es caracteritza principalment per la
presentacio de dues proteines: una d'elles és fosforescent (ecuorina) que
produeix llum blava i la segona es la proteina verda fluorescent que produeix

llum verda. Aqui la que ens interessa és la segona proteina.

Les passes que cal seguir son les seguents:

1. Primer de tot necessitem el gen (la informacié genética) de la GFP
(Green fluorescent protein).

2. S’haurien d’aconseguir moltes copies del gen, per tant necessitem fer
una PCR (Polymerase Chain Reaction) que consisteix en una técnica
que té com objectiu I'amplificacié del gen.

3. Posteriorment s’haura d’expressar la proteina GFP. Per aixd necessitem
clonar el gen en un plasmid. Un plasmid consisteix en unes molécules
d’ADN extracrosomic circular o lineal que tenen la caracteristica de que
es poden replicar en bacteris i a més sén resistents als antibiotics o a
altres productes.

4. Els bacteris incorporen copies del plasmid resistent als antibidtics que
nosaltres els posem. En el nostre cas el plasmid que ens interessa és el
que té el gen de la GFP. Deixem créixer el bacteri que conté el plasmid
amb el gen de la GFP, aconseguint-ne aixi moltes copies.

5. Finalment agafem el plasmid on hi ha el gen de la GFP i el posem en
cél-lules de mamifers (Vero), unes cél-lules cultivades /in vitro,
obtingudes a partir d'un ronyé de mico, amb I'objectiu de veure la llum
verda de la GFP.



afllargen GFP
—————

-8

Extraccio

Amplificar el gen GFP a partir de
I’ADN mitjangant la PCR.

Realitzar una electroforesi
per purificar el gen GFP

Dircction of electrophoresis
A

Lligacio: unir el gen GFP
amb un plasmid

v

P?Qmomr
Fig. 2 Procediments

pCMV-GFP

TRANSFECCIO: Introduir
el plasmid en cél-lules de
mamifer.

Visualitzacio al
microscopi de
fluorescéncia

\ rexistencia

TEEMOCILL ADOR

_|._L f- T .

PEEFARACION PikL
L4 Peh

Ty
Ty

Iugar
inicio

replicacion

pCMV

antibiorico

Luz normal+fluorescencia

v




2.Nucli

2.1. Amplificacio del gen de la GFP

Si volem treballar amb un gen qualsevol, hem d’amplificar-lo mitjangant la

tecnica anomenada reaccié en cadena per la polimerasa (PCR).
2.1.1. Per a que serveix la PCR?

La reaccié en cadena de la polimerasa coneguda com PCR (Polymerase Chain
Reaction) és una técnica de biologia molecular ideada per Kary Mullis, que té
per objectiu obtenir un gran nombre de copies d'un fragment d'ADN particular.
En aquest cas l'utilitzaren per amplificar el gen de la proteina verda fluorescent.
Aquesta técnica es fonamenta en la funcié de I'ADN-polimerasa (tag-
polimerasa) de replicar segments d’ADN, i utilitza altes temperatures per poder
separar les cadenes d’ADN i després baixes temperatures perqué aixi els
cebadors puguin unir-se a les cadenes que ja estaven separades. Amb la taq
polimerasa s’aconsegueix que a partir dels primers i els nucleotids pugui copiar
la cadena motlle. Aquest procés es va repetint continuament aconseguint en

poc temps un gran numero de copies.

2.1.2. Elements de la PCR

Per el funcionament de la PCR calen els seguents elements:
e ADN de medusa: on hi ha el gen de la proteina verda fluorescent.

e Els “primers” (cebadors): sequéncies curtes d’ADN que contenen un
grup 3'hidroxil lliure. Aquesta sequéncia és complementaria a la cadena
motlle i actua com punt d'inici per afegir nucleotids amb la fi de copiar
aquesta cadena complementaria. Es necessiten dos cebadors per a la
reaccio de PCR. Un a lI'extrem 3' i I'altre complementari al final de l'altre
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cadena. Els cebadors son d’ aproximadament 20 nucleodtids. Aquesta
sequencia conté uns quants nucledtids que han de ser complementaris
al principi i al final del gen de la GFP. Els cebadors actuen com

marcadors del lloc d’inici de 'enzim Tag-polimerasa.

