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ABREVIATURAS

A: adenina

AAV: Adeno Associated Virus, virus adenoasociado
ATS: primer antisense

C: citosina

cDNA: DNA complementario

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, repeticiones
palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas

DDR: DNA Damage Response, respuesta al dafio del DNA

DNA: Deoxyribonucleic Acid, acido desoxirribonucleico

dNTPs: deoxynucleotide triphosphate, desoxirribonucleétidos trifosfato
DSBs: Double Strand Breaks, ruptura de la doble cadena

dUTP: deoxyuridine triphosphate, desoxiuridina trifosfato

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente mejorada
G: guanina

GT: gene targeting

h: horas

HCT-116: Human Colon cancer cell line, linea celular humana de cancer de colon
HRP: Horseradish Peroxidase, peroxidasa de rabano picante

ITRs: Inverted Terminal Repeats, regiones terminales invertidas

Kb: kilobases

Max. r.p.m.: maximas revoluciones por minuto

min: minutos

Ml: microlitro

mM: milimolar

mRNA: messenger Ribonucleic Acid, acido ribonucleico mensajero
NHEJ: non-homologous end joining, recombinacion no-homéloga

OIN: over night, toda la noche

ORFs: Open Reading Frames, marcos de lectura abierta

pb: pares de bases

PCR: Polymerase Chain Reaction, reaccion en cadena de la polimerasa
rAAV: virus adenoasociado recombinante

RCL: Reporter Cell Line, linea celular reportera

RH: recombinacion homodloga

seg: segundos

SEN: primer sens

SSBs: Single Strand Breaks, ruptura de hebra sencilla

T: timina

T2: temperatura

TALENSs: Transcription Activator-Like Effector Nucleases, nucleasas activadoras de la
transcripcion

TE: Tris EDTA buffer

TG: terapia génica

V: voltios

Viinai: Volumen final

ZNFs: Zinc Finger Nucleases, nucleasas con dedos de zinc
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1) INTRODUCCION

1.1) TERAPIA GENICA

La terapia génica (TG) es un campo de la 5 T 13 Genterapéutico
biomedicina que consiste en el empleo de diferentes
técnicas orientadas a la cura de enfermedades,
causadas por errores en el genoma, mediante la
introduccion de genes o material genético corrector en
la célula diana, en la cual se integra y corrige el fallo o Vector
mutacién que causa la enfermedad. Se realiza sobre
células germinales o somaticas.’

Paso 1. Material genético que puede prevenir, curar o tratar una enfermedad

En células germinales todavia no es viable puesto

2. Portadores que vehiculan el material genético terapéutico

que aun no es una técnica segura ni fiable. Es

peligrosa porque conlleva alterar el genoma humano L ﬂ
permanentemente. En este caso, las modificaciones m_mqlf\'\'\.,. Células diana
serian transmitidas a la descendencia y seria la forma > AR

mas eficaz de corregir enfermedades congénitas. Paso 3. Lugar de expresi6n de un gen terapéutico

En cambio, la modificacion de células somaticas es la  Figyra 1: Introduccién de un gen terapéutico
empleada actualmente, puesto que no supone ningun en una célula diana

conflicto ético. No se transmite a la descendencia.'?

En un principio, la TG fue ideada como tratamiento de las enfermedades
monogénicas (producidas por alteraciones en la secuencia del DNA de un unico gen,
causante de la patologia), en las que los tratamientos clasicos no funcionan o si lo
hacen, no actuan de forma efectiva. Cabe citar que en estas enfermedades, el gen
defectuoso se encuentra en todas las células del organismo. La introduccién de una
copia del gen funcional y su expresion durante un tiempo determinado ayudara a paliar
la enfermedad. La posibilidad de administrar al paciente la proteina deficiente se ve
condicionada por la naturaleza de la proteina y la necesidad de que ésta llegue al sitio
diana para realizar su accion. La cura completa de la enfermedad, sélo se dara si el
gen mutado es corregido, cosa que la terapia génica puede conseguir. En muchos
casos, existe un numero limitado de tejidos en los que se expresa el gen y por tanto,
solo se necesitaria introducir la copia normal en ellos y no en todas las células del
organismo. 2

Los criterios que permiten considerar una enfermedad humana tratable por TG,
fueron definidos por Gamundi en 2002 y son: 2

3

€

La enfermedad ha de amenazar gravemente la vida del paciente.

Los 6rganos afectados por la enfermedad deben estar caracterizados, es decir,
debe saberse qué tipos celulares y tejidos se afectan en la enfermedad.

El gen normal debe haber sido aislado, caracterizado y clonado.

El gen terapéutico ha de poder ser introducido de forma cuantitativa en las células
del tejido enfermo, o bien, a través de los tejidos mas accesibles.

La proteina normal ha de ser producida en las cantidades que se esperan de una
expresion normal del gen.

3

€

3

€

3

€
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A finales de los 80 se consideraban alteraciones idoneas para ser objeto de
tratamiento génico la enfermedad de Lesch-Nyhan (provocada por la ausencia de la
enzima HPRT-hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa, que provoca grave
deficiencia mental y tendencia compulsiva al automutilamiento) e inmunodeficiencias
por déficit de PNP, provocada por la carencia de una purina nucleésido fosforilasa) y
la deficiencia ADA (la que padecen los "nifios burbuja”, en los que la falta de enzima
adenosin desaminasa les deja absolutamente indefensos contra cualquier agente
patégeno, obligandoles a vivir en un ambiente absolutamente estéril).?
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Segun la manera en que actua el material genético exdgeno al ingresar en la célula
diana, la TG puede llevarse a cabo mediante las técnicas:

- Inserciéon génica: se introduce una version normal del gen defectuoso, sin
modificar el gen enddgeno. Se realiza con el fin de expresar la proteina deficiente
en el paciente, la cual debe alcanzar los niveles necesarios para revertir el fenotipo
en la enfermedad.

- Modificaciéon génica: el gen defectuoso es normalizado/reparado por mutagénesis
dirigida (produce mutaciones puntuales en el DNA).

- Sustitucion génica: el gen defectuoso es sustituido por su versién normal
mediante recombinacién homadloga.

Dependiendo de la estrategia que se aplique para llevar a cabo la TG, ésta puede
ser: in vivo, sobre las propias células, donde se introduce el material genético de
manera directa sin manipulacion in vitro. Supone un proceso sencillo pero tiene menor
eficiencia a la hora de llegar al tejido y al reproducir y aumentar el numero de células
transformadas; o ex vivo, donde se extraen células del paciente, se les realiza una
transferencia de material genético in vitro, y luego se vuelven a introducir al paciente.
Tiene la ventaja de que las células que se introducen al paciente son previamente
seleccionadas y por tanto, son aquellas en las que se ha realizado una transferencia
génica exitosa. Permiten mejorar las carencias de la TG in vivo pero presenta la
imposibilidad de manipular ciertos tipos de células, posibles contaminaciones y costes
muy elevados.?

Terapia génica ex-vivo

Terapia génica in-vivo Gen i — > g
Gen  jw terapéutico A
terapéutico \ M
Extraccién

gg de células Virus

\ A inyecta

M \ el gen

en las

Gen transportado

en un virus
hasta el organismo
mediante algin farmaco

i{ ? células
Inyeccién de

células transgénicas

Figura 2: Terapia génica in vivo y ex vivo

Para que se dé el efecto terapéutico en la célula diana, es necesario que el material
genético sea introducido en ella y ocurra la expresion de la proteina. Una vez dentro
del nucleo, el gen puede integrarse permanentemente en el genoma celular o
temporalmente. La integracion del gen permite la perpetuacion de la correccion a las
sucesivas generaciones de forma rapida. Sin embargo, la insercidén dentro del genoma
no garantiza el éxito de la TG, dado que ésta se hace de forma aleatoria y la proteina
puede que no se exprese porque se integra en zonas muy condensadas, o bien la
célula aceptora acaba muriendo por insercion en un gen crucial. Mas grave es la
aparicion de cancer por la activacion de un oncogén o por la inactivacién de un gen
supresor de tumores al realizar la insercion.

La transferencia del material genético al interior de la célula se realiza mediante
promotores especificos que aseguran la expresion del gen. Para realizarla con
elevada eficiencia, es importante contar con un sistema de vehiculizacion: los
vectores, que pueden ser transferidos mediante un método de transduccion (vectores
virales) o de transfeccion (vectores no virales). Las propiedades de un vector ideal
varian dependiendo de las necesidades aunque actualmente no se dispone del vector
ideal que pueda adaptarse a todas las situaciones clinicas y experimentales; sin
embargo, existe una gran cantidad de vectores que pueden ser utilizados.

Los métodos de transfeccidon fisico-quimicos (vectores no virales) permiten
transferir moléculas de gran tamafio, ya que el DNA exdgeno esta integrado en un
plasmido, que actua como vehiculo introductor de la secuencia génica de interés y la
transfiere dentro de la célula. Exhiben tres elementos caracteristicos en su




conformacion mas basica: “polylinker” (s6lo en los plasmidos artificiales, regién con
sitios de restriccion unicos que se pueden utilizar para la insercidén del gen de interés),
gen de resistencia a un determinado antibiético y una region esencial que contiene los
genes involucrados en la replicacion y su control. Son sencillos, econémicos, no
téxicos ni inmunogénicos.

Los métodos quimicos (liposomas, calcio, DEAE-DEXTRANO) vy fisicos
(electroporaciéon, micro-inyeccion, biolisitca) tienen baja frecuencia de transferencia y
son poco especificos, por ello, el método mas empleado en la integracion del material
genético en la célula, son los vectores virales. Cabe destacar el desarrollo, durante los
ultimos afios, de una técnica basada en la enzima meganucleasa, capaz de reconocer
largas secuencias de DNA y realizar cortes especificos que promoveran el gene
targeting.

