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OBJECTIU

Identificar gens involucrats en el desenvolupament prenatal de la Rata

Per tal d’assolir aquest objectiu:

Aplicarem una tecnica d’analisi d’expressio génica diferencial, com és la RAP-PCR, a
fragments de tub digestiu microdissecats en fetus de rata.

Caracteritzarem les sequéncies que apareguin diferencialment representades, en relacio

a la localitzacio o al grau de desenvolupament

Es fara un estudi de localitzacié morfologica de I'expressié genica mitjancant la técnica

d'hibridacio6 “in situ”



MATERIAL | METODES
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1. Obtenci6 del material fetal

1.1 Espeécie i soca estudiada

Els animals d'experimentacio utilitzats varen ésser rates (Rattus Norvergicus) de la
soca OFA (linia Sprague-Dawley) procedents de I'Estabulari de la UAB.

Els animals varen ser estabulats en una zona de temperatura controlada a 21°C * 1,
amb una humitat relativa de 40-70% amb un ritme de 12 h de llum (8-20 h) / 12 h de foscor
(20 h-8 h) amb 10-15 renovacions d’aire/hora. Els animals estaven en caixes Standard de
rosegador de 1000 cm2 en un nimero de 2-3 animals per caixa. La dieta administrada era la
A04 i el material absorbent era ULTRASORB. L'aigua era de la xarxa i posteriorment filtrada

i tant I'aliment com I'aigua eren subministrats “ad libitum”.

1.2. Procediments realitzats amb rates gestants

1.2.1.Selecci6 de femelles, acoblament, gestacio

Abans de l'acoblament es realitzava un control de la impedancia vaginal (per saber si
'animal estava en fase d’estre) a fi d’augmentar el percentatge de gestacions. L’acoblament
entre el mascle i la femella (1 mascle amb 1 o 2 femelles per gabia) es realitzava durant un
periode curt de temps: entre les 9 i les 11 del mati (durant les primeres hores del cicle de
llum), per tal de conéixer amb major precisio I'edat gestacional. Posteriorment es realitzava
un “control d’acoblament” mitjancant I'observacio del “tap vaginal” i, en cas que aquest fos
negatiu, es realitzava un frotis vaginal, amb microscopia Optica i sense tincid, per a detectar
la preséncia d'espermatozous del mascle. El rendiment, pel que fa al nimero de rates
gestants, era inferior respecte al métode “Standard” emprat en I'animalari del nostre centre
(acoblament de 8 de la nit a les 8 del mati) si bé el fet de poder precisar més I'edat exacte de
gestaciod ens compensa amb escreix aquest deficit.

Tot el procés de manipulacié dels animals va ésser aprovat pel Departament
d'Agricultura Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya, amb l'informe previ de la

Comissio d’etica de la UAB.
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1.2.2. Eutanasia

Quan s’assolia el periode de desenvolupament desitjat, les rates gestants eren
sacrificades per sobredosi de CO, administrada per inhalacié, a l'interior d'una cambra

hermética a on s'introduia la gabia.

1.2.3. Laparatomia, histerectomia i obtencié de mostres maternes

Després de la confirmacié de la mort de la femella gestant aquesta era traslladada
immediatament a la “zona quirdrgica” on es procedia a practicar una laparotomia mitjana,
ampliada amb sengles incisions subcostals. A continuacio, es practicava I'extraccio dels
corns uterins, el quals eren separats de I'oviducte corresponent, del coll uteri i del mesometri
mitjancant disseccid i les oportunes seccions.

Del cadaver de la mare s’obtenien mostres d'alguns drgans per a I'obtencié de teixits

control i la resta era retornat a I'estabulari per a ser incinerat.

1.3. Procediments realitzats amb els fetus

1.3.1. Extraccio dels fetus

Els corns uterins s'introduien a dins d'un recipient amb una solucié estéril de Tirode
sense calci al 10% a on es rentaven, mitjancant una suau agitacid. Posteriorment es
separaven cadascuna de les dilatacions uterines i es dipositaven en un recipient amb Tirode
sense calci al 10%, rodejat de gel, dins una cambra termoaillada, i s’extreien les membranes

embriod just abans de realitzar el procés de microdisseccio.

1.3.2. Obtenci6 de mostres fetals. Tecnica de microdisseccid. Conservacio.

Dessota d'una lupa de microdisseccio es col-locaven els fetus, sense presencia de
signes vitals, i es subjectaven amb agulles d'entomologia sobre un suport de suro.
Posteriorment es practicava una laparotomia mitjana, ampliada amb dues incisions
subcostals, perllongades fins les crestes iliaques, per accedir a linterior de la cavitat
peritoneal. Tot seguit es procedia a la segmentacio de l'intesti abdominal, d'acord amb uns
criteris embrioldgics i/o anatomics. La sistematica seguida, va ésser, generalment, la que tot
seguit descriuré: en primer lloc, es localitzava el cec i la unio ileocecal, es separava l'ili del
cec i a partir de l'ili terminal s'anava separant tot l'ili i el jeju del mesenteri, fins arribar a