La taq polimerasa: és un enzim aillat de la bactéria 7ermophilus
acuaticus. Es capag d’incorporar nucleotids lliures a I'extrem 3’ del
cebador unit a la cadena principal; formant aixi una cadena
complementaria. L’enzim té la caracteristica de suportar temperatures
elevades sense desnaturalitzar-se i mantenir una mitjana d’extensio de

60 nucleotids per segon en regions riques en unions G-C.

Els dNTPs: son els desoxinucleotids trifosfats que es necessiten per
poder amplificar una sequéncia dADN. A més sén el substrat de la Tag-
polimerasa, que els incorpora en la cadena que esta sintetitzant en
direcci6 5°-3". Després d’ajuntar els cebadors amb la tag-polimerasa

amplificara el nostre gen afegint els dNTPs a la cadena.

Control negatiu: conté tots els components necessaris per a la reaccio
de la PCR menys I’ADN motlle. Per contra conté el mateix volum que
s’afegia d’ADN, pero d’aigua estéril.

Es important en totes les técniques i ens assegura que el resultat
obtingut de la mostra és “real” ja que ens diu que no hi ha
contaminacions, es a dir, si al control negatiu hi ha amplificacié d’ADN no
podem estar segurs que la GFP que ve de I’ADN de la medusa és real
perqué vol dir que en algun component hi hauria ADN contaminant.



En resum, per fer la PCR cal tenir els segients components:

MOSTRA

CONTROL NEGATIU

1ul I’ADN de la medusa

aigua

4ul de primer up

4ul de primer up

4ul de primer down

4ul de primer down

2ul de dNTPS (A, C,T,G)

2ul de dNTPS (A, C,T,G)

5ul de buffer

5ul de buffer

1ul de Taq (Polimerasa)

1ul de Taq (Polimerasa)

33ul d’aigua

33ul d’aigua

50ul total

50ul total

Es van agafar dos tubs petits (eppendorf) i en un es van posar tots els

components de la mostra i a l'altre els del control negatiu. Després es van

agitar per barrejar tots els components que hi ha en cada eppendorf. Un cop fet

aixo es van posar els dos tubs al termociclador.

2.1.3. Com funciona®?

La PCR funciona a partir d'un
termociclador, també conegut com
maquina de PCR o reciclador
térmic de PCR és un aparell usat
en Biologia Molecular que permet
realitzar els cicles de temperatures
necessaris. El model més comu
consisteix en un bloc de resistencia
eléctrica que distribueix a través

d'una placa una temperatura

Fig. 3 Termociclador
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homogénia durant temps que
poden ser programables,
normalment amb rangs de

temperatura de 4°C a 96 °C. Atés

que les reaccions incubades en
I'aparell sén en solucions aquoses,
solen incloure una placa de tapa
escalfada constantment a 103°C

per a evitar la condensacio d'aigua

en les tapes dels tubs on passa la
reaccio, i aixi evitar que els dissolts
es concentrin, que d'altra forma
modificaria les condicions Optimes
per a I'enzim polimerizant.

Dins del termociclador col-loquem
els eppendorfs i el programem amb
les temperatures i temps

necessaris, repetint-ho 30 cops.

Aquestes seran les temperatures i els temps que aplicarem al termociclador:

94°C a 5min

94°C a 20s

52°C a 30s

72°C a 1min

72°C a 10min

X 30 cicles

4°C a infinit
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Fig. 4 Esquema de la PCR amb els cebadors i la polimerasa.




El procés de la PCR consisteix, segons I'esquema:

1.Separem les dos cadenes de la doble hélix d’ADN mitjangant
temperatures altes: 94°C.

2.Posem un cebador a l'inici de la primera cadena i un altre cebador al
final de la cadena complementaria mitjangant temperatures baixes: 52°C.
3.La tag-polimerasa s’uneix als cebadors i replica les cadenes motlle,
formant noves cadenes complementaries

4. Tenim les dues cadenes noves amb els cebadors més la doble cadena

original. Aquestes s’aniran replicant continuament.