Por otro lado, estan los vectores virales (Retrovirus, Adenovirus, Lentivirus, Virus
adenoasociados y Virus del Herpes Simplex) que permiten la insercién del gen
terapéutico en él a la vez que se neutraliza la capacidad del virus de replicarse (no la
de infectar). El tamafio del inserto se ve condicionado al tipo de vector que se emplee
y la eficacia de la transduccién es muy elevada (en ocasiones alcanza el 100% de las
células diana). Como desventaja, éstos vectores pueden inducir respuesta inmune por
parte del huésped tras realizarse la TG. Con excepcion de los virus adenoasociados,
que se integran especificamente en el cromosoma 19, y del Virus del Herpes Simplex,
que no se inserta en el genoma, los demas pueden insertarse al azar en el genoma
del huésped y puede incorporar varias copias del mismo. Como resultado, pueden
aparecer mutaciones en el genoma que lleven a la transformacion maligna de las
células o a la muerte celular. Esto podria evitarse mediante manipulacidon génica

dirigida o gene targeting.

El gene targeting (GT) se desarrolla a través del proceso de recombinacion
homologa (RH): el vector unicamente al encontrar su secuencia homodloga en el gen
diana, induce la recombinacion.

GENOMA DE LAS CELULAS GENOMA DE LAS CELULAS

Zona del genoma
donde lo queremos Recombinacién
insertar en las zonas homologas
* Zona de) zenoma
donde I' queremos
‘asey ‘ar

CONSTRUCCION GENETICA CONSTRUCCION GENETICA

Figura 3: Proceso de recombinacion homologa

Las ventajas del GT sobre los métodos que adicionan genes son: capacidad de
modificar secuencias especificas, se preserva la regulacién transcripcional del gen y
disminuyen los riesgos de mutagénesis de insercion y de activacion de oncogenes
debido a la integracién aleatoria. Sin embargo, tiene un gran problema: la baja
frecuencia con la que ocurre la RH en los mamiferos, particularmente en humanos (1
de cada 10°-10" células).*® La induccién de recombinaciéon entre fragmentos
homologos permite realizar deleciones génicas (knock-out), inserciones (knock-in)
mediante integracion dirigida, y correcciones génicas.




a) Delecion génica b) Integracién dirigida ¢) Correccién génica

Figura 4: Deleciones génicas, integraciones dirigidas y correcciones génicas inducidas por la recombinacién homdloga

En este trabajo utilizamos lineas celulares con frecuencia de GT alta ya que se
generaron bajo condiciones que favorecian la RH: usando virus adenoasociados
recombinantes (rAAV), expresion de proteinas que aumentan la frecuencia de RH vy
reduccion en la expresion de proteinas que intervienen en la via de reparacion del
DNA por la via de la recombinacién no-homologa (NHEJ).

1.2) RECOMBINACION HOMOLOGA (RH)

Las células deben mantener y copiar con precision su DNA para garantizar la
transmisién fiel del material genético a la siguiente generacion.®” El DNA esta
continuamente expuesto a una gran variedad de factores endégenos y exégenos,
como la luz UV, rayos X y y, o productos quimicos genotdxicos, que producen dafos.
Los procesos fisioldgicos habituales también contribuyen a generar dafios en el DNA,
como el metabolismo celular, en el que se producen especies reactivas del oxigeno
(ROS). Las consecuencias biolégicas que pueden tener estos agentes van a depender
de la naturaleza quimica de la alteracién y la toxicidad o mutagénesis del dafio va a
depender de la eficiencia de los mecanismos celulares implicados en la deteccién,
reconocimiento y eliminacion de este dafio, y de su precisidon al reparar las lesiones.
Para hacer frente al constante asalto de la integridad del genoma, las células han
desarrollado una forma de responder a este dafio, mediante DDR (DNA damage
response, respuesta al DNA dafiado). DDR detecta las lesiones producidas en el DNA
y activa las vias de reparacion.>® En los mamiferos, se ha estimado que cada célula
esta sujeta a >15000 lesiones cada 24 h, que suelen surgir de fuentes endégenas.®’
Cuando la cantidad de DNA dafado supera la capacidad de reparacion de DDR, las
quinasas y ubiquitin ligasas que forman parte de la DDR, detienen el ciclo celular y
entonces se activa la senescencia o apoptosis celular.’ Frecuentemente, los defectos
en la reparacion del DNA son observados en enfermedades como el cancer. Se ha
contemplado que la modulacién de la RH en células tumorales puede ser una manera
mas efectiva que la quimioterapia para tratar este tipo de enfermedades.

Entre los diversos tipos de lesiones del DNA, prevalece la ruptura de hebra sencilla
(single strand breaks, SSBs). Si las SSBs no se reparan, pueden dar lugar a la ruptura
de la doble cadena (double strand breaks, DSBs), que son mas citotoxicas que las
anteriores.® Las DSBs pueden ser generadas de manera espontdnea durante la
sintesis del DNA, cuando la horquilla de replicacion se encuentra con un DNA molde
dafado y, también, durante procesos celulares especificos, como la recombinacion
V(D)J que ocurre en las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, o como en la
meiosis. La reparacion errénea o la ausencia de reparacion pueden conducir a graves
alteraciones en el genoma (translocaciones, deleciones, muerte celular...)", por lo que
la adecuada reparacién es fundamental para mantener la integridad del genoma.

Las células estan equipadas con dos vias diferentes de reparacion: non-
homologous end-joining (NHEJ) y homologous recombination (RH).




NHEJ sucede durante todo el ciclo celular (es mas activa en las
fases GO, G1 y S temprana), el DNA se liga de forma no conservadora,
y la reparacion puede ser mutagénica mientras que la RH sucede solo
entre las fases S tardia (Sintesis: replicacion del DNA) y M (Mitosis o
Meiosis: reparticion del material genético nuclear) del ciclo celular, el
DNA se liga de forma conservativa y la reparacibn no es
mutagénica.”®"® Que predomine una u otra via dependerd de la
especie, tipo de célula, estado del ciclo celular y del dafio del DNA. La
reseccion del extremo del DNA es el punto critico para utilizar NHEJ o
RH en la reparacion y esta controlada por las CdK.?

I NHEJ Il HR

Figura 5: Vias de
reparacion del DSBs en el
contexto de la regulacién

La RH es la principal via de reparacion de roturas en la doble cadena del DNA en
levaduras y procariotas, a diferencia de lo que ocurre en eucariotas superiores, en los

que es el mecanismo de NHEJ el que predomina en la reparacion de
(relacion 1000:1 con respecto a la RH).

La NHEJ es un proceso dinamico que no requiere homologia
de secuencia como en la RH, en el que se unen los extremos de

DNA originados tras la rotura. Durante la NHEJ, los extremos del D:EIIEC ,

DNA que ha sufrido una DSB son reconocidos, capturados vy
atraidos por el complejo Ku70-Ku80 (también conocido como
complejo Ku), al cual se unen con elevada afinidad. Ku recluta a
otras proteinas: DNA-PKcs (subunidad catalitica de la proteina

estas lesiones

A) NHEJ

pannnnni

Ku70 / Ku80 (DSB sensing)
& DNA-PK activation

NNA-P|
quinasa dependiente de DNA o DNA-dependent protein kinase :EEEEI(’::("IEEDI
catalytic subunit) con actividad serina/treonina quinasa solo

cuando forma complejo con Ku, codificada en humanos por el gen
PRKDC; Artemis, con actividad exonucleasa 5 —3, Unicamente
cuando forma un complejo con la DNA-PKcs, codificada en

_WDNA-PK )

l Ligase IV / XRCC4 / XLF

humanos por el gen DCLRE1C; y XRCC4-DNA ligasa IV,
complejo que interactua con las dos proteinas mencionadas IHHHII 1111

anteriormente permitiendo la ligacion entre los extremos del
DNA." Después, los extremos de DNA son procesados y ligados,

l

completandose la reparacion mediante NHEJ.

Dado que puede conducir a la unidon de extremos incorrectos
(su naturaleza imprecisa puede causar inserciones y
deleciones), NHEJ es una via propensa a errores."?

La RH es cualquier proceso en el que tenga lugar la
formacién de un nuevo DNA a partir de moléculas distintas ya
existentes, de manera que la informacion genética procedente
de cada molécula de DNA original estara presente en las
nuevas. Las secuencias homologas son empleadas como molde
para la reparacion del dafio. Sucede en la meiosis de células

B) HR

MRN (DSB sensing) &
ATM activation

eucariotas. La RH permite la reorganizacion de genes ]:Ema
dentro/entre cromosomas y es una potente fuerza evolutiva que

promueve la diversidad genética y la conservacién de la
identidad genética entre generaciones y durante el desarrollo
ontogénico. Una célula humana diploide necesita mantener
6x10° pb en la secuencia y organizacién cromosémica correcta,
una tarea formidable que por lo general se lleva a cabo sin
errores entre generaciones.’”” La RH sucede en tres etapas:
presinapsis (el DNA dafado se extiende como ssDNA y se une

DSBs ressection

Rad51 loading

&= &

HEEEE

WE/
1111

ITTTTT1

la proteina RPA), sinapsis (intercambio de cadenas homdélogas,
Rad51 busca la homologia) y postsinapsis (recuperacion de la

HJ formation

integridad del cromosoma). La RH se inicia cuando el complejo

Mre11-Rad50-Nbs1/Xrs2 o MRN reconoce los extremos /< ;
generados durante la DSB y se une a ellos, seguido por la union

Resolution
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del cofactor CtPlI, lo cual termina por producir la resecciéon de los extremos en sentido
53, gracias a la exonucleasa humana | (hExol), para producir los extremos 3’ libres
de cadena sencilla (ssDNA). La proteina de replicacion A (RPA, replication protein A)
se une al extremo 3" ssDNA generado en la reseccién, antes de que Rad51 comience
la busqueda de homologia y catalice el intercambio de cadenas para permitir la
reparacion de la DSB.

Se considera que la RH es un mecanismo libre de errores por utilizar la secuencia
homdloga para producir reparaciéon. A pesar de todo ello, en células de mamiferos las
reparaciones se realizan mayoritariamente por NHEJ."