I'angle duodenojejunal, on es seccionava. Des del cec es procedia a dissecar el colon fins al
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punt a on es forma un angle agut (angle colic), lloc on es seccionava. D'aquesta manera
guedava, distalment, la resta de l'intesti gros que era dissecat fins al punt on travessa el
diafragma pelvia, a on es seccionava. Aixecant el fetge, amb una microespatula, es
dissecava l'estbmac, es separava dels seus mesenteris, per tant dels organs veins com el
fetge i la melsa i, amb una secci6 al cardies, es separava de I'esofag abdominal. Distalment,
es seccionava el pilor i es separava del duodé. El pancrees era separat del marc duodenal,
el qual ja havia estat aillat dels segments intestinals que el precedeixen (estbmac) i el que el
continua (jeju).

Amb el procés de la microdisseccid s’obtenien segments de tub digestiu que
s'agrupaven de la segiient manera:

Derivats de l'intesti anterior

- Estémac (E): tot I'estobmac.
- Duodé anterior (Da): segment proximal del duode.

Derivats de l'intesti intermedi 0 mitja

- Duodé mitja (Dm): segment de la part més distal del duodeé.

- Budell Prim proximal (Bpp): segment de la meitat proximal del budell prim no
duodenal

- Budell Prim distal (Bpd): segment de la part distal del budell prim.

- Colon mitja (Cm): cec i la nansa intestinal que el segueix distalment, fins “I'angle colic”.

Derivats de l'intesti posterior

- Colon Posterior (Cp): la part del colon distal a I'angle colic i el recte proximal al

diafragma pelvia.

Un cop extretes les mostres eren dipositades a linterior d'eppendorfs, que eren

submergits en Nitrogen liquid i conservats en un congelador a -80°C.

1.3.4. Tractament dels fetus per a la HIS

Per a la realitzacio de la técnica de la Hibridacio in situ es va requerir la fixacié per
perfusié dels fetus amb paraformaldehid al 4% en PBS. Posteriorment, els fetus eren
postfixats amb el mateix fixador a 4°C, a continuaci0 eren criopreservats amb
paraformaldehid al 4% amb un 30% de sacarosa i, seguidament, congelats i

emmagatzemants a -80°C.
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2. Extraccio del RNA

L'extraccié6 d’'RNA es va realitzar seguint el métode d'extracci6 amb tiocianat de

guanidini i fenol-cloroform (Chomczynski & Sacchi, 1987) que es detalla tot seguit:

1" dia:

1. Les mostres eren lisades, en una placa de Petri petita situada sobre una placa freda, amb
una quantitat variable de soluci6 D (4MTiocianat de Guanidina, 25mM citrat sodic, 0,5%
sarcosil, 0,1M -mercaptoetanol) que oscil-lava entre 100-2000 m, depenent de la grandaria
del teixit a lisar.
2. El lisat es transferia a un eppendorf on s’hi afegeixen sequencialment:

- 0,1 volums d’Acetat sodic 2M pH 4

- 1 volum de Fenol saturat amb H,O pH 4(Amresco)

- 0,2 volums de Cloroform: alcohol isoamilic (49:1) (Merck)
Després d'afegir cadascun es barrejava per inversio.
3. Vortex de 10”
4. 15 en gel, o bé fins que es separessin dues fases
5. Centrifugar 15’ a 14.000 rpm a 4°C
6. Recuperar la fase aquosa (que és la que conté el RNA; la fase fenodlica i la interfase
contenen el DNA i les proteines)
7. Afegir 1 volum d’lsopropanol fred
8. Precipitar OVN a —20° C

2" dia:

9. Centrifugar 15’ a 14.000 rpm

10. Decantar i resuspendre el pellet amb 1/3 volum de Solucié D + 2 volums d’Etanol absolut
fred

11. Precipitar OVN a -20° C

3" dia:

12. Centrifugar a 14.000 rpm durant 20’ a 4°C

13. Rentar el pellet amb 1 volum d’Etanol de 70° Fred
14. Centrifugar a 14.000 rpm durant 15’

15. Decantar el liquid i deixar assecar el pellet en gel

L'avaluaci6 de la quantitat i la qualitat del RNA es feia mitjancant lectura a

I'espectrofotometre i comprovacio en un gel d’Agarosa al 1% i tenyit amb bromur d’etidi.
Figura 10. Comprovaci6 de laqualitat del RNA

amb un gel d’ Agarosaal 1% tenyit amb Bromur
e —

— d' Etidi
El RNA era emmagatzemat a —80°C
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3. RT-PCR

Nota: Per la RAP-PCR s’ha utilitzat el primer D4S2912-GT
(TCTAGTTAATTCTCCGTTTCAT)