Com a resultat de la PCR obtenim moltes copies del gen de la proteina verda

fluorescent.
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2.2. Gel d’electroforesi

Una vegada hem amplificat el gen de la GFP amb la técnica de la PCR utilitzem
I'electroforesi de gel per purificar el gen.

2.2.1. Per a queé serveix el gel d’electroforesi?

En el nostre experiment hem utilitzat I'electroforesi en gel d’agarosa per

purificar el gen de la GFP que hem amplificat mitjangant la PCR.

El Gel d'electroforesi és una técnica que permet separar molécules basant-se
en propietats fisiques com la mida, la forma o el punt isoeléctric. El gel
d'electroforesi s’utilitza generalment amb proposits analitics, perd pot ser una
técnica preparativa per a purificar molecules parcialment abans d'aplicar una

PCR, una clonacié o una sequenciacié d’ADN.

La primera part del nom, gel, fa referéncia a la matriu emprada a separar les
moléecules. Per separar proteines el gel sol ser fet per diferents concentracions
d’acrilamida. En canvi, per a separar sequencies d’acids nucleics, la matriu
emprada és agarosa purificada. En ambdds casos, el gel forma una matriu
solida perd porosa amb aspecte semblant a la gelatina que permetra el pas del

components.

La segona part del nom, electroforesi, fa referéncia a la forga electromotriu
que és emprada per a empényer o desplagar les molécules a través de la
matriu del gel. Al situar les molécules en el gel i aplicant-hi una diferéncia de
potencial eléctric (corrent eléctric), les molécules es mouran a través de la
matriu a diferents velocitats, cap al catode, si estan carregades positivament, o
cap a l'anode, si estan carregades negativament. En el cas dels acids nucleics,
de naturalesa acida, la direccié d’emigracio és dels eléctrodes negatius cap als

positius.
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2.2.2 Elements de I’electroforesi

El gel que nosaltres utilitzarem es fa a partir dels components seguents:

Agarosa: es un polisacarid format per galactoses alfes i betes que
s’extreu de les algues dels géneres Gellidium i Gracillaria. L’agarosa es
soluble en aigua a temperatures superiors als 65°C, depenent del grau
de substitucions hidroxietilicas de les seves cadenes laterals. L'agarosa
és un producte natural que forma una matriu inert i no tdxica que suposa
una eina indispensable en gran quantitat de tecniques de Biologia
Molecular,Bioquimica i Biologia Cel-lular. El seu us més estés és per
construir gels que permetin separar molécules d’ADN mitjangant
electroforesi.

Buffer (amortidor): solucié amortidora o una solucié tamp6 és un tipus
de solucid que necessita els canvis de concentracido d’ions hidroni i
hidroxid. Per tant als canvis de pH, malgrat s’hi afegeixin petites
quantitat d’acid, de base o bé es dilueixi. Aquestes solucions
consisteixen en un acid feble i la seva base conjugada (el més habitual),
0 bé una base feble i el seu acid conjugat (menys comu).

Aquesta capacitat de retencié del pH és consequéncia de I'equilibri entre
I'acid feble (HA) i la seva base conjugada.

Bromur d’etidi: Després de I'electroforesi, quan les molécules més
petites ja han arribat fins a I'anode, les molécules d’interés del gel poden
ser tenyides per a fer-les visibles. Per a la tincio s’utilitza bromur d’etidi
que permet la visualitzacié de ’'ADN mitjancant els raig ultraviolats.
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2.2.3.Com funciona?

Per a la fabricacié del gel cal posar:
- Buffer
- 0,5g d’Agarosa ( que fa que el liquid es converteix en solid)
- 10yl de bromur d’etidi ( que s'uneix I’ADN i aixi fa que podem veure
’ADN amb llum U.V.).

CALENTAR

TAE
200 ml

.Ilt A el

AGAROSA
< gr.

PEIME

Fig. 5 Formaci6 del gel d’agarosa.