La RH acelera la evolucion a través de la generacion de diversidad adicional, pero
también puede conducir a reordenamientos potencialmente letales, por lo que debe
estar regulado. La RH esta regulada positiva y negativamente. ">

Actualmente, existen evidencias de que la manipulacién del equilibrio entre NHEJ
y RH (con inhibicion de la primera y potenciacion de la segunda) mediante diferentes
formas, puede incrementar la frecuencia de RH. Por ejemplo, los cambios de
expresion de Ku pueden modificar la frecuencia de RH en diferentes hongos: la
delecion de Ku70 y Ku86 en Neurospora crassa produce un aumento de 5 veces la
frecuencia de RH. En humanos, la disminucion de los niveles de Ku70 en lineas
HCT-116 hemicigotas Ku70 (Ku70 +/-), la RH aumenté entre 5-10 veces frente a
células normales. También se ha demostrado que el knockdown de Ku70 y XRCC4
por siRNA en células humanas HCT-116 produce un aumento de 30 veces la
frecuencia de RH del locus HPRT." También se ha intentado conseguir aumentar la
frecuencia de RH sobreexpresando proteinas clave en dicha via: la expresién forzada
de RAD51 aumenta mas del doble la frecuencia de RH en células HT1080 en dos loci
diferentes (HRPT y 6-16)."® Ciertos compuestos quimicos han demostrado producir
cambios en la frecuencia de RH: RS-1 ((3-[(benzilamino)sulfonil]-4-bromo-N-(4-
bromofenil)-benzamida) provoca un cambio alostérico en el filamento de RAD51 y
aumenta la RH en fibroblastos humanos sin efectos nocivos para la viabilidad celular.™

1.3) ENZIMAS O ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

La manipulacion génica dirigida se desarrolla a través de la RH. Las ventajas de la
manipulacién génica dirigida sobre los métodos que adicionan genes son:
% Capacidad de modificar secuencias especificas.
s Preservacion de la regulacién transcripcional del gen.
% Disminucién de los riesgos de mutagénesis insercional y de activacién de
oncogenes debido a integracion aleatoria.

Para solucionar la baja frecuencia con la que la RH ocurre en los mamiferos,
nacieron las primeras herramientas para modificar un locus endégeno: secuencias de
unién al DNA ligadas a un dominio nucleasa que escinde el DNA, generando su
ruptura en lugares concretos. El descubrimiento de las enzimas de restriccion ha
permitido a los investigadores manipular segmentos especificos de DNA, facilitando
enormemente el estudio de ésta molécula de gran tamafio. Las enzimas de restriccion
reconocen secuencias de bases especificas en el DNA (4-8 pb), hidrolizan un enlace
fosfodiéster y cortan en lugares concretos ambas hebras del duplex que contienen las
secuencias reconocidas. Estas enzimas fueron obtenidas a partir de una gran variedad
de procariontes. Su funcidn bioldgica consiste en eliminar DNA foraneo. EI DNA del
propio microorganismo no se destruye porque los sitios reconocidos por las enzimas
se encuentran metilados. Una caracteristica notable de los sitios de corte es que, en
muchos casos, son palindromos y estan dispuestos simétricamente. Los cortes con
estas enzimas pueden ocurrir en el mismo punto de ambas hebras de DNA (extremos
‘romos”) o corrido una hebra respecto a la otra (extremos “cohesivos”).
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Las enzimas de restriccion se utilizan para cortar moléculas de DNA y proporcionar
fragmentos especificos que se pueden analizar y manipular con mas facilidad que la
molécula original. La cantidad de fragmentos obtenidos tras el corte con la enzima,
dependerd de la frecuencia de corte de dicha enzima ya que si su secuencia de
reconocimiento se encuentra muchas veces repetida en el DNA, se generardan muchos
fragmentos de restriccién de diferentes tamafos. A medida que el sitio de restriccion
de una enzima tenga mayor nimero de pb, la frecuencia de corte serd menor, ya que
es menos probable que se combinen dichas pb para formar la secuencia de
reconocimiento y encontrarla en el DNA.

Las nucleasas son enzimas hidrolasa del tipo esterasa que degradan acidos
nucleicos y producen la rotura de los enlaces fosfodiéster de la cadena. La vida media
para el enlace fosfodiéster en el DNA a pH 7 y 24°C se ha estimado en 130000 afios.
También existen nucleasas quiméricas. Las mas empleadas son ZNFs, TALENs y
CRISPR. Permiten un amplio rango de modificaciones génicas induciendo cortes en el
DNA, mediante lo cual se activa la maquinaria de reparacion celular. Las Zinc Finger
Nucleases (ZFNs) son proteinas compuestas por un dominio de unién al DNA de tipo
dedo de zinc y una nucleasa convencional (frecuentemente Fokl). Son los motivos de
unién al DNA mas habituales encontrados en eucariotas y es el segundo dominio de
proteina codificado mas frecuente en el genoma humano. Se trata de un motivo que se
repite varias veces. Cada dedo posee una longitud de 30 aminoacidos e interacciona
especificamente con un triplete de bases del DNA. Lo interesante de las ZFNs, de las
que existen muchas variantes, es que poseen diversas funciones importantes:
estabilizar la estructura de las proteinas y, sobre todo, interaccionar especificamente
con DNA y RNA. Las ventajas de las ZFN son que reparan la secuencia del gen sin
integrar ninguna secuencia en el genoma, la eficiencia es muy alta y no es necesario
mantener la expresion de un gen a lo largo del tiempo. Sin embargo, también
presentan inconvenientes, puesto que probablemente sdlo puedan aplicarse a terapias
ex vivo, tienen alto poder inmunogénico y pueden producir efectos secundarios, ya
que aun queda por demostrar su inocuidad. La obtencion de ZFNs es costosa, por lo
que estas proteinas se vieron rapidamente superadas por un nuevo tipo, las TALENSs.
Las transcription activator-like (TAL) effector nucleases son proteinas formadas
por un dominio nucleasa (de nuevo, habitualmente Fokl) y un dominio de union al DNA
derivado de unos factores de transcripcion que permiten a la bacteria reprogramar
especificamente la transcripcion de las células de una planta infectada
(Xanthomonas). Estan formadas por repeticiones de 33-35 aminoacidos y reconocen
el DNA mediante unos dominios que siguen un codigo simple entre tres residuos
proteicos especificos para cada nucleétido. Sin embargo, ZNFs y TALENs se han visto
superadas rapidamente por las CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats), proceso usado por algunas bacterias para eliminar virus o
plasmidos invasivos. El dominio de unién al DNA que dirige a la nucleasa no es un
dominio proteico sino un RNA guia. Esto convierte al sistema CRISPR/Cas en un
método altamente flexible y facil de adaptar con el que se puede cortar
especificamente cualquier secuencia sintetizando un RNA guia complementario.?

Cuando las rupturas causadas por nucleasas son reparadas por NHEJ, pueden
generarse pequefias inserciones o deleciones en el sitio diana, y con ello, producir el
silenciamiento de un gen, se pueden inducir deleciones mas largas, inversiones o
translocaciones. También se pueden realizar deleciones e inserciones de manera
dirigida.




2) ANTECEDENTES

Este trabajo es la continuacién del desarrollado por la Dra. Maria Alejandra
Bernardi, que habia generado una linea celular reportera (RCL) que poseia el gen
EGFP truncado en el extremo 3’, sin funcionalidad.

En su trabajo, se propuso generar la linea celular reportera (RCL) para evaluar

cambios en la frecuencia de RH en distintas condiciones experimentales. Para ello,

primero construyé un vector de homologia que permitiera la introduccion de un cDNA
truncado de EGFP en el sitio AAVS1 del cromosoma 19: MCS-A3-EGFPtrunc-vector.

La construccion se llevé a cabo mediante la amplificacion por PCR de 3 fragmentos

geénicos:

- el primero fue amplificado a partir de pAAV-CAGGS-EGFP (comercial), que
contiene una secuencia homéloga al sitio de insercion de los AAVs (AAVS1) vy el
casete de resistencia a puromicina.

- el segundo fragmento, se obtuvo a partir del pPEGFP-C1 (comercial), que permiti la
amplificacion de EGFP, con una delecién de los ultimos 73 pb (extremo 3°) lo que
hace que la proteina resultante no sea funcional, es decir, no emite fluorescencia
verde.

- el ultimo inserto se obtuvo a partir de DNA gendmico de células HCT-116,
amplificAndose un fragmento cuya secuencia es homodloga al sitio AAVS1 en el
cromosoma 19.

Estos fragmentos fueron digeridos con diferentes enzimas (Notl/Sall, Sall/EcoRI y
EcoRI/Notl) y se insertaron en el vector pAAV-MCS.

Arm 1

Ampicilina .
P Puromicina

pAAV-MCS

MCS-A3-EGFPtrunc-

Ampicilina 1 4650 bp vector 7389 bp

Arm 3. Arm 2.

EGFPtrunc (3')

ZFN (AAVS1)
Mapa del vector pAAV-MCS y del plasmido construido MCS-A3-EGFPtrunc

Al analizar el patrén de restriccion obtenido, observé la presencia de colonias
bacterianas que incorporaron los 3 insertos ligados correctamente. Este plasmido fue
nucleofectado en células HCT-116 junto con dos mRNAs que codificaban para una
pareja de ZFNs (de muy alta eficiencia para producir un corte en el DNA enddgeno y
permitir la incorporacion del DNA exdgeno en el sitio del corte), que reconocen
especificamente la secuencia AAVS1 en el intrén 1 del gen PPP1R12C (cromosoma
19).

Al transfectar, se observa que las células no dan fluorescencia. Tras extraer el
DNA, realiz6 PCRs de comprobacion para verificar la correcta insercion de los
extremos 5y 3.

Una vez generada la RCL, para poner a punto los ensayos de RH, utilizé un vector
donante (AAV-A5-EGFP-donor) que contiene la secuencia necesaria para corregir
genéticamente la funcién de la EGFP enddégena cuando ocurre RH entre el genoma de
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la RCL y el genoma del rAAV, con la consecuente recuperacion de la fluorescencia
verde. Este vector se construyd, también, con 3 fragmentos diferentes:

- el fragmento 1 contiene un fragmento EGFP carente de los 38 pb del extremo 5, se
obtuvo mediante amplificacién por PCR del pEGFP-N1. Dentro de esas 38 pb, se
encuentra la ATG vy, por lo tanto, la proteina no se produce y no hay emision de
fluorescencia verde.

- el fragmento 2 se obtuvo directamente mediante digestion con las enzimas
Sall/EcoRI del plasmido pBS-Blasticidin, construido en el laboratorio, el cual
contiene el casete de resistencia a blasticidina (antibidtico de seleccion) que nos
permitird seleccionar las células verdes recombinantes.