3.1. Retrotranscripci6 (RT)
L'RNA era retrotranscrit a cDNA mitjancant la seglient reaccio:

0,4m H,O

4 m Tampé de RT 5x

2m dNTP’s 5mM

2m DTT 100mM

0,1 m de Primer 100nM

0,5 m d’Inhibidor d’'RNAases 40u/pl (Amersham Pharmacia Biotech)
1m Transcriptasa reversa M-MLV 200u/ul (Gibco, BRL)

Al volum total de la mescla (10 m) s’afegien 10m d’'RNA (125 ng totals, 10 ml a una
concentracié de 12,5ng/m)

Les reaccions s'incubaven durant 1 hora a 37°C i per finalitzar s'inactivava I'enzim
portant la reaccio a 95°C durant 5 minuts. En finalitzar la reacci6 els tubs es centrifugaven i
es desaven a -80°C fins que es realitzava la PCR.

3.2. PCR
La PCR es realitzava amb el mateix primer que la RT a partir de la segiient mescla:

17 m d’'H,O

2,5m de Tampo de PCR 10x

2,5m dNTP’s 1mM

0,25 m de MgCl2 100mM

0,5m de Primer 100pM

0,25 Taq DNA Polimerasa 5u/ul (Roche)

Al volum total de la mescla (23 m) s’afegien 2m de cDNA

Algunes PCR es realitzaven marcant el producte de PCR amb *P mitjancant la
incorporacid en la mescla de reacci6 de 2uCi de [a-*P]JdATP (Amersham Pharmacia
Biotech) per mostra. Un cop preparats, els tubs s'introduien en el termociclador i se
sotmetien al seglient programa de cicles :

95°C 1'

94°C 1'
50°C 45" [5cicles
72°C 1'15"

94°C 1
60°C 45" 35 cicles
72°C 1'15"

72°C5'
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3.3. Electroforesi dels productes de PCR
3.3.1. Caracteristiques de I’electroforesi

Els productes de PCR es varen sotmetre a electroforesi en gels de seqiienciacio
(poliacrilamida al 6% i 8M d'Urea: 9 ml d’Acrilamida-bisacrilamida 40%(Gibco,BRL), 51 ml de
TBE-Urea, 600 Ml d’AMPS i 25 ml de TEMED). Per a tal fi es realitzava una dilucié 1:4 de
producte de PCR en tampd DLB, es desnaturalitzaven durant 3 minuts a 95°C i eren
col-locats immediatament en gel. 3 nml eren carregats a cada pou i se sotmetien a una

electroforesi a un voltatge de 55 w durant 4,5 hores.
3.3.2 Autoradiografia

Els gels que contenien productes de PCR marcats amb *P eren assecats a una
temperatura de 60-80°C, durant 1-2 hores “al buit” i posteriorment exposats a una placa

radiografica durant un temps variable en un cassette.
3.3.3.Tincio6 de Plata

Els gels que contenien els productes de PCR que no havien estat marcats amb **P
es revelaven amb la tecnica de tinci6 de plata.

Breument, una vegada tret el gel de la cubeta d'electroforesi, s'extreia el vidre, al qual
no havia quedat enganxat el gel d'acrilamida, i es dipositava en una cubeta de plastic a on
es submergia en les seglents solucions:

1. Etanol 10% 10’

2. Acid Nitric 3’

3. Rentat amb H,O x2

4. 20" Nitrat de Plata

5. Rentat amb H,O

6. Carbonat Sodic (29,6 gr de Na,CO;3 + 540m de Formaldehid en 1 litre H,O). Controlant el
revelat de les bandes.

7. Acid Acétic 10% 5-10’

8. Rentat amb H,O
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3.4. Analisi dels resultats. Retall i elucié de bandes

3.4.1. Analisi dels gels d’acrilamida

Per a poder estudiar globalment els resultats es varen realitzar gels que
continguessin mostres de totes les localitzacions i de les diferents edats i es va decidir aillar
totes les bandes obtingudes per tal de conservar la possibilitat d’amplificar i clonar qualsevol

dels productes de PCR si en un determinat moment ens interessava.

3.4.2.Retall de les bandes del gel d'acrilamida. Elucié.

Les bandes eren retallades del gel i introduides en un eppendorf que contenia aigua
esteéril i s'incubava durant 2 hores a 60°C a fi d'eluir el DNA dins l'aigua.
Posteriorment a retallar les bandes, els gels eren novament exposats per a comprovar que

el retall de la banda fos el correcte.
4. Clonaci6 de les bandes. Sequenciacio.
4.1. Amplificacié de les bandes
Abans de comencar el procés de clonacié es realitzava una PCR d’alta astringéncia
per comprovar la qualitat del DNA de la banda eluida. En ocasions, I'amplificacié de poca

guantitat de DNA o la preséncia d'una banda mal definida en els gels d’acrilamida ens varen

fer desestimar algunes de les bandes (Figura 11).