Abans de posar el gel a la cubeta es col-loca la pinta, que és un utensili que
utilitzem per fer els pouets (forats necessaris per realitzar el procediment de

I'electroforesi) abans de que I'agarosa es converteixi en solid.

Després de fer el gel vam treure la pinta (que esta de color vermell) i als pouets

resultants posarem:

e Marcador: es posa en un dels pouets per saber quan mesura I'ADN.
Els marcadors s6n components amb una mida coneguda. Serveixen per
determinar la mida i la molécula d’interés, en aquest cas I’ADN.
S'utilitzaran les bandes que veurem amb el revelat del gel sota la llum

ultraviolada, per comparar-les amb les de les molécules d’interés.
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o Loading Buffer ( tampo de carrega): és un liquid blau que barregem amb

I‘ADN que teniem a I'eppendorf. Serveix per donar més densitat a ’ADN

i que aquest pugui baixar facilment pel pouet del gel.

e Control negatiu: aigua que es posa per saber si la nostra mostra esta bé.

Fig. 6 En aquestes fotos es pot veure com es carrega el gel amb els diferents elements que

hem dit abans.

Finalment apliquem electricitat a la cubeta. Després de mitja hora
aproximadament, vam treure el gel i el posem sota les llums ultraviolades per a
poder veure I’ADN gracies al bromur d’etidi i poder fotografiar-lo. Quan ja I'hem
vist el passem a una altra maquina que també té llums ultraviolades per a tallar
’ADN del nostre gen. El tros que hem tallat el posem en un eppendorf i
mitjangant un procés anomenat “KIT d’extraccié” separem el gen de la GFP

dels altres productes que tenia.
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Fig. 7 En aquesta foto es veu com
apliquem electricitat. Com que els acids
nucleics tenen wuna carrega eléctrica

negativa es dirigiran cap al pol positiu.

Fig. 9 En aquesta foto es veu com
tallem el tros de I'ADN de la GFP

18

Fig. 8 En aquesta foto es veu el nostre gen
amb els components de la mescla una
vegada posats en el gen i després posats

en el Transil-luminador.



2.3.Uni6 del gen amb un plasmid

Un cop tenim el gen purificat mitjangant I'electroforesi i després de separar-lo
dels altres productes el posarem en un plasmid.

2.3.1. Per a queé serveix un plasmid?

Els plasmids son molécules d’ADN extracromosomic circular o lineal, es
repliquen i transcriuen independentment de ’ADN cromosomic. Estan presents
normalment en bacteris, i en algunes ocasions en organismes eucariotes. El
nombre de plasmids pot variar, depenent del seu tipus, des d'una sola copia
fins a alguns centenars per cél-lula. El terme plasmid va ser presentat per
primera vegada pel bidleg molecular nord-america Joshua Lederberg el 1952.
Les molecules d’ADN plasmidic, adopten una conformacié tipus doble hélix
igual que I'’ADN dels cromosomes, encara que, per definicio, es troben fora dels
mateixos. S'han trobat plasmids en gairebé tots els bacteris. A diferéncia de
I’ADN cromosomic, els plasmids no tenen proteines associades. En la majoria
dels casos es considera material genétic innecessari. No obstant aix0, posseeix
informaciéo genetica important per als bacteris. Per exemple,els gens que
codifiquen per a les proteines que les fa resistents als antibidtics estan,
frequentment, en els plasmids. Hi ha alguns plasmids integratius, que tenen la
capacitat d'inserir-se en el cromosoma bacteria. Es a dir, trenca el cromosoma i
es situa al mig, amb la qual cosa, automaticament la maquinaria cel-lular també
reprodueix el plasmid. Quan aquest plasmid s'ha inserit se'ls dona el nom

d’episoma.