- el fragmento 3 es comun al utilizado anteriormente en la generacién del MCS-A3-
EGFPtrunc-vector.

Una vez obtenidos los tres fragmentos, se ligaron al vector pAAV-MCS.

Arm 1.
EGFPtrunc (57)

> LoxP
Ampicilina
! PAAV-MCS MCS-A5-EGFP-donor
Ampicilina ‘ 4650 bp 6695 bp o
| ) Blasticidina
Arm 3. LoxP

ZFN (AAVS1)

Mapa del vector pAAV-MCS 'y del plasmido construido MCS-A5-EGFPtrunc anterior

Por ultimo, se realizé la transfeccion de las RCL con el vector donante AAV-A5-
EGFP-donor, bajo diferentes condiciones que favorecieran la recombinacién
homologa, para comprobar si el sistema funcionaba adecuadamente.

Se pudieron observar las células verdes, lo que permitié asegurar que la RCL
construida funciona de manera correcta y también el vector donante, ya que de otra
manera no se hubieran obtenido células verdes recombinantes.

P1 P2
<

Células EGFP 5 [ 3 Expresion
positivas. —{ Exén 1 }— Arm1 Arm2 Arm2 Arm3 .—7 Exén 2 ,— de EGFP.

Casete de resistencia EGFP Casete de resistencia
a puromicina. a blasticidina.

Esquema del DNA de la RCL verdes una vez nucleofectadas con el plasmido MCS-A3-EGFPtrunc-vector y,
posteriormente, transducida con el AAV-A5-EGFP-donor
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3) OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo general de éste trabajo es contribuir a caracterizar una linea celular
reportera (RCL) que se usara en ensayos de recombinacion homoéloga (RH).

Como objetivos especificos, en el trabajo se plantea ver si se ha incorporado en
esta linea celular reportera (RCL) una sola vez (una unica copia) el gen EGFP
(“Enhanced Green Fluorescent Protein”), en el lugar correcto y comprobar si hay
inserciones en otros loci aparte del sitio AAVS1 (localizado en el brazo largo del
cromosoma 19: 19q13).

— 19p13.2
= =

19p13.12

| 19p12

19q12 .
= 10q13.13

— 19q13.31 .
~-19q13.33

= 19q13.42

- q

Cromatida del cromosoma 19 y Par de cromosomas 19

RCL es una linea celular reportera derivada de las células HCT-116 (carcinoma
colorrectal) que expresa la proteina EGFP truncada-

Estructura de la proteina EGFP

Otros objetivos del trabajo han sido:

% Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares adherentes HCT-116, RCL y
Fluorescentes (RCL post recombinacion homologa).

% Extraccién y posterior digestion y precipitacion del DNA de las lineas celulares
mencionadas anteriormente.

% Obtener una sonda especifica para la secuencia del gen EGFP mediante la
técnica PCR y marcarla con biotina-11-dUTP.

% Conseguir la hibridacion de la sonda a los DNA fijados en una membrana de
nylon.

% Poner a punto la deteccién del gen EGFP mediante la técnica de Southern
Blot.
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4) MATERIALES Y METODOS
4,1) MATERIALES Y METODOS PARA LA PRUEBA DOT BLOT

El Dot Blot es una técnica empleada en biologia molecular para detectar
biomoléculas (como el DNA). Se trata de una simplificacién del método de Southern
Blot (E. M. Southern, 1975), en la cual, el DNA no se separa por electroforesis en gel
de agarosa, sino que se deposita directamente sobre una membrana de nylon. Esto es
seguido por la deteccion con sondas, en nuestro caso marcadas con biotina
(quimioluminiscencia). Las sondas son complementarias a las secuencias de DNA que
buscamos. Solamente las muestras que presentan la region complementaria a la
secuencia de la sonda, daran senfal tras el revelado. La sefial sera mas intensa cuanto
mayor cantidad de DNA haya.

Ofrece importante ahorro de tiempo pero no proporciona informacion sobre el
tamano de la biomolécula objeto de estudio.

Realizaremos esta prueba para ver si el plasmido pEGFP-N3 es especifico y para
ver si las células RCL dan sefial. Utilizaremos para la prueba una sonda de 242 pb.

< _PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Tras la descongelacion y extraccion del DNA de las células RCL, se procedera a la
digestion de las mismas con las enzimas EcoRI y Bglll, en un volumen final de 400 pl
y a su posterior resuspension en 40 pl de TE 1x Buffer. También se necesitara el DNA
de las células RCL sin digerir.

A continuacion, se preparara el plasmido con secuencia EGFP que se va a usar en
la técnica Southern Blot (pEGFP-N3) y un plasmido cualquiera que no tenga
secuencia EGFP en su genoma (pCl Neo). De esta forma, dispondremos de un control
positivo (el plasmido con EGFP dara senal cuando se hibride la sonda, puesto que la
sonda disefada es especifica y se hibridara a una parte de la secuencia EGFP diana)
y un control negativo (el plasmido sin EGFP no dara sefial ya que no se hibridara la
sonda debido a que el plasmido no tiene secuencia EGFP diana).

Una vez que se dispone de DNA gendmico de las células RCL sin digerir y digerido,
y de los DNA plasmidicos, se procede a desnaturalizarlos, calentandolos a 100°C en
un bafio seco (Thermomixer confort), para que la hibridacion con la sonda tenga lugar
mas tarde. Después, en una membrana de nylon previamente humedecida en TE 1x
Buffer, cada muestra se coloca en un punto determinado. Se fija el DNA a la
membrana con el UV Stratalinker 1800 (realizar 2 crosslinks) y posteriormente, se
realizara la hibridacion y deteccién de acidos nucleicos, es decir, tendra lugar la
hibridacion de los DNA con la sonda (preparacion de la misma detallada en las pag 14-
16), empleando el kit comercial North2South®Chemiluminescent Hybridization and
Detection (n° de catalogo 17097) de Thermo Scientific, que se describira en el
siguiente apartado (pag 19-20).

DNA Plasmido

plasmidos control

Ejemplo de cdmo se depositarian en la
membrana de nylon los DNA digerido y sin .
digerir de las células de interés y los el
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4,2) MATERIALES Y METODOS DEL SOUTHERN BLOT

< OBTENCION DE LA SONDA

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Mediante la técnica PCR, ideada por K. Mullis (1984) para amplificar secuencias
especificas de DNA, obtenemos la sonda que queremos. Nosotros generamos dos
sondas: de 241 pb (“pequena”) y de 533 pb (“grande”). En un tubo de PCR mezclar:

- Agua RNasa free para alcanzar el volumen final deseado (50 pl).

- Tampdn de reaccién para que haya un ambiente idoneo en la digestion y para
que la enzima pueda trabajar. Utilizamos Buffer 0 HF 5x (10 pl).

Primers 10 yM (las madres estan a 100 uM) para delimitar la region de DNA a
amplificar.
Sonda de 241 pb: 2 pl de cada primer seran suficientes.

Sens EGFP 234: CAT GAA GCA GCA GCACGACTTCT

Ats EGFP 475: CTG CTT GTC GGC CAT GAT ATA G

Sonda de 533 pb: 2,5 yl de cada primer seran suficientes.
Sen EGFP 126: GCT GAC CCT GAAGTT CAT CTG
Ats EGFP 659: CCA TGT GAT CGC GCT TCT

- dNTPs 10 mM necesarios para generar las nuevas hebras de DNA (1 pl).

- Phusion Hot Start || (ThermoFisher Scientific) que es la polimerasa. 0,5 pl (para
la sonda grande) y 0,4 ul (para la sonda pequefia).

- DNA, la cantidad que necesitemos: 100 ng en 2 pl.

Tras preparar la mezcla, introducir el programa en el termociclador. La PCR se
realizé bajo las siguientes condiciones:

- 1ciclo 1 mina98°C (12 desnaturalizacién)
- 40 ciclos:
15 seg a 96°C (22 desnaturalizacién)
15 seg a 62°C (anillamiento, depende de los primers, consultar web)
15 seg a 72°C (extension, depende de la polimerasa que se emplee)
- 1 ciclo 5 min a 72°C (extension final) Termociclador
- 1ciclo »a4°C
En la PCR, por ser una técnica ciclica, la 22 desnaturalizacion, el anillamiento y la
extension se repiten 40 veces.

Electroforesis de la sonda

La electroforesis en geles de agarosa es una técnica que permite separar y
comprobar el aspecto y tamaio de los fragmentos de DNA procedentes de una
purificacién de un plasmido, de los fragmentos resultantes de una digestién con
enzimas de restriccion o de las amplificaciones obtenidas en una PCR. Segun el
tamano de los fragmentos de DNA, se emplean geles a distintas concentraciones en
tampén TAE 1x.

Preparar un gel de agarosa al 1% con TAE Buffer 1x. Calentar la mezcla hasta que
se disuelva la agarosa, sin llegar a que hierva y después se enfria. Afadir el colorante
Simply safe (2,6 yl) y agitar para que se mezcle homogéneamente en el gel.
Montar la cubeta horizontal de electroforesis, colocar el peine que formara
los pocillos y afadir el gel. Tras eliminar las posibles burbujas Q_//q,

Cubeta horizontal de
-14- electroforesis




que puedan haber quedado en la base de los pocillos, dejar que el gel solidifique y
después retirar el peine.

Cargar las muestras: marcador de pares de bases Gene Ruler de ThermoFisher
Scientific (15 pl) y productos de PCRs (50 ul de producto PCR + 10 ul del loading
buffer).

El gel se pondra a correr (150 V, 30 min). Observar el gel por UV, y ver los
fragmentos de DNA amplificados. Tendria que aparecer banda a 533 pb (en el caso
de la sonda grande) o a 241 pb (para la sonda pequefa).

Purificacion de bandas en gel de agarosa

Lo primero es cortar la banda del gel con una cuchilla, procurando extraer la
minima cantidad de agarosa que no tenga producto. Después, pasar el trozo de
agarosa a un eppendorf pesado y calcular el peso del fragmento de gel. A
continuacion, el tratamiento de la banda, dependera del kit empleado para llevar a
cabo este proceso de purificacion. Usamos diferentes kits siguiendo el protocolo
establecido por las casas comerciales:

- Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (n° de catalogo A9282) de
Promega.

- GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (n° de catadlogo K0832)
de ThermoFisher Scientific

- PureLink™ Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo kit
(n°® de catalogo K220001) de Invitrogen

Diferentes kits de purificacién empleados: Promega, ThermoFisher Scientific e Invitrogen

Todos estos kits se basan en el empleo de: Membrane Binding/Extraction/
Solubilization Buffer, para disolver el gel de agarosa y poder extraer de él el DNA
que queremos purificar, y Wash Buffer con el cual se realizan diferentes lavados del
DNA. Entre la extraccién y los lavados que tienen lugar, se realizan varias
centrifugaciones a maxima velocidad para conseguir que el DNA quede atrapado en la
membrana de una columna en ausencia del gel de agarosa, el cual, pasara a través
de esta membrana y quedara atrapado en el colector de la columna como
sobrenadante.
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Cuantificar con Nanodrop 2000 el fragmento extraido.

Marcaje de la sonda

Empleamos diferentes kits siguiendo el correspondiente protocolo.

Primero probamos con el kit North2South™ Biotin Random Prime Labeling de
Thermo Scientific (n°® de catalogo 17075). Se basa en una reaccién de marcaje de
=100 ng de DNA lineal de la sonda (previamente desnaturalizada) con: agua
nuclease-free del kit (Vina 24 ul), mix de heptanucleétidos (10 pl), mix dNTPS 5x
(10 pl), Reaction Buffer 10x (5 pl) y Klenow fragment (1 pl). Tras incubar la sonda
(60 min, 37°C), se para la reaccion con EDTA 500 mM pH 8.0 (2 pl, funcion de
quelacion), que inactiva la enzima. Después, se realiza una precipitacion con etanol
para eliminar los nucledtidos no incorporados y finalmente, se resuspende la sonda
marcada en agua nuclease-free del kit (25 pl).

Después decidimos utilizar el kit Biotin Decalabel DNA Labeling de Thermo
Scientific (n° de catalogo K0651), ya que el protocolo a seguir es mas rapido que el
anterior y utiliza los mismos componentes. La unica diferencia es que emplea
decanucledtidos en lugar del mix de heptanucleétidos. Se utiliza en este caso 100 ng -
1 ug de DNA de la sonda y se marca con un mix de decanucleétidos en 5x Reaction
Buffer (10 ul), agua nuclease-free (Vina 24 ul), mix de Biotin Labeling (5 pl) y
fragmento Klenow (1 pl). Al igual que con el kit anterior, la reaccion de marcaje se
para afiadiendo EDTA 500 mM pH 8.0 (1 ul) tras haber incubado la sonda (60 min,
37°C).

Kits empleados en el marcaje de la sonda

< _PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Descongelacion de las lineas celulares

Coger del congelador (-80°C) los viales con las células (HCT-116, RCL vy
Fluorescentes). Descongelarlas rapidamente en un bafio (37°C, 1 min). Preparar tubos
conicos de 15 ml con medio de cultivo para posteriormente anadir las células recién
descongeladas.

Centrifugar (1200 r.p.m., 5 min, 20°C) y retirar el sobrenadante. Resuspender las
células en medio de cultivo (asi conseguimos diluir el DMSO, crioprotector, en el que
estaban congeladas las células). Plaquear en un frasco de cultivo e incubar (5% CO,,
37°C).

Extraccion del DNA
Preparacion de las muestras

Centrifugar las células cultivadas (1200 r.p.m., 3 seg) y afiadir DNAzol Reagent
(800 ul) de Invitrogen (n° de catalogo 10503-027). Lisar las células pipeteando
varias veces.
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Aislamiento del DNA

= Precipitacion del DNA:

1) Utilizar 500 ul de etanol 100% por cada ml empleado de DNAzol Reagent. En
nuestro caso son 400 pl.

2)  Agitar manualmente el tubo eppendorf para que se mezcle bien el etanol con las
células lisadas. Incubar 3 min a T? ambiente. El DNA quedara precipitado.

3) Con mucho cuidado, trasladar la hebra de DNA a otro eppendorf nuevo y
depositarlo en la pared del mismo, de manera que el etanol que quede
impregnado en el DNA, vaya cayendo al fondo.

= Lavar DNA:

1) Anadir etanol 75% (1 ml). EI DNA tiene que quedar inmerso. Agitar
manualmente para que se lave el pellet y dejar reposar durante 60 seg. Retirar el
sobrenadante y volver a repetir el lavado una vez.

2) Dejar secar el DNA manteniendo el eppendorf abierto durante 30 seg tras haber
retirado el etanol.

= Resuspension del DNA:

Resuspender en una disoluciéon de NaOH 8 mM. Primero probar a resuspender el
DNA en 200 pl y sino, hacerlo en 300 pl.
= Ajuste de pH:

Se hace afiadiendo el tampon HEPES 1M pH=7,3. En nuestro caso, queremos
llegar a un pH final de 7,2 asi que por cada ml de 8 mM NaOH empleado para
resuspender el DNA, habra que utilizar 23 yl de HEPES.

Cuantificar con Nanodrop 2000 el DNA extraido.

Digestion del DNA: Corte con enzimas de restriccion

Una vez extraido el DNA de las células HCT-116, RCL y Fluorescentes, se
procedera a realizar la digestién de las mismas. En eppendorfs de 1,5 ml de capacidad
afadir:

- Agua RNasa free para enrasar hasta el volumen deseado. En nuestro caso, sera
un volumen final de 600 pl.

- Buffer para que haya un ambiente idoneo en la digestion y para que las enzimas
a utilizar sean activas y puedan actuar. Gracias a un programa de ordenador,
sabemos que el buffer adecuado en nuestra reaccion es el Buffer 0, del que
utilizaremos 60 pl.

- DNA a digerir, dependiendo de para qué queramos la reaccion se tomara una
cantidad u otra. Nosotros utilizaremos 40 ug de DNA.

- Enzima para que suceda la reaccion, se suele usar 1 unidad/ug de DNA y no
debe sobrepasar el 10% del Vgna de reaccion. Trabajamos con dos enzimas:
EcoRI y Bglll. Como queremos obtener un Vg,a= 600 pl, vy no se puede
sobrepasar el 10% del mismo en enzimas, utilizaremos 30 pl de cada enzima.

Mezclar el contenido del eppendorf pipeteando suavemente y con cuidado para no
dafar el DNA. Incubar O/N a 37°C la reaccién en un bafo seco (Thermomixer confort).

Cuantificar con Nanodrop 2000 el DNA obtenido.

Precipitacion del DNA

Se precipitara, ya que el volumen obtenido en la digestion, es demasiado
grande para introducirle en el gel del Southern Blot. El tratamiento a seguir
es el mismo para el DNA digerido de las HCT-116, RCL y Fluorescentes.

Thermomixer confort

-17-



Utilizaremos Etanol 100% (1 ml) para precipitar el DNA y NaCl 5M (20 ul) para
mejorar la precipitacion. Resuspender la mezcla e incubarla en un bafio de hielo
30 min. Después se centrifuga (1200 r.p.m., 15 min, 4°C) y se retira el sobrenadante.

Lavar con Etanol 70% (750 ul) y seguidamente, centrifugar (1200 r.p.m., 15 min,
4°C) vy retirar el sobrenadante. Dejar abiertos los eppendorf para que se termine de
evaporar el sobrenadante (30 seg) y resuspender el DNA en TE 1x Buffer (50 pl).

Cuantificar con Nanodrop 2000 el DNA precipitado.

< ELECTROFORESIS DEL DNA

Se sigue el mismo proceso de electroforesis que el del apartado “Obtencién de la
sonda” (pag 14).

Cargar las muestras: marcador de pares de bases Gene Ruler de ThermoFisher
Scientific (5 yg del marcador que corresponden a 10 ul + 2 yl de loading buffer); HCT-
116, RCL y Fluorescentes (50 ul del correspondiente DNA + 10 pl del loading buffer).

El gel se pondra a correr (30 V,6 h). Observar el gel por UV y ver las digestiones.

Nota: otra opcion que probamos fue la de tefiir el gel con el colorante tras la
electroforesis, antes de la transferencia.

< TRANSFERENCIA

Primero probamos a realizar la transferencia en condiciones alcalinas:

Preparacion del gel y la membrana de nylon

1) Lo primero es tefiir el gel obtenido en la electroforesis con bromuro de etidio
(15 pl en 150 ml de TAE 1x, aprox. 20-30 min) si no se afadié el mismo en el
gel. Mantenerlo en agitacién. Comprobamos que el gel se ha tefido mediante
exposicion a luz UV. Hacer una sefal para saber en qué lado del gel esta el
DNA.

2) Realizar dos lavados del gel de Southern Blot (15-20 min, T® ambiente,
agitacion) con el Buffer de transferencia alcalino, formado por: 0,4 M NaOH +
1 M NaCl,

3) Cortar una membrana de nylon con las mismas dimensiones del gel y hacer la
misma sefal. Humedecerla con H,O miliQ y luego lavarla con el Buffer de
transferencia alcalino (minimo 5 min, agitacion).

Preparacion de la transferencia

1) En una bandeja, colocar un soporte de dimensiones mayores del gel y la
membrana. Encima, poner dos tiras de papel de filtro Whatman que lleguen a la
base de la bandeja y mojar con el Buffer de transferencia alcalino.

2) Quitar las burbujas que puedan haber quedado en la superficie del soporte
haciendo rodar una pipeta. Preparar una ventana con parafilm y volver a quitar
las burbujas. Sobre la ventana, colocar el gel con el DNA hacia abajo
alineandolo. Mojarlo con el Buffer anterior y quitar de nuevo las burbujas. Hacer
lo mismo con la membrana de nylon.

3) Colocar dos papeles de filtro Whatman humedecidos en el Buffer, eliminar las
burbujas, y por ultimo, colocar una torre de papeles de filtro Whatman secos
(8 cm de altura). Sobre éstos, poner algo que haga peso.

4) Llenar la bandeja con el Buffer de transferencia alcalino. Comenzara la
transferencia, que durara aproximadamente 12 h.
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Fijacion del DNA a la membrana

Lavar la membrana de nylon con TrisHCI 0,5 M pH 7,2 + NaCl 1M (15 min, T2
ambiente, agitacion). Fijar la membrana haciendo crosslink (utilizando la opcién de
Auto Cross Link, 1200 ud x100) con el UV Stratalinker 1800 dos veces consecutivas.