Figura 11. Gel d'Acrilamida per avaluar la qualitat del cDNA
amplificat per fer lalligacid. El primer carril conté el marcador
Haelll. El carril 2 presenta un desdoblament de la banda. El
- carril 5no té DNA i e 6 en té poca quantitat
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Just abans de fer el lligatge de les bandes amb el plasmidi (pCR® 2.1), els productes
de la PCR es sotmetien a una electroforesi en un gel de poliacrilamida al 6% per tal de
comprovar la mida, qualitat i quantitat de DNA amplificat per comparacié amb el marcador

FxHae Il (Fermentas) carregat en el mateix gel (Figura 12).

e
sl
[FS
we L T
" Ml
L=
d Figura 12. Gel d' Acrilamida a 6% previ al lligatge. Fet per calcular
e lagrandariade labandai la quantitat de DNA
4.2 Lligatge

El lligatge del DNA amplificat amb el plasmidi (pCR® 2.1) es realitzava seguint el
protocol i amb els reactius subministrats amb el kit de TA Cloning (Invitrogen). Breument ho

resumiriem en les segiients passes:

Per a calcular la quantitat de producte de PCR que haviem de posar a la reaccio de
lligatge utilitzavem la seglient formula:

(n° pb del producte de PCR) x (50 ng pCR® 2.1)
X ng de producte de PCR =

n° pb del vector (pCR® 2.1)= 3900

La mescla de lligatge es realitzava seguint les seglients proporcions:

Producte de PCR fresc xm
Tampo de lligatge 10x 1m
pCR® 2.1(vector) 2m
Aigua esteril Fins un volum de 9 m
T4 DNA lligasa 1m

VOLUM TOTAL 10 nL
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La reacci6 s’incubava a 14°C durant 16 hores. A continuacié es guardava a 4°C si

s’havia d'utilitzar immediatament o congelava a —20°C si la transformacié s’havia de diferir.

4.3.Transformaci6. Creixement de colonies i seleccié de clons

Per a la transformacioé es seguia el protocol del “Current Protocols”:

1.

S’agafaven 10 ng de DNA del producte de lligatge (Considerant com a DNA total la suma
del DNA del plasmidi i el del producte de la PCR) en un volum final de 10-25 m dins un
eppendorf de 1,5 ml i es dipositava en gel.

S'afegeixen 100 m de cél-lules competents (E. Coli, soca To F-10), descongelades al
moment mitjancant la fricci6 manual i es dipositava 10 minuts en gel.

Es sotmetia la barreja de les cél-lules competents i el DNA a un xoc térmic mitjancant la
col-locacié dels tubs en un bany a 42°C durant 2 minuts.

S'afegia 1 ml d'LB i es dipositaven els tubs en un agitador a 200-250 rpm a una
temperatura de 37°C.

Es sembrava una quantitat variable de cultiu de transformacio en plagues d’LB-Agar amb
ampicil-lina (50mg/ml) les quals s' havien “sembrat” 1 hora abans amb 32 nl d’X-GAL50
mg/ml (Promega) i 40 M d'IPTG 100mM (Sigma).

Les plaques es dipositaven en una estufa a 37 °C durant un temps que oscil-lava entre
14§ 16 hores.

Passat el temps de creixement bacteria (14-16 hores), les plagues es deixaven a 4°C
durant 1-2 hores, per a revelar completament I'expressio del X-GAL, i poder diferenciar
correctament les colonies que posseien l'insert (color blanc) de les que no el posseien
(color blau)

Amb una nansa metal-lica esterilitzada a la flama o amb una punta de pipeta estéril es

“picaven” les colonies seleccionades i es posaven a créixer en un tub de 1,5 ml amb una
quantitat d’LB-Ampicil-lina durant un temps variable (4-6 hores) en un agitador a 37°C

4.4. Analisi dels clons seleccionats

1. S’agafen 200 mi d’LB-Ampicil-lina de cada clon

2. Centrifugar 5’ a 13.000 rpm

3. Decantar i resuspendre en 200 m de H,0 estéril

4. Posar els tubs en un bany amb ebullicié durant 5’

5. Centrifugar 5’ a 13.000 rpm

6. Agafar el sobrenadant en un eppendorf

7. Realitzar una PCR amb el primer de la RAP-PCR (D4S 2912 GT)

8. Fer una electroforesi en un gel d’acrilamida, desnaturalitzant o no, dels productes de les
PCR dels diferents clons, juntament amb la banda original amplificada, per a veure quins
d'ells tenien l'insert de la longitud adequada.

E3 GO G1

Figura 13. Gel dacrilamida
desnaturalitzant per comprovar les
ey e caracteristiques dels clons i
comparar-los  amb la banda
origina. En aguesta imatge veiem
-l e—— = =—— = tres bandes (E3, GO, G1). En aquest
- ! cas, la banda del mig, (GO), mostra
- un major numero de clons que no

corresponen ala banda original.
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4.5. Seqlienciaci6

D'entre tots els clons s'escollien entre 1 i 3 per a sequenciar en el seqienciador
automatic. Per a la seqlienciacio es procedia de la segiient manera:

1. Es realitzava una PCR amb un volum final de 50m amb un dels primers de sequéncia

continguda en el vector a banda i banda de l'insert: CR-Il (forward o reverse) o M-13

(forward o reverse).