Resistencia als antibiotics -

Els plasmids sovint contenen gens o paquets de gens que li confereixen un
avantatge selectiu, la qual cosa els dona I'habilitat de fer al bacteri resistent als
antibiotics. Cada plasmid conté almenys una sequéencia d’ADN que serveix com
origen de replicacié (un punt inicial per a la replicacié de '’ADN), la qual cosa
habilita a ’ADN per a ser duplicat independentment de I’ADN cromosomic.
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Aplicacions :

Els plasmids serveixen com una important eina en laboratoris de genética i
enginyeria bioquimica, on sén habitualment usats per a multiplicar un gen que
es vol expressar . El plasmid que conté el gen desitjat s'insereix dins d'una
bacteria mitjangant un procés anomenat transformacié. Aquet plasmid fa que la
bactéria es torni resistent al antibiotic. Per seleccionar les bactéries que
contenen el plasmid s’exposen a l'antibidtic, solament el bacteri que tenen
copies del plasmid sobreviu a l'antibiotic degut al fet que el plasmid el fa
resistent. D'aquesta forma, els antibiotics actuen com un filtre que seleccionen
unicament el bacteri modificat. Aquests bacteris poden ser cultivats en grans

quantitats i el plasmid d'interés pot ser aillat.

Un altre us important dels plasmids és fabricar grans quantitats de proteines.
En aquest cas es deixa créixer el bacteri que conté el plasmid amb el gen
d'interés, i aquest s’expressa fins a obtenir grans quantitats de proteina en la
mateixa bacteria. Aquesta és una forma barata i facil de produir gens o
proteines que aquest codifica de forma massiva, com per exemple insulina o

antibiotics.

2.3.2. Elements i procediments

Durant el procés de PCR la tag polimerasa amplifica el gen d’interes afegint als
seus extrems una cadena de poli-A (A:adenina). Aixi després es pot unir a un
plasmid especial anomenat pGEMT, que serveix per unir productes de la PCR i
a més és un plasmid obert que té als extrems poly-T (T:timina).

L’Ai la T juntament amb la guanina i la citosina son bases nitrogenades que
formen una part dels nucleodtids. L’A sempre s’'uneix a la T, i la G sempre

s’uneix amb la C.

Per tant els extrems del gen s’uneixen als extrems del pGEMT formant un
plasmid circular. Aquest procés s'anomena lligacié
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Per a poder fer la lligacié necessitem :
e El gen que hem separat (GFP)
e 1ul de pGEMT ( el vector, és a dir, el plasmid obert que té en els extrems
la sequéncia de poly-T).
e 5yl de buffer
e 1yl de ligasa ( uneix els dos extrems)

e control negatiu

fugar
inicio
replicacidn

mmm—— Gen
Q—'—'“——‘ insulina

resistercia
antibidtico

Fig. 10 En aquest dibuix es pot veure un exemple d'esquema de com un gen es lliga a un

plasmid.

Amb aquests elements intentem lligar el gen amb el plasmid i tot aquest procés
el deixem durant 16 hores a 14°C.

Una vegada tenim el plasmid complet amb el gen (pPGEMT+gen GFP) el posem
en bacteris (transformacid) mitjangant un xoc térmic, per tal de fer moltes
replicacions d’aquest. Un xoc termic és el trencament del material de la paret
de la bacteria provocat per un canvi brusc de temperatura, permetent aixi que

entri el plasmid.

Al cultiu de bactéries li posem els segients components:

e L’X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido): és un substrat de la
B-galactosidasa que, al ser hidrolizat, produeix el indoxil que en contacte
amb l'aire es transforma en indigo insoluble, el qual presenta un intens
color blau. Es utilitzat com indicador d’expressié de la B-galactosidasa en
coldnies bacterianes creixent en plaques de petri. Aquelles coldnies que
estiguin expressant I'enzim es tornaran d’un color blau més o menys

intens en funcid de la quantitat d’enzim que estan expressant.
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o La Isopropilico B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG): és un promotor

que s’utilitza per a induir la expressio de gens.

En afegir-li aquests dos productes al cultiu es produiran colonies blaves. Aixd
vol dir que el plasmid esta sense el nostre gen. En canvi quan les colonies son

blanques, vol dir, que el plasmid conté el nostre gen.