Probamos a realizar la transferencia pero bajo condiciones neutras ya que bajo las
condiciones alcalinas, tras el revelado, la pelicula tenia mucho fondo:

Preparacion del gel y la membrana de nylon

1)  Teiir el gel obtenido en la electroforesis con bromuro de etidio (15 pl en 150 ml
de TAE 1x, aprox. 20-30 min) si no se afiadié el mismo en el gel. Mantenerlo en
agitacion. Comprobamos que el gel se ha tefildo mediante exposicién a luz UV.
Sefializar en qué lado del gel esta el DNA.

2) Desnaturalizar el gel con el Buffer de desnaturalizaciéon: 1,5 M NaCl + 0,5 N
NaOH (45 min, agitacion).

3) Enjuagar el gel con miliQ y neutralizar con el Buffer de neutralizacién: 1 M Tris
pH 7,4 + 1,5 M NaCl (30 min, agitacién). Repetir el lavado (15 min, agitacion).

4)  Preparar la membrana de nylon: humedecer en agua miliQ y lavarla en Buffer
10X SSC (al menos 5 min, agitacion).

Preparacion de la transferencia

Transferir el DNA del gel a la membrana por capilaridad.

1) En una bandeja, colocar un soporte y encima, poner dos tiras de papel de filtro
Whatman que lleguen a la base de la bandeja y mojar con el Buffer 10X SSC.

2) Quitar las burbujas que puedan haber quedado en la superficie del soporte
haciendo rodar una pipeta. Hacer una ventana con parafilm y volver a quitar las
burbujas. Sobre la ventana, alinear el gel con el DNA hacia abajo. Mojarlo con el
Buffer 10X SSC y quitar de nuevo las burbujas. Hacer lo mismo con la
membrana de nylon.

5) Colocar dos papeles de filtro Whatman humedecidos en el Buffer 2X SSC,
eliminar las burbujas, y por ultimo, colocar una torre de papeles de filtro
Whatman secos. Sobre éstos, poner algo que haga de peso.

6) Llenar la bandeja con el Buffer 10X SSC. Comenzara la transferencia, que
durara aproximadamente 12 h.

Fijacion del DNA a la membrana

Lavar la membrana de nylon con Buffer 6X SSC

(30 min, T ambiente, agitacion). Fijar la membrana haciendo O
crosslink (utilizando la opcion Auto Cross Link, 1200 ud x100) , e
con el UV Stratalinker 1800 dos veces consecutivas. ——

UV Stratalinker 1800
< HIBRIDACION Y DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Empleamos el kit North2South®Chemiluminescent Hybridization and Detection
(n° de catalogo 17097) de Thermo Scientific.

Prehibridacion e hibridacion

1)  Calentar el Hybridization Buffer (55°C).
2) Colocar la membrana con el DNA hacia arriba en un tubo cénico de 50 ml con
20 ml de Hybridization Buffer (55°C). El buffer debe cubrir completamente la
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membrana. Meter el tubo conico de 50 ml en las botellas de hibridacion. Asi se
produce la prehibridacién en el horno Biometra OV2 (55°C, rotacion, 30 min).

3) Mientras, desnaturalizar la sonda calentandola (10 min, 100°C) en un bafio seco
(Thermomixer confort), dar un pulso y enfriarla en hielo (5 min, 4°C).

4) Afadir aproximadamente 30 ng de sonda por ml de Hybridization Buffer (en
nuestro caso se corresponde con 600 ng de sonda). Para evitar que la sonda
quede fijada en una zona concreta de la membrana, lo que hacemos sera retirar
a un tubo nuevo parte del Hybridization Buffer que esta en el tubo con la
membrana, y afadir ahi la sonda o pasar parte del buffer al eppendorf donde
esta la sonda y de ahi, afadirla al tubo coénico tipo Falcon que contiene la
membrana.

5) Incubar O/N con rotacién (55 °C) en el horno Biometra OV2.

Lavados Stringency

1)  Atemperar y luego calentar Hybridization Stringency Wash Buffer 2x (55°C).
Diluirlo a 1x.
2) Lavar la membrana 3 veces con esta dilucion (20 min, 55°C, agitacién).

Deteccion de la sonda

1)  Retirar el buffer anterior y afiadir suficiente cantidad de Blocking Buffer para
que cubra la membrana (15 ml). Realizar lavado (15 min, agitacion). Mientras,
determinar la cantidad de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
necesaria para una dilucién 1:300 (en nuestro caso son 50 ul). Al igual que
antes, para evitar que la estreptavidina-HRP se fije en una zona concreta de la
membrana, retirar un poco del buffer en un tubo cénico tipo Falcon y afadir la
estreptavidina-HRP. Mezclar y anadir a la membrana (15 min, agitacion).

2) Diluir Wash Buffer 4x a 1x. Lavar la membrana 4 veces (5 min, agitacion). Pasar
la membrana a otro contenedor tras realizar el ultimo lavado con Wash Buffer.

3) Lavar la membrana con Substrate Equilibration Buffer (5 min, agitacion).
Anadir cantidad suficiente para que cubra la membrana.

Desarrollo del sustrato

1)  Preparar Substrate Working Solution mezclando volumenes
iguales de Luminol/Enhancer y Stable Peroxide Solution
(20 ml de cada reactivo).

Mientras ocurre la reaccion, se tapa (5 min, agitacion).

2) Escurrir el sustrato de la superficie de la membrana (pero que
permanezca humeda) y colocarla en un cassette de
autorradiografia. Quitar las burbujas que puedan haber quedado
entre la membrana y el plastico, pasando por encima una pipeta.

3) Ya en la sala de revelado, exponer la membrana a una pelicula :
de revelado. Probar con distintos tiempos de exposicion. Kit de hibridacion y deteccion

4.3) MATERIALES Y METODOS PARA LA DETERMINACION

DE LA SENSIBILIDAD DEL SOUTHERN BLOT

Para ver si el plasmido da sefal en el Southern Blot y si la sonda es especifica para
el plasmido, realizaremos la prueba, la cual permite ver la sensibilidad de la técnica
mediante el uso de plasmidos.
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< OBTENCION DE LA SONDA

Para obtener la sonda seguimos el protocolo correspondiente al apartado de
“‘Materiales y métodos del Southern Blot” (pag 14-16). En la PCR, cambiamos las
cantidades de algunos reactivos. Mantuvimos las cantidades de Buffer 0 HF 5x y
dNTPS y cambiamos las de: primers (2,5 ul), Phusion Hot Start 11 (0,5 pl), DNA (2 pl) y
agua RNasa free (32 pl). El volumen final sigui6é siendo de 50 pl.

En cuanto al marcaje de la sonda, tras su purificacion, empleamos el kit Biotin
Decal abel DNA Labeling de Thermo Scientific (n° de catalogo K0651) de Thermo
Scientific.

< _PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Digestion del DNA: Corte con enzimas de restriccion
En un eppendorf, realizar la digestion del plasmido pEGFP-N3. Utilizar:

- Agua RNasa free para enrasar hasta el volumen deseado. Sera un Vj,, de 75 pl.
- Buffer. Buffer 0 10x (7,5 pl).

- DNA a digerir. Nosotros utilizaremos 4 pg de DNA.

- Enzima: trabajamos con EcoRI y Notl. Utilizaremos 3 pl de cada enzima.

Mezclar el contenido del eppendorf. Incubar a 37°C durante 3 h en un bafio seco
(Thermomixer confort).

Preparacion de las diluciones del plasmido

Tras realizar la digestion, preparar las diluciones seriadas adecuadas para
conseguir diferentes cantidades de plasmido que se usaran posteriormente para
realizar la transferencia y comprobar la sensibilidad de la técnica Southern Blot.

< ELECTROFORESIS DEL DNA PLASMIDICO, TRANSFERENCIA

E HIBRIDACION Y DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

El proceso a seguir es el mismo que el del apartado “Materiales y métodos del
Southern Blot” (pag 18-20).

Respecto a la electroforesis, se cargan las muestras: marcador de pares de bases
Gene Ruler de ThermoFisher Scientific (20 ul) y diluciones del plasmido (30 ul de la
correspondiente dilucion + 5 ul de loading buffer). El gel se pondra a correr (30 V, 20
min). Tendria que observarse una banda a 769 pb para asegurarnos que la digestion
ocurrid correctamente.

Para la transferencia, se sigue el procedimiento de la transferencia bajo
condiciones neutras del apartado “Materiales y métodos del Southern Blot” (pag 19).

En cuanto a la hibridacion y deteccion de acidos nucleicos, se sigue usando el kit
North2South®Chemiluminescent Hybridization and Detection (n° de catalogo
17097) de Thermo Scientific. Es el mismo que empleamos en la hibridacion y
deteccion de acidos nucleicos en el apartado “Materiales y métodos del Southern Blot”
(pag 19-20).
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5). RESULTADOS Y DISCUSION
5.1)_ GENERACION DE LAS SONDAS

Lo primero que hicimos fue generar las sondas. Analizando la secuencia del gen
EGFP mediante el programa de ordenador SeqBuilder, encontramos que habia dos
posibles secuencias adecuadas para generar una sonda que hibridara correctamente
a la EGFP de las células RCL y Fluorescentes. Las sondas tenian un tamafio de
241 pb y de 533 pb. Mediante la técnica PCR obtuvimos ambas sondas:
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PCR de la sonda de 241 pb CR de la sonda de 533 pb

En ambos casos, conseguimos generar sonda, tal y como se puede apreciar en las
imagenes anteriores. Se observa que tras la electroforesis en gel de agarosa de los
productos obtenidos en la PCR, aparece producto amplificado a 241 pb y a 533 pb,
respectivamente. Posteriormente, se purificaron y cuantificaron las sondas.

5.2) PRUEBA DE ESPECIFICIDAD MEDIANTE DOT BLOT

Realizamos el Dot Blot puesto que es un ensayo cualitativo que permite detectar
biomoléculas. En nuestro caso, la biomolécula de interés es el DNA. Es una prueba
que supone una simplificacion enorme del método Southern Blot, el cual constituye la
técnica que desarrollamos a lo largo del presente Trabajo de Fin de Master.