CR Il forward GGCCGCCAGTGTGATGGATA

CR Il reverse TCCACTAGTAACGGCCGCCA

M-13 forward (-20) GACCGGCAGCAAAATG

M-13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC

La mescla per a la primera PCR de sequenciacio era la seguent:

H.O 33,8 ni
Tampo 54n
NTP’s 54n

Primer F 1n
Primer R 1nm
Taq 0,4n

i es realitzava en les seglents condicions:

95°C 1
94°C 1’
68°C 45" 20 cicles:

72°C 1'15”

72°C 5’
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Els productes resultants eren purificats en un Kit GIBCO i analitzats en un gel
d’electroforesi d'acrilamida al 9%. Segons els resultats del gels decidiem finalment els clons
a sequenciar i la quantitat de producte necessaria per la reaccid de seqlienciacio.

Seguidament féiem la reacci6 de sequenciacié segons la segiient mescla :

DNA 1-3 mi (segons el gel preseqiienciacio)
Primer 3,2 pmol/m 1m
cycling Mix 2ni

H,O Fins a 10m

El programa de cicles que se seguia era el seguent:

96°C 30”
55°C 15" | 25 cicles
60°C 4’

A continuaci6é es precipitava el producte de la reaccié de seqiienciacié seguint el seglient
protocol:

Afegir 20m de MgCl,i 50 m d’Etanol 95%

Deixar 15 ‘ a temperatura ambient

Centrifugar 15’ a 14.000 rpm

Treure el sobrenadant

Afegir 50m d’Etanol de 70% x3

Centrifugar 5’ a 14.000 rpm

Treure el sobrenadant

Repetir 2 vegades els passos 5-7

Eliminar I'Etanol al maxim i deixar-ho assecar a l'aire

10 Congelar a —20°C fins a enviar-ho per la sequenciacié automatica

© N O ~WNPRE

TCAC CTGTGTNTGTCC TCACAGTGAAGGATC c'rc CAGC TGAGGACTCCCAGGC G'nu: TGcTcGTCATCATTATGC TTGGTGATGACA GTCAC TTTC TCA GCAACCAAA'!A(

bR M

GCA GAGTAAAAAC CAAC ac cAAAc TGGC CAA TCA TAGAGA'A‘AT C'J.‘ Gcac CAGC CTGCAAAGC CTCCLTGAAGGC TTTGGT ec c'r GAc TTG GCAATAGT GCCAAGGT TAT TGAT

A

'CAAGTCAGC CTTGGTCAT TCCAATGCCAGTA TCCACAATAGTGAGGGTTCGGTCTTGCTTGTT AAT

Figura 14. Fragment de |la seqiiéncia automética de la banda F8
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5. Hibridacio in situ
5.1. Preparaci6 de les sondes per la HIS

Per a la realitzacié de la HIS necessitavem produir ribosondes sense i anti-sense de
cadascuna de les sequéncies. Les sondes per a la HIS havien de ser sondes d’'RNA que
continguessin la sequiéncia complementaria al RNA que voliem estudiar. Per a tal fi partiem
dels clons congelats procedents de les clonacions de bandes obtingudes a partir de la RAP-
PCR. Els clons congelats procedien de cultius de bacteris E. Coli (soca Top F-10)
transformats amb el plasmidi pCR 2.1. El plasmidi pCR 2.1 conté la seqliéncia del promotor
de la polimerasa T7, perd no de la T3, motiu pel qual haviem de tallar la seqiiéncia del
plasmidi i lligar-la a un altre que tingués els dos promotors T3 i T7, per tal de poder fer la
sintesi de les dues cadenes d’'RNA (sense i anti-sense). Per a dur a terme aquest procés es

va procedir de la seglient manera:

1. Realitzar una Miniprep seguint el protocol i el Kit GFX™ Micro Plasmid Prep d'’Amersham

Pharmacia Biotech® dels clons congelats (Banda dins del plasmidi pCR2.1).

_“-_.

Figura 15. Miniprep dels clons congelats. Els inserts es
troben en €l Plasmidi pCR2.1
Marcador: FxHae 11

1 L

2. El producte de la Miniprep es tallava amb els enzims de restriccio Xba | i Hind Ill que
tenien dianes tant en el polylinker del plasmidi original pCR 2.1 com en el del pBluescript

Il SK, al que voliem lligar la banda.

Figura 16. Digesti6 amb Xbal i Hind Il dels plasmidis pCR
2.1 contenint )2 M2 i F8. Al quart carril el palsmidi SK
linealitzat
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3.

El producte de la digestié s’analitzava en un gel d’agarosa al 1%. En ell veiem la banda
del plasmidi (pCR 2.1) i la banda tallada, pels punts de tall d'Hind Ill i Xba I, que es

trobava 117 pb més amunt que l'alcada que la banda original .