Quan ja tenim el plasmid dintre del bacteri fem el seguent proceés :

Posem 2ml de l'antibidtic en uns tubs. Agafem una pipeta i amb la punta
toquem una coldnia de bactéries que sigui blanca i la deixem créixer en el tub
on tenim els 2ml de I'antibidtic. Aquests tubs els duem a un laboratori on hi ha
un maquina anomenada agitador orbital. En aquesta maquina fiquem els tubs i
els deixem tota la nit a 37°C amb la finalitat de tenir moltes bactéries amb el
plasmid (gen GFP+pGEMT) . Quan s'acaba aquest procés, agafem el liquid
que havia en els tubs i els posem en eppendorfs, després aquests eppendorfs
es posen en la centrifugadora perque els bacteris baixin al fons del eppendorf.

Després tirem el liquid que queda a dalt dels bacteris i aixi les deixem soles.

Seguidament amb un KIT separem el plasmid dels bacteris utilitzant tres
buffers:
e El primer serveix per a barrejar-lo amb els bacteris perqué es quedi en
estat liquid.
e El segon serveix per trencar les bactéries, deixant anar aixi els plasmids.
e El tercer serveix per a separar el plasmid que ens interessa de les restes

bacterians.

Un cop tenim moltes copies del pGEMT+gen de la GFP hem de passar el gen
(GFP) a un altre plasmid anomenat pCMV (Promotor del citomegalovirus
huma), ja que volem que aquest nou plasmid pugui expressar la proteina GFP
en cel-lules de mamifer. La caracteristica principal d’aquest plasmid és que té

un promotor eucariota.
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2.4. Com passar de pGEMT-GFP a pCMV-GFP?

Ho podem fer mitjangant la digestio amb enzims de restriccié. Un enzim de
restriccié (o Endonucleasa de Restriccio) és un enzim que pot reconéixer una
sequencia caracteristica de nucleodtids dintre d’'una molécula d’ADN i tallar
I’ADN en aquell punt en concret anomenat lloc o diana de restriccié o en un lloc
no molt llunya d’aquest, depenent de I'enzim. Els llocs de restriccido contenen
quatre o dotze parells de bases ,més o0 menys, amb les que son reconeguts.

El mecanisme del tall d’ADN és realitza a través del trencament de dos enllagos
fosfodiester (el que uneix la ribosa amb el fosfat) en la doble cadena, donant
lloc a dos extrems d’ADN, que pot ser roms (quan els enllagos trencats
coincideixen) o escalonats. Aquests ultims tenen tendéncia a tornar a unir-se
de manera espontania ja que els extrems es poden unir a altres extrems que
poden haver a prop .

Els fragments d’ADN obtinguts d’aquesta manera poden unir-se per altres

enzims anomenats lligases.

El pGEMT-GFP el tallem amb un enzim anomenat Bgl Il. Per tal d’aconseguir

aixo es posa:

e L’ADN que es vol tallar (p GEMT-GFP)
e L'enzim (Bgl Il)
o Buffer

Tots aquests components es posen junts i es deixen una hora a 37°C.
Mitjancant I'electroforesi veurem si s’ha tallat. També cal purificar el gen sense
el plasmid (pGEMT).En aquest cas el gen no tindra la sequéncia de poli-A, ara
tindra als extrems la sequéncia que ha sigut tallada per I'enzim Bgl II.
Després s’haura de fer una altra vegada la lligacio pero ara es el gen de la GFP
amb el plasmid (pCMV) tallat amb I'enzim Bgl Il i aixi pot unir-se al gen, ja que

tan el plasmid com el gen tenen als extrems les sequéncies complementaries.
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Per a poder fer la lligacié necessitem :

El gen que hem separat (GFP)

1ul de pCMV ( el vector, és a dir, el plasmid obert que té en els extrems
la sequéncia complementaria Bgl Il).

5ul de buffer

1ul de lligasa

control negatiu

Una vegada tenim el plasmid complet amb el gen lligat ho posem en bacteris

(transformacid) mitjangant un xoc térmic.

En aquest cas totes les colonies sén blanques i per saber si la colonia té el gen

o no el té s’ha de fer una digesti6é enzimatica. Per tant agafo una colonia que té

el gen i la deixo créixer.

Finalment s’utilitza el mateix KIT d’extraccioé que el d’abans.

