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Buscant una diana per al tractament de I'aterosclerosi

Introduccio

La recerca biomédica engloba I'estudi dels processos fisics i quimics que tenen lloc
dins dels éssers vius, aixi com d’aquells processos que desencadenen les
malalties. Un dels principals objectius d’aquest camp de recerca és identificar
dianes terapeutiques, és a dir, parts del cos on es poden adregar nous tractaments
que estimulin respostes i que ajudin a combatre les malalties.

Aquest protocol s’lemmarca en una linia de recerca biomédica que esta centrada
en I'estudi d’'una possible diana terapéutica que podria ser reconeguda per un
farmac contra 'aterosclerosi.

Com es produeix I’aterosclerosi?

L’aterosclerosi és un trastorn vascular causat per 'acumulacio de greixos a les parets dels vasos
sanguinis, que pot donar lloc a manifestacions molt diverses i de gravetat variable segons quina sigui
la localitzacioé dels vasos afectats i el grau d'evolucié del trastorn. En la nostra societat, el consum
d’aliments amb un alt contingut de greixos saturats ha incrementat considerablement els riscs de patir
malalties cardiovasculars. Aquest excés de greix en el nostre organisme pot dipositar-se i acumular-
se en certs punts de les parets de les artéries en forma de plaques, anomenades plaques d’ateroma,

que obstrueixen el flux sanguini.

----- - Artéria normal
----- -> Aterosclerosi mitjana

----- - Aterosclerosi severa
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El colesterol i els macrofags

Una de les substancies lipidiques que conformen les plaques d’ateroma és el colesterol. Per evitar
que el colesterol es dipositi a les parets, el nostre organisme té un sistema de “neteja”, els
macrofags, que sén cél-lules que circulen per la sang i que tenen la capacitat de recollir les
molécules de colesterol nociu, conegudes com a LDL (Low-density-lipoprotein).

Els macrofags les reconeixen gracies a un
receptor que tenen a la membrana. Aquest
sistema de neteja és eficient si 'excés de
colesterol no és gaire gran.

Si les quantitats de colesterol son molt abundants, els
macrofags continuen recollint LDL, pero, un cop n’han
engolit grans quantitats, es transformen en unes
cél-lules anomenades “escumoses”. Aquestes
produeixen unes substancies que indueixen la
inflamacio i la proliferacio de cél-lules de la paret
arterial (endotelials), i que amb la formacié de la placa
d’ateroma acabaran bloquejant la circulacié sanguinia.

Actualment, nombrosos grups de recerca d’arreu del
mon, entre els quals hi ha el Grup de Recerca de
Receptors Nuclears de la Universitat de Barcelona,
tenen com a objectiu entendre millor com els
macrofags participen en la regulacio dels nivells de
colesterol i en el desenvolupament de I'aterosclerosi.
Més especificament, els cientifics estan estudiant el

paper d'una proteina que tenen els macrofags i e e

anomenada MYLIP. Es una proteina que té com a funcié principal degradar el receptor que els
macrofags tenen a la membrana i que els permet reconéixer les LDL. Els cientifics han vist que si es
produeix aquesta proteina en una quantitat massa abundant, la ingestié de colesterol per part dels
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macrofags disminueix. No obstant aixd, encara es desconeix amb exactitud el paper que juguen en el

context de I'aterosclerosi.

Atés que s’ha vist que la proteina MYLIP esta
relacionada amb la regulacié del colesterol nociu,
els cientifics estimen que en aquest procés de
regulacio hi podria haver una nova diana per al
tractament de I’aterosclerosi.

Com podem estudiar la proteina MYLIP involucrada en la regulacié del colesterol?

Per poder estudiar aquesta possible diana terapéutica, els investigadors necessiten produir-ne al
laboratori en grans quantitats. Per fer-ho, utilitzen una técnica d’enginyeria genética anomenada
transformacioé bacteriana, amb la qual transfereixen ADN d’'un organisme a un bacteri, perqué aquest
produeixi grans quantitats d’ADN que posteriorment introdueixen en altres tipus de cél-lules perqué
produeixin la diana terapeutica d’estudi.
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Per fer-ho parteixen d’una forma purificada del gen que produeix la proteina MYLIP, la uneixen a un
fragment d’ADN circular anomenat plasmidi, i la insereixen dins de bacteris perqué produeixin
répliques del material genétic.