Les bandes digerides (les que contenien l'insert) es retallaven del gel d’agarosa tenyit
amb Bromur d’Etidi, visualitzat sota el transil-luminador de llum ultraviolada, i es posaven
en linterior d'un Eppendorf de 1,5 ml per a procedir a la seva purificacié. Segons el
protocol de GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit d’Amersham Pharmacia
Biotech.

El plasmidi Bluescript SK es tallava amb Xba I i Hind I, per a linealitzar-lo, i per crear els
punts per al lligatge amb la banda digerida amb els mateixos enzims de restriccié. El

producte obtingut era retallat del gel d'agarosa i purificat .

El DNA obtingut en les passes 4 i 5 (Plasmidi Bluescript SK i banda) es corria en un gel
d’Agarosa, per saber la quantitat de producte s’havia recuperat, per tal de calcular la

quantitat de DNA que haviem de posar al lligatge.

Es realitzava el lligatge entre Plasmidi linealitzat i banda purificada mitjancant I'enzim
DNA T4 lligasa (New England Biolabs®) amb el tampd subministrat amb I'enzim (50mM
Tris-HCI, 10mM MgCl,, 10mM DTT, 1mM ATP, 25 ng/ml BSA, pH 7,5)

El procés de lligatge i transformacié va ésser el mateix que es va utilitzar per a la

clonacio de les bandes en el plasmidi pCR 2.1 (ja descrit préviament)

0

Figura 17. Clons de F8 després del
Iligatge. Marcador: FxHae 11
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9. Dels clons obtinguts es va realitzar una Miniprep. D’aquesta manera varem aconseguir
tenir I'insert dins del plasmidi Bluescript SK

10. Cadascuna de les Minipreps va ésser tallada amb un enzim de restriccié (Xba | o Hind
), per a linealitzar-lo, pas necessari per a fer la transcripci6 a RNA amb T3 i T7 RNA
Polimerases. El plasmidi tallat amb Xba | per a la sintesi amb T7 i el plasmidi tallat amb
Hind 1l per a la sintesi amb T7.

108

Figura 18. Plasmidis (SK), contenint I’ insert,
linealitzats.

5.2.Sintesi de la Ribosonda

Per a la realitzacié de la ribosonda es realitzava una reacci6é de sintesi amb les seglents
passes:

1. Reacci6 de Sintesi de la Ribosonda marcada amb Digoxigenina-UTP(DIG) (Roche):

DNA motlle (1ng) volum variable
DIG RNA labeling mix (10x) 2m

Tampo de transcripcio 10x 2m
Inhibidor d’RNAases 1m

Aigua esteril Finsal7m

RNA Polimerasa 2u/ul (T3 0 T7) (Roche) 3m

La reacci6 s'incubava 3 hores a 37°C i posteriorment es seguia el seglient protocol per

aturar la reaccio i precipitar la ribosonda recentment sintetitzada:
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1. Afegir al producte de la reaccio 2m de DNAasal lliure de RNAases 10u/pul (Roche)

2. Incubar 15" a 37°C

3. Afegir 2m d’'EDTA

4. Afegir 30 mi d'H,O i 25m de LiCl (Podia prescindir-se de l'aigua per augmentar la
precipitacio)

5. Precipitar a -20°C durant 1-2 hores

6. Centrifugar a 4°C durant 15" a 13.000 rpm

7. Extreure el sobrenadant

8. Assecar a Temperatura ambient i resuspendre amb 100m d’H,O esteril

9. Per a millorar la dissolucié de la Ribosonda es dipositava a 60°C i es practicava un

vortex.
10. Les Ribosondes es conservaven a -80°C.

5.3. Comprovacio6 de la quantitat i qualitat de les ribosondes

Aquest pas es realitzava mitjancant dues técniques:
5.3.1. Gel d’Agarosa al 1%
Les ribosondes obtingudes eren estudiades en un gel d’agarosa al 1% per a

comprovar la quantitat i la qualitat de RNA obtingut.

Hind Il Xbal Hae lll

i
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Figura 19. Comprovaci6 de laqualitat de la
ribosonda mitjancant un gel d’ Agarosa 1%
Marcador: FxHae 11

5.3.2. Dot Blot
Posteriorment es realitzava un Dot Blot per a comprovar la quantitat de sonda i la

gualitat del marcatge amb Digoxigenina. Per a tal fet es procedia de la seglient manera:

1. Es posava 1ni de la mostra a estudiar sobre una membrana d’hibridacié (PALL) junt amb
una recta patro de concentracions conegudes de digoxigenina.

2. Es deixava assecar _ hora a Temperatura ambient

3. Es fixava a la membrana mitjancant I'exposicié durant 2’ a llum UV i posteriorment
s’introduia en un tub d’hibridacio.