La llevamos a cabo por ser una técnica del campo de la biologia molecular, que
resulta ser econdmica, de facil ejecucion, sensible y especifica, no requiere el empleo
de un equipo sofisticado para su realizacién y también, supone un importante ahorro
de tiempo. Permite averiguar si la sonda generada y que, posteriormente
emplearemos en el Southern Blot, es especifica o no, es decir, si la sonda reconoce
exclusivamente la secuencia de la proteina para la que se generd (en nuestro caso
EGFP) y al reconocerla, da senal quimioluminiscente y no reconoce un DNA sin
EGFP.

También posibilita comprobar si el plasmido que elegimos para realizar el Southern
Blot, s6lo da sefal de quimioluminiscencia debida, precisamente, a la secuencia EGFP
que debe reconocer la sonda.

Decidimos realizar la prueba empleando dos plasmidos: pCl Neo (sin EGFP) en la
parte superior del dot blot y pEGFP-N3 (con EGFP), en la parte inferior. Tras realizar
la prueba de Dot blot varias veces con ambas sondas, tras el revelado de la pelicula
obtuvimos el siguiente resultado:
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DNA del plasmido sin
EGFP (pCl Neo) (0,2 ug)

DNA del plasmido sin
EGFP (pCl Neo) (0,2 ug)

DNA plasmido con
EGFP (pEGFP-N3) (0,2 pg)

e
DNA plasmido con <:]

EGFP (pEGFP-N3) (0,2 ug)

Sondas:

Revelado del dot blot

Se observo que la sonda de 242 pb presentaba menos fondo tras el revelado y que
era mas especifica que la sonda de 533 pb, puesto que ésta ultima, daba sefal con
DNA del plasmido pCl Neo, el cual no tiene secuencia EGFP y por lo tanto, la sonda
no se puede hibridar ni dar sefal.

Decidimos hacer el Dot Blot empleando la linea celular de interés, que es la RCL
(Reporter Cell Line), utilizando sélo la sonda especifica (242 pb).

—

DNA gendmico de las <_'

RCL sin digerir (40 pg)

DNA del plasmido sin
EGFP (pCl Neo) (0,2 ug)

DNA gendmico de las <:]

RCL digerido (25 ug)

DNA plasmido con

) | EGEP (pEGFP-N3) (0.2 ug)

Resultado de la prueba dot blot de la sonda 242 pb

Otro miembro del laboratorio realizé el mismo Dot Blot con la sonda, obteniéndose
resultados similares.

Tras el revelado de la membrana, tal y como se observa en la imagen anterior, la
zona de la izquierda, en la que depositamos gotas del DNA de las células de la linea
reportera de interés (RCL) sin digerir (parte superior izquierda) y digeridas (parte
inferior izquierda), ambas dan sefal de quimioluminiscencia. Se observa que la
cantidad de sefial del DNA gendmico digerido es menor que la de sin digerir, ya que al
digerir el DNA gendmico y su posterior recuperacién mediante precipitacién, se pierde
mucha cantidad de DNA y la quimioluminiscencia depende, justamente, de la cantidad
de DNA que se deposite en la membrana.

El resultado obtenido es el esperado, ya que estas células poseen la secuencia EGFP
y al realizar el Dot Blot, la sonda reconoce esta secuencia, se une a ella, y emite
quimioluminiscencia. Aparece en la pelicula sefial.

En cuanto a la parte derecha de la membrana, la zona en la que depositamos el
DNA del plasmido sin secuencia EGFP, pCl Neo (parte superior derecha), no da sefal
tal y como debe ser. No hay sefal puesto que al no poseer el plasmido pCl Neo la
secuencia EGFP, la sonda no se hibridara y como consecuencia, no hay
quimioluminiscencia.

Respecto a la parte inferior derecha, donde se encuentra localizado el DNA del
plasmido pEGFP-N3 con la secuencia EGFP, aparece sefial en la pelicula, lo que
quiere decir que la sonda es especifica para la secuencia EGFP, ya que se hibridd
correctamente, tal y como podemos observar por el hecho de emitirse sefal.
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5.3) SOUTHERN BLOT DE LA LINEA REPORTERA

Vistos los resultados satisfactorios obtenidos con la prueba del Dot Blot, decidimos
llevar a cabo la técnica Southern Blot.

Tras extraer el DNA de las lineas celulares de las que vamos a realizar el estudio
(HCT-116, RCL y Fluorescentes), se realizé la digestion de las mismas con las
enzimas EcoRl y Bglll, que cortaban la secuencia EGFP de las células.
Posteriormente, se precipité el DNA digerido para eliminar las enzimas y reducir el
volumen de la muestra.

Después de la electroforesis en gel de agarosa del DNA digerido y precipitado, se
obtuvo:

M: Carril marcador de

pares de bases

H: HCT-116 Lineas celulares
R: RCL

F: Fluorescentes

_ 500 s

Electroforesis en gel de agarosa del DNA digerido

Los resultados a los que llegamos tras revelar la membrana fueron:

M H R F M H R F

M H R F M H R F

Algunos de los ensayos realizados de la técnica Southern Blot. Membranas reveladas a distintos tiempos de exposicion

M: Carril marcador de
pares de bases

H: HCT-116

R: RCL

F: Fluorescentes

No se observaba ninguna banda especifica. Las membranas aparecian muy sucias,
con demasiado fondo. En algunos de estos casos aparecian manchas inespecificas,
de las cuales desconocemos su procedencia.

En la primera imagen, podemos contemplar como aparecen distintas manchas
negras en el centro de la membrana. En la segunda, hay demasiado fondo en la parte
superior izquierda de la membrana e incluso un par de manchas negras en la parte
inferior. En ninguno de estos casos, sabemos cual es la razon de que aparezcan esas
manchas. En la tercera y cuarta imagen, se aprecia que hay también bastante fondo
pero se visualizan los carriles de las diferentes lineas celulares (HCT-116, RCL vy

-24-



Fluorescentes, respectivamente). Se percibe en los tres carriles una pequefa mancha
blanca a mitad de la membrana, solamente en la zona del DNA (en el resto de la
membrana donde no hay DNA, no) precisamente en la region de interés, puesto que
es donde deberian aparecer las bandas correspondientes a la hibridacion de la sonda
con la secuencia EGFP de las células.

No hay ningun indicio de que durante los diferentes ensayos realizados del
Southern Blot, la sonda se hubiera hibridado a la secuencia de la proteina EGFP de
las células RCL y Fluorescentes, puesto que no aparecian bandas a 2422 pb y a 4334
pb, respectivamente, tal y como se esperaba en el revelado, ni a ninguna otra
secuencia del genoma, puesto que no se observaba ninguna banda inespecifica. En el
caso de las células HCT-116, la sonda no se hibrida debido a que esta linea celular no
posee secuencia EGFP en su genoma.

EcoRy

Ecory
Mapas genémicos
dispuestos de forma
circular para
visualizar mejor todo
el DNA de las lineas

celulares

Fluorescentes \
-

Gendmico célula recombinante verde

RCL

Genomico célula reportera

-

g

10.436 kb

8531 bp

By

ien length = 4334

length = 2422

Mapa del DNA genémico de las células RCL y Fluorescentes respectivamente. Aparecen sefialados los cortes
que realizan las enzimas de restriccion empleadas en la digestion del DNA gendmico. En la imagen, aparece resaltado de
color azul el tamafio de la banda que apareceria en el revelado de la membrana si la sonda se hibridara correctamente a
la secuencia EGFP. Tal y como observamos, el tamafio de la banda para las células RCL es de 2422 pb y para las células
Fluorescentes es de 4334 pb.

Tras varios intentos fallidos de la prueba, viendo que no obteniamos resultados al
realizar la técnica “al pie de la letra”, tal y como venia indicado en los distintos
protocolos de realizacion de Southern Blot, decidimos hacer algunas modificaciones
sobre las condiciones experimentales. M HR F

Lo que hicimos fue cambiar las condiciones en las que realizabamos la
trasferencia del DNA desde el gel a la membrana. Pasamos de utilizar
condiciones alcalinas (NaOH + NaCl como buffer de transferencia) a neutras
(10x SSC Buffer), puesto que en las membranas de nylon cargadas
positivamente, que son las que empleamos, la transferencia ocurre mejor bajo
condiciones neutras. Entonces, decidimos alargar algun tiempo de lavado de
la membrana (probamos a alargar brevemente los tiempos de lavado con el
buffer Stringency Washes) y a modificar el tiempo de incubacion con Blocking
Buffer justo tras la transferencia, en la etapa de hibridacién y deteccion de
acidos nucleicos. Observamos que las membranas, al revelarlas, ya no
poseian tanto fondo, pero seguian sin aparecer bandas.

Probamos a realizar modificaciones con la sonda. Cambiamos el kit de =~ Membrana revelada
purificacién (probamos con tres kits de diferentes casas comerciales) y el kit
de marcacion de la sonda con biotina (empleamos dos kits, obteniendo mejores
resultados de marcacion con el segundo empleado, Biotin DecalLabel DNA Labeling,
perteneciente a Thermo Scientific n° de catdlogo K0651). Sin embargo, aunque en la
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membrana no aparecia tanto fondo, no se obtuvieron los resultados buscados;

seguian sin visualizarse las bandas.

M H R F

M: Carril marcador de
pares de bases

H: HCT-116

R: RCL

F: Fluorescentes

Membrana revelada

En este momento, nos planteamos que teniamos un problema de sensibilidad y
decidimos evaluarla mediante pruebas de Southern Blot con diferentes cantidades de

plasmido.

5.4) DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL SOUTHERN BLOT

Se realizd la prueba para ver si al plasmido pEGFP-N3, DNA del cual se habia
partido para generar las sondas, se hibridaba correctamente la sonda al realizar la
técnica de Southern Blot y daba sefal quimioluminiscente tras el revelado. Asi
podriamos ver también la sensibilidad de la técnica.