En aquest protocol us convidem a fer de biotecnodlegs i a dur a terme una transformacié bacteriana!
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Organitzacio del taller:

1. Durem a terme una transformacié de bacteris perqué incorporin 'ADN responsable de produir la
proteina MYLIP, i perqué actuin com a bioreactors i ens fabriquin el material genétic en grans

quantitats.

2. Farem créixer el cultiu de bacteris en un medi adequat que ens permeti seleccionar aquells que

hagin incorporat el gen.

3. Purificarem el material genétic que conté el gen responsable de produir la proteina MYLIP
perqué pugui ser introduit en altres tipus de cel-lules que produiran la proteina (*).

(* ) Atés que el creixement de bacteris requereix un dia i mig de temps, la purificacié es dura a terme partint d’'un cultiu de

bacteris transformats que els monitors ja hauran preparat previament
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Equipament i materials necessaris per a cada grup/taula

2 tubets amb bacteris
en gel retolats amb els
nums. 1i2.

(A) Caixa porexpan +

VY

7

1 tub en gel amb
I’ADN circular
anomenat plasmidi
pCR2.1-MYLIP.

(B)
ki

1 tub amb medi de
creixement bacteria
“LB”

(C)

Micropipeta de 20 ul i
de 200 pl

P

”

Puntes per a les
micropipetes de 20 i
200 pl

Puntes per a les
micropipetes de 20 i
200 pl

2 Plaques de petri amb
agar i antibiotic
(D) Ampicil‘lina

= S

Nanses de plastic

Bany liquid amb aigua
destil-lada

v

Flotador per a tubets
Crondmetre

Recipient de residus
solids

S

E

Recipients de residus
liquids

Cinta adhesiva
Retolador indeleble

N )
B
o

1 tub amb 1 ml de
cultiu bacteria (E)

@

€

1 tub amb “Solucié 1”
de miniprep (F)

@

i

1 tub amb “Solucioé 2”

de miniprep (G)
@

1 tub amb “Solucié 3”

de miniprep (H)

1 tub amb “Cloropan”

(1)
@)

¢

1 tub amb “Etanol”

1 tub amb aigua
ultrapura (milliQ).

2
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CONTINGUTS DELS TUBS
Bacteris que permeten I'entrada d’ADN (anomenats competents XL1-blue)

ADN circular anomenat plasmidi (pCR2.1)
Medi de cultiu LB (Luria-Bertani): Extracte de llevat 5 g/l, triptona 10 g/l, NaCl 5 g/I. Esterilitzeu en

autoclau. Emmagatzemeu en fred.
Plaques LB/ampicil-lina: Medi de cultiu LB, Agar 1,6%, ampicil-lina 100 ug/ml.

Bacteris cultivats en medi 2XYT, O.N. (16 h)
Solucié 1: 50 mM glucosa / 25 mM TrisHCI pH 8.0 / 10 mM EDTA / Diluir en H,O destil-lada.

Solucié 2: 20 pl de detergent SDS (dodecilsulfat sodic) 10% / 4 pyl NaOH 10N /176 pl d’'H,O mQ/

per cada mostra. Prepareu per duplicat el dia de la practica.
Solucié miniprep 3: 73,60 g d’acetat de potassi / 28,75 ml d’acid acétic / Diluir en H,O mQ fins a

un volum final de 250 ml.
Cloropan: 25 ml de fenol equilibrat / 24 ml de cloroform / 1 ml d’alcohol isoamilic. Centrifugueu

10 min a 3.000 rpm.
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Procediments

1- TRANSFORMACIO BACTERIANA

Una transformacio bacteriana és un procés biotecnoldgic mitjangant el qual els cientifics introdueixen
el material genétic responsable de produir una proteina que estan investigant dins d’'una ceél-lula
bacteriana. Aquesta actuara com a bioreactor i produira copies d’aquest material genétic, que es
podra introduir posteriorment a un altre tipus de cel-lula perqué produeixi la proteina d’interes. ()

En aquest taller partim del gen purificat de la nostra proteina “MYLIP”, que ha estat introduit en un
plasmidi o fragment d’ADN circular.

A partir d’aquest material genétic realitzarem una transformacioé bacteriana, és a dir, introduirem el
gen responsable de produir la nostra proteina dins del bacteri mitjangant un xoc térmic, sotmetent la
mostra a diferents temperatures.