4. Esrentava 5’ amb PBS
5. Incubaci6é de 15’ amb PBS-4% BSA
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6. Incubaci6 de 15’ amb PBS-4% BSA + 1/5000 antidigoxigenina 0.75u/ul (Roche)
Rentar 2x 15’ amb PBS
Incubar 5’ amb NTMTL (Genius Buffer)

Incubar amb 45m de NBT + 35ni de BCIP + 10 ml de Genius Buffer (en la foscor i anar
controlant el revelat)

10. Calcular la concentracio de sonda marcada de que disposavem.

© ® N

Patro

T3

T7 Figura 20. Dot Blot

5.4. Protocol de Hibridacié in situ

La técnica de la HIS es va realitzar sobre seccions de 5-7 mde gruix tallades en
criostat i col-locades en portaobjectes carregats eléctricament per augmentar I'adheréncia
del talls. El protocol de la HIS es va realitzar dins de “cubetes de tincié” a on els talls

quedaven submergits en les diferents solucions.

ler dia

1. Treure els talls del congelador i deixar-los a temperatura ambient durant 1 hora
2. Rentaramb PBS 2x5’ 1 2

PBS
Per 1 litre: 25 ml de PB 0.4M + 30 ml de NaCl 5M i fins a 1 litre d’'H,O

Deshidratacié i Rehidratacio

. Etanol 50% 5’ (25 ml OH + 25 ml H,0)
. Etanol 70% 5’ (35 ml OH + 15 ml H,0)
. Etanol 90% 30" (45 ml OH + 5 ml H,0)
. Etanol 100% 30"

. Etanol 90% 30"

. Etanol 70% 5’

. Etanol 50% 5’

O©oo~NOOLh~hW

10. PBS Trit6 0.2% 10’

PBS Tritd 0.2%
Per 50 ml: 50ml de PBS + 100m de Trit6

11. Rentat amb PBS Tween (Tw) 0.1% 3x5’ 123
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PBS Tw al 0.1%
100M de Tween per cada 100 ml de PBS

12. H,0, al 2% en PBS Tw 30’

H,O, al 2% en PBS Tw
3ml d'H,05 i fins a 50 ml de PBS Tw

13. Rentat amb PBS Tw 0.1% 3x5’ 12 3
14. HCI 0.2 N 10’

15. Rentat amb PBS Tw 0.1% 3x5’ 12 3
16. TEA + Anhidrid Acétic 10’

TEA + Anhidrid Acétic

Per 50 ml de : 0,75 ml de Trietanolamina +
1,65 ml d’'HCI 2N +
125m d'Anhidrid Acétic
i fins a 50 ml de H,O

17. Rentat amb PBS Tw 0.1% 3x5’ 123
18. Paraformaldehid 4% en PBS 10’
S’ha de preparar al moment i dissoldre-ho a 60°C a la campana d’extraccié.

19. Rentat amb PBS Tw 0.1% 3x5’ 123
20. Glicina 2mg/ml en PBS Tw
21. Rentat amb PBS Tw 0.1% 2x5’ 12

22. Tampo de prehibridacioé (Per a 10 ml)

Formamida desiontzada 5ml

Dextran Sulfat 50% 2ml
Denhardt’s 100x 0,5 ml
NaCl 5M 1,25 ml
EDTA 0,5M PH 8.0 0,2 ml
Pipes Na 1M pH 6,8 0,2 ml
SDS 20% 0,1 ml
H,0 0,25 ml

+ 250 nm de DNA d' esperma de Salmd (Sigma)
+ 250 nl de Yeast RNA
(Ambdés préviament escalfats a 80° C i posats immediatament en gel)

Posar-hi aproximadament 250 i de tampé de prehibridacié a sobre de cada porta, tapar-ho
amb un cobreobjectes i posar-ho en una cambra humida dins un forn a 60°C durant 3 hores.

Passades les 3 hores es treu la cambra humida del forn i es posa el tamp6 d’hibridacio
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23. Tampd d’hibridacio (TH)

Posem aproximadament 250m tamp6 d’hibridacié en cada porta. El tamp6 d'hibridacié és
igual que el de prehibridaci6 afegint pero la sonda.

Hem d’'aconseguir que hi hagi entre 600 i 1000 ng de sonda per cada ml de tampé
d’hibridacié. La quantitat de sonda, per tant, dependra de la quantitat de marcatge que tingui
la sonda (veure la figura 20)

S’ha de desnaturalitzar la sonda 5 minuts a 80° i posar-ho immediatament en gel.