Realizamos la prueba con distintas cantidades de plasmido siguiendo el protocolo
del Southern Blot. La primera vez empleamos 1000 ng, 500 ng, 100 ng, 50 ng y 10 ng.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

ng
ng
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Electroforesis en gel de
agarosa del DNA digerido
de diferentes cantidades
del plasmido pEGFP-N3
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Revelado de diferentes cantidades del plasmido pEGFP-N3 a varios tiempos de exposicion (1 seg y 5 seg)

Tuvimos un percance durante la transferencia y la zona correspondiente al carril de

100 ng resulté dafada, ya que se rompid el gel.
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Se ve que la técnica Southern Blot es sensible a la hora de detectar el DNA
plasmidico. Decidimos entonces volver a realizar la prueba, empleando distintas
cantidades decrecientes de plasmido. En el ensayo anterior, en el que soélo
utilizabamos plasmido, para el rango comprendido entre 10-100 ng no se observa
sefal ni en la electroforesis ni tras el revelado de la membrana. Decidimos emplear
cantidades de plasmido comprendidas dentro de este intervalo. Utilizamos 100 ng, 50
ng, 10 ng, 1 ngy 0,1 ng de plasmido. Los resultados fueron:
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Digestion y revelado de diferentes cantidades del plasmido pEGFP-N3 a varios tiempos de exposicion (5 segy 15 seq)

Esta vez, si que aparece sefial para la cantidad de 10 ng de plasmido, pero para
cantidades inferiores no. Esto significa que la técnica Southern Blot presenta una
sensibilidad de 10 ng.

De esta forma conseguimos ver que la técnica Southern Blot, empleada para ver el
numero de copias de EGFP incorporadas en las lineas celulares, es suficientemente
sensible para detectar DNA plasmidico pero no lo es para detectar el DNA gendmico
de las HCT-116, RCL y Fluorescentes. Esta técnica es sensible para el DNA
plasmidico porque en él se incorporan muchisimas copias del gen de interés EGFP,
entonces, en el genoma del plasmido, habra mucha cantidad del gen EGFP y podra
detectarse mediante Southern Blot. En cambio, no es capaz de detectar el gendmico
puesto que, a pesar de haber empelado 40 ug del mismo (mucha mas cantidad que de
plasmido), la cantidad del gen de interés EGFP se encuentra en muchisima menor
proporcion en comparacion con la cantidad que hay en el DNA plasmidico. Sélo se
incorpora una copia, o en su defecto, unas pocas, pero nunca alcanza el gran namero
de copias que se incorporan en el plasmido.

La técnica de Southern blot que hemos utilizado en este trabajo, con las sondas
especificas ensayadas, permite detectar el gen EGFP a partir de por lo menos 10 ng
del vector pEGFP-N3. Esto significa que la cantidad minima de copias de EGFP que
puede detectar es de 2x10°. Para tener ese nimero de copias del gen EGFP en el
DNA gendmico que se carga en el gel, necesitariamos digerir y correr una cantidad
minima de DNA gendémico de 6,5 mg. Nuestra conclusion es que la técnica de
Southern blot no es lo suficientemente sensible para detectar el gen EGFP en el DNA
genémico de nuestras lineas celulares RCL y Fluorescentes. De forma aproximada,
con alguna variacion que depende del kit empleado, se considera que los métodos no
radiactivos de deteccion usados en Southern blot son capaces, en teoria, de detectar
una copia de un gen de tamafio medio (1 Kb) en 5 ug de DNA gendémico. Pensamos
que el fracaso de deteccion en nuestro caso pueda deberse a: que las sondas
utilizadas no funcionan adecuadamente y hubiéramos necesitado mas tiempo de
optimizzaci()n de la secuencia a utilizar, la longitud de la sonda y la cantidad de sonda
por cm®.
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6) CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

En este trabajo, el principal objetivo era caracterizar una linea celular reportera que
posteriormente se iba a utilizar en ensayos de RH. Podemos concluir que no hemos
conseguido alcanzar el 100% del objetivo principal planteado al inicio del trabajo.
Contemplamos que a lo mejor la sonda creada no era la adecuada. Sin embargo, los
resultados obtenidos son muy prometedores, nos animan a continuar investigando
sobre el tema. El trabajo realizado no es mas que el comienzo de lo que parece ser
una via prometedora para conseguir caracterizar una herramienta capaz de
monitorizar la RH. Concretamente, las conclusiones que se derivan de nuestro
trabajo son:

+ Obtuvimos dos sondas (de 533 pb y de 242 pb), que en principio eran especificas
para la secuencia del gen EGFP, mediante la técnica PCR y las marcamos con
biotina-11-dUTP.

+ Conseguimos cultivar y mantener las lineas celulares adherentes objeto de
estudio (HCT-116, RCL y Fluorescentes o RCL post recombinacion homologa).

+ Logramos extraer, digerir y precipitar sin ningun problema los DNA de las lineas
celulares mencionadas anteriormente.

+ Conseguimos la hibridacion de las dos sondas (533 pb y 242 pb) a los DNA fijados
en una membrana de nylon mediante Dot Blot.

Sin embargo...

+ No conseguimos la hibridacién de la sonda, ni la de 533 pb ni la de 242 pb, a los
DNA genodmicos fijados en una membrana de nylon mediante la técnica Southern
Blot.

+«» Por lo tanto, no pudimos poner a punto la deteccion del gen de EGFP mediante la
técnica de Southern Blot, pero si logramos realizar mejoras de las condiciones
experimentales (como por ejemplo menos fondo en la pelicula de revelado).

En cuanto a las perspectivas de futuro, visto que no logramos poner a punto la
técnica, nos planteamos probar a caracterizar las RCL mediante la técnica FISH o
hibridacion fluorescente in situ. Esta propuesta se esta llevando a cabo en la
actualidad, pero no nos dara tiempo a mostrar los resultados obtenidos.

La primera técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization) fue desarrollada por
Padue, Gall y John en 1969 pero fue propuesto por Olsen. Es una técnica citogenética
de marcaje de los cromosomas mediante la cual, éstos son hibridados con sondas que
emiten fluorescencia y permiten la visualizacion, distinciéon y estudio de los genes,
porciones de los mismos y cromosomas. Es especialmente util para mapear genes o
localizar anormalidades cromosdmicas. Permite localizar un fragmento de la secuencia
de DNA y pone de manifiesto la presencia o ausencia de secuencias génicas
especificas.

La técnica FISH puede realizarse a los cromosomas en metafase (visibles los
cromosomas) o en interfase (cromatina no condensada). FISH usa segmentos de una
unica hebra de DNA que son marcados con una sustancia fluorescente que se liga a
un cromosoma especifico, en nuestro caso, al cromosoma 19; estos segmentos de
DNA son las sondas, fragmentos de DNA complementario a la seccidon que queremos
evaluar. Existen muchos tipos de sondas FISH, segun su utilidad, tipo de deteccion
que hagan o area clinica sobre la que se apliquen. Al principio, se empleaban sondas
de caracter radiactivo, pero se reemplazaron por los fluoréforos (no radiactivos) por
mayor seguridad, eficacia, facilidad de deteccion, no acumulacion de residuos
radiactivos peligrosos, las sondas se pueden almacenar y presentan tiempos de
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exposicion mas cortos. Para localizar las secuencias de interés, la sonda debe hibridar
con la secuencia de DNA de la muestra. Por ello, el primer paso de la técnica consiste
en la desnaturalizacién del DNA para separar la doble hélice. Se realiza aumentando
la temperatura o variando el pH para romper los puentes de hidrégeno que mantienen
unida la doble hélice. Después, se le anade la sonda marcada fluorescentemente, de
manera que se hibrida a las regiones especificas para las que han sido disefiadas. Se
debe a la complementariedad de las bases. Después, se tifien los nucleos con un
color de contraste inespecifico (generalmente DAPI). Las sondas de DNA pueden
marcarse con moléculas fluorescentes (fluoréforos como biotina, método directo) o no
fluorescentes que se detectan con anticuerpos fluorescentes (método indirecto). La
sonda se hibrida al DNA complementario y, como estan marcadas, permiten localizar
las secuencias en las que se encuentran. Por ultimo, se visualiza la muestra
preparada bajo un microscopio de fluorescencia. La exactitud y confiabilidad de los
resultados obtenidos por FISH depende de lo especifica que sea la sonda. Asi, FISH
permitira la deteccion y localizacion de secuencias especificas de DNA sobre
cromosomas.

Comparando FISH y Southern Blot (ambos métodos de deteccion molecular para
divisar cambios en el numero de copias de genes):

» FISH es un cariotipo que sirve para ver las aberraciones cromosdmicas numéricas
y estructurales, se lleva a cabo sobre cromosomas en interfase o metafase, no se
necesita extraer de las células el DNA. Sélo se necesita un microscopio de
fluorescencia con filtros apropiados para ver los resultados. En el Southern Blot es
necesario extraer el DNA de las células, independientemente de la fase celular en
la que se encuentren, hay que emplear enzimas de restriccion adecuadas, llevar a
cabo la electroforesis en gel de agarosa, transferencia del DNA a una membrana,
hibridacion con sonda (preparar la sonda y marcarla). La hibridacién puede no ser
del todo especifica puesto que se puede hibridar RNA, proteinas...

» FISH se puede usar in situ y es una técnica rapida. El Southern Blot requiere de un
largo procedimiento in vitro y es una técnica lenta y tediosa.

» FISH es muy sensible (102-10°), proporciona alta especificidad y resolucion
(1 millén de pb), se requiere de poca cantidad de DNA, permite estudiar una region
mas amplia del genoma y se pueden usar varias sondas simultdneamente (hasta 5
fluorocromos). El Southern Blot, a pesar de su alta especificidad y reproducibilidad
y baja sensibilidad, precisa de una cantidad alta de DNA y permite estudiar una
pequefia region del genoma.

» FISH no permite estudiar las muestras varias veces, no puede ser automatizada y
es dificil la diferenciacion morfoldgica entre células normales y malignas. Analiza
deleciones grandes (100s-1000s kb) en los cromosomas. El Southern Blot permite
estudiar las muestras varias veces y se emplea en deleciones mas pequenas.

» FISH se utiliza para identificar una region de DNA o RNA en preparaciones de
cromosomas morfoldgicamente conservados, células fijadas o secciones de tejido.
Southern Blot s6lo identifica DNA, el RNA se identifica con una técnica similar, el
Northern Blot.

» Southern Blot es para estudiar una determinada region, detecta genes especificos
del DNA y el FISH estudia todos los cromosomas.

» En FISH es necesario conocer lo que buscamos.
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