(*) En casos en que la proteina d’interés no sigui gaire complexa, els mateixos bacteris transformats poden actuar ja com a

bioreactors per produir la proteina.
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Protocol per a la transformacio bacteriana

1. Tenim dos tubs amb els bacteris en gel. Cada tub conté una solucié tampé que facilitara la
transformacio gracies als cations Ca’+ de la sal CaCl, que conté el tampo.

Qué passa? Els cations Ca®, en fred, preparen les membranes
cel-lulars perqué siguin permeables a ’ADN. Els ions ca®
s’uneixen als fosfolipids de la membrana cel-lular, protegint-ne
les carregues negatives i formant petits porus a la membrana
del bacteri.

M
i

+

2. Afegiu I’ADN en forma de plasmidi als bacteris: utilitzant la micropipeta de 20 pul pipetegeu
10 pl de plasmidi (tub P) i afegiu-los al tub 2 on hi tenieu els bacteris. Tapeu el tub i barregeu
suaument donant-li copets amb el dit. El tub 1 sera el control on hi haura els bacteris sense el
plasmidi.
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Qué passa? Els ions Ca®* també interactuen amb els grups fosfats amb carrega
negativa de 'ADN i aixd permet que es pugui apropar a la membrana dels
* = bacteris, sense repulsions degudes a les carregues eléctriques.

3. Deixeu reposar els tubs 1 i 2 en gel durant 15 minuts

i / oo Y%

*Mentrestant, aprofita aquest temps per anar duent a terme el primer pas del protocol de “Creixement dels bacteris

transformats” (pag.12).

4. Passats els 15 minuts, poseu els tubs 11 2 en el bany liquid a 42°C durant exactament 1
minut 30 segons.

‘I‘Tﬂ'ﬂ —— Queé passa? L’ADN circular o plasmidi penetra a través de
U
%;T ° porus d’alguns dels bacteris. Com? A 42°C augmenta

Q
%%%’mm I'elasticitat de la membrana dels bacteris i aixo facilita
'entrada del plasmidi a través dels porus.

ﬂuy/ﬂﬁ’// ,. & %&\\\““‘“‘
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5. Torneu a posar els tubs 1 i 2 en gel durant 2 minuts.

Qué passa? En baixar la temperatura s’estabilitzen
les membranes i el plasmidi que ja havia travessat els
porus restara dins els bacteris.

IC
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2- CREIXEMENT DELS BACTERIS TRANSFORMATS

Un cop els bacteris han incorporat el plasmidi, cal fer-los créixer en un medi adequat i a una
temperatura adequada. Atés que la transformacié bacteriana normalment produeix una mescla de
poques transformacions i abundants cél-lules no transformades, ens cal un métode per identificar les
cél-lules que han incorporat el plasmidi.

Assegurarem que nomeés fem créixer els bacteris transformats, fent-los créixer en plaques de cultiu
que contindran un antibidtic. Gracies al fet que el plasmidi conté un gen que fa que els bacteris siguin
resistents a aquest farmac, només els bacteris transformats creixeran en forma de colonies. A partir
d’aquestes coldnies, podrem posteriorment continuar el creixement Unicament dels bacteris que
produeixin el gen d’interés.

Gen
MYLIP -
/
~
Gen
resisténcia
ampicil-lina
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Protocol per al creixement dels bacteris transformats

1. Retoleu les plaques on fareu créixer els bacteris. Una sera la placa control amb bacteris sense

plasmidi, i I'altra sera on fareu créixer els bacteris amb plasmidi.

2. Utilitzant la micropipeta de 200 pl afegiu 500 pl de medi de creixement bacteria “LB”, que conté
nutrients, als tubs 1 i 2. Tapeu els tubs i barregeu-los suaument donant-los copets amb el dit.

&

Qué passa? Aquest periode déna temps perqué els bacteris es

503000 multipliquin, de manera que en duplicar el seu ADN també
@:@ga@:mm generen una copia de 'ADN plasmidic que conté el gen
d’interés.

*Mentre espereu que creixin els bacteris, podeu anar fent la tercera etapa d’aquest taller que consisteix en aillar el material

genetic dels bacteris (pag.16).
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4. Utilitzant la micropipeta de 200 pl (amb una punta nova cada vegada), afegiu els bacteris (100-
200 pl) dels tubs 1 2 a les plaques d’agar que contenen també I'antibiotic ampicil-lina.

5. Escampeu els bacteris per la superficie de cada placa d’agar utilitzant una nansa