Exemple: Per una sonda que tingui un marcatge de 100ng/m hauriem de posar entre 51 10
ml de sonda per cada ml de T ‘d’'H (Ho hem fet aproximadament amb 600 ng per ml de TH)

Incubacio en el Tampd d’hibridacio, a 60°C, entre 14-16 hores.
2on dia

24. 5x SSC + 50% Formamida 2x30’ a temperatura ambient
5x SSC + 50% Formamida

25 ml de Formamida

12,5 ml de 20x SSC
12,5 ml d’'H,O

Preescalfar el TEN a 37°C
25. 2x SSC 3x5’

2x SSC
45 ml d’'H,O + 5 ml de 20x SSC

26. TEN + 20ng/ml d’RNasa A 1 hora a 37°C

TEN + RNAsa

Per 50 ml:

Iml Tris0,5MpH 7,5

5 ml NaCl
0,5mlIEDTA0,5M pH 8.0
100m d’RNasa A

Fins a 50 ml d'H,O

27. Rentar amb 0,5x SSC + 50% de Formamida 4x 30'a55°C 1234

0,5x SSC + 50% de Formamida
Per 200ml:

100ml de Formamida

5ml de 20x SSC

95ml d’'H,O

28. Rentar amb 0,1x SSC + 0.5% N-lauroyl-sarcosinat sodic 2x 30’ a 55°C

0,1x SSC + 0.5% N-lauroyl-sarcosinat sodic 2x
Per 100 ml:

500 nml de SSC 20x

99,5 ml d’'H,O
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0,5 gr de N-lauroyl-sarcosinat sodic
29. TBST 1x + Levamisole (0,48 g/l) 3x5’
TBST 10x

Per 200 ml:

54 ml de NaCl 5M

20 ml de KCI 0,3 M (5,6 gr de KCl en 250 ml H20, dissoldre 2h a 40° i autoclavar)

50 ml Tris HCI 1M pH 7,5

( 60,55 gr de Tris Base en 350 ml d'H,0, ajustar el pH amb HCI concentrat i enrasar a 500
ml)

76 ml H,O

2 ml de Tween 20

TBST 1x + Levamisole

Per 700ml :
70 ml de TBS 10x
630 ml H,O
0,33 gr de Levamisole

30. Bloqueig: 10% Normal Goat sérum (NGS) en TBSTL 1x (TBS 1x Tween +Levamisole)
Per 3 ml de soluci6: 2250 m TBSTL + 250 m NGS

31. Anticos antidigoxigenina 1:2000 en 1% OVN 4°C

Per 2ml de solucio: 1980 m TBSTL + 20 ml NGS + 1m d’Ac (Ac antidigoxigenina)

3er dia

32. Deixar a temperatura ambient 1h
33.TBST 1x 7x10'1234567
34. NTMTL 3x10' 123

NTMTL.:

20 ml Na CI 5M

100 ml Tris HCI 1M pH 9,5

( Dissoldre 121 g de Tris Base en 800 ml d’'H,O + aprox. 6 ml HCI concentrat , enrasara 1 | i
autoclavar)

50 ml MgCl, 1M

1 ml Tween 20

+ 0,48 g/l de Levamisole (el dia d’us)

35. Revelat:
Preparar 4,4 m NBT + BCIP /ml de solucié NTMT (protegint de la llum)

Per 3 ml de solucio:
13,2 M d’'NBT + 9,9 mi BCIP. Filtrar la solucié amb 0,22m low binding protein

Incubar en foscor
36. Rentar amb PBS, com a minim 1 hora

37. Muntar amb Mowiol
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6. Analisi bioinformatica

Inicialment les sequiéncies es comparaven mitjangant el programa BLAST (Alschul et
al., 1990) amb la base de dades nr del NCBI per obtenir homologies a nivell de gen i la
maxima similitud possible d’espécie (Rattus Norvergicus) . Posteriorment s’introduien les
sequéncies a la base de dades del projecte Ensembl a on cercavem les homologies i la
distribucié en els cromosomes humans. Per dltim les seqiiéncies eren estudiades amb el
programa BLAST en la base de dades del genoma huma d'University of California at
Santa Cruz (UCSC) per estudiar 'homologia de les nostres seqiiéncies amb gens humans.

En el cas de la seqiiéncia F8 hem utilitzat el programa translating-BLAST a la base
de dades nr de la NCBI per cercar homologies amb proteines de la sequiéncia traduida de
nucleotids.  Els alineaments de seqiiéncies per cercar el percentatge d’homologia s’han
realitzat amb el programa Pairwise BLAST de la NCBI.

nucleotide-nucleotide B LA S Irl1

Standard nucleotide-nucleotide BLAST [blastn]

e! "““Ensembl

http://www.ensembl.org/perl/blastview

translating B LA S II11

Nucleotide query - Protein db [blastx]

UCSC

Human Genome Project Working Draft

http://genome.cse.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start

BLAST 2 SEQUENCES

BLAST 2 Sequences
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Microdisseccio dels diferents segments del tub digestiu

Extraccié de RNA total

y

Retrotranscripci6
PCR
Patré de bandes en Gel d’Acrilamida 6%
Retallar les bandes
v
Eleccié de les bandes a sequenciar
Clonacio de les bandes en un plasmidi

v

Sequenciaci6é automatica
Estudi bioinformatic

Hibridacio in situ

Quadre 3. Esquema del procés seguit en I'estudi