Aixi doncs, després de tot aquest procés tenim el plasmid pCMV-GFP, capag¢

d’expressar el nostre gen en cel-lules eucariotes.
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2.5. Expressio en cel-lules de mamifer

Un cop obtingut el plasmid final (pCMV-GFP) ja podem posar-lo en cél-lules
eucariotes per veure si la proteina s’expressa. Per veure la fluorescéncia que
emet la proteina posem el plasmid en célllules Vero (de ronydé de mico)
cultivades in vitro.

Per aconseguir que el plasmid entri a la cel-lula utilitzem un producte
(Lipofectamina) que s’uneix al plasmid i la cel-lula I'internalitza. Aquest procés

s’anomena transfeccio.

Una vegada el plasmid pCMV-GFP entra a la cél-lula viatja al nucli, 'ARN
polimerasa reconeix el promotor eucariota del pCMV, es transcriu ’'ARN que va
cap al citoplasma de la cél-lula i els ribosomes s’'uneixen '’ARN i el tradueixen a
proteina, és a dir, que expressa la proteina.

Després de 24 hores de la transfecci6 ho portem al microscopi de

fluorescéncia.

25



| com a resultat obtenim les seguents imatges:

Luz normal+-fluorescencia

Solo fluorescemncia

Fig. 11 La GFP dintre de les cél-lules de mamifer. Amb llum normal i fluorescéncia (a dalt) i

amb fluorescéncia solament (a baix).

En aquestes imatges veiem tres cél-lules verdes que han internalizat el plasmid
i totes les del costat que no es veuen volen dir que no han internalizat el
plasmid. Per tant aixd demostra que el gen s’esta expressant i la proteina es
igual que la que té la medusa. | també la proteina esta en tota la cél-lula (dins
del nucli i el citoplasma).
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3. CONCLUSIONS

La conclusié més destacada que es pot treure d’aquest treball és la manera de
jugar amb I'ADN fent que una proteina qualsevol es pugui expressar a

qualsevol tipus de cél-lula.

En aquest experiment hem aconseguit expressar la proteina verda fluorescent
en ceél-lules de mamifer, concretament en cél-lules de mico. Tot i que no I'hem

utilitzat per altres finalitats, la GFP s’'usa amb molts objectius.

Els laboratoris I'utilitzen per estudiar altres proteines. El que fan es “enganxar-
la” a una altra proteina de manera que posen dos gens junts (el de la GFP i la
proteina que volen estudiar), aixi s’expressa el que s’anomena una proteina de
fusio, és a dir, dues proteines juntes. Per exemple, si el que estudien és una
proteina que és diu PQ, el que fan és agafar el gen d’aquesta proteina i el gen
de la GFP i els posen tots dos junts en el pCMV: tenim doncs el pCMV-PQGFP.
El PQGFP s’expressa com una proteina (encara que son dues proteines
juntes), aixi podem veure on va o que fa la proteina PQ ja que la veiem de color
verd al tenir la fluorescéncia de la GFP enganxada. Per exemple, si veus la
fluorescéncia només al nucli, vol dir que la proteina PQ és una proteina que es
dirigeix al nucli. El mateix es pot fer “in vivo”. Aixo vol dir treballant amb animals
(i no només amb cél-lules al laboratori, que és “in vitro”). Si punxem el pCMV-
PQGFP a un ratoli, el plasmid entra en cel-lules de lI'animal i la proteina
s’expressa (igual que al laboratori). Si matem al pobre ratoli i mirem els teixits,
podrem veure on a anat la proteina. Si veiem per exemple cél-lules verdes a les

neurones, sabrem que la proteina PQ va a les neurones.

També pots fer que un virus amb el que treballis expressi la proteina GFP i
infectar un animal amb el virus. Després mires on ha anat el virus, igual que

abans. Si veus neurones fluorescents, vol dir que el virus infecta neurones.

A més de tot aixd també serveix per la produccié d’insulina o altres proteines

que puguin ser d’interés per a curar altres malalties i d'una manera molt meés
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barata ja que molta gent no te diners per pagar els medicaments per tal de

curar-se de les seves malalties.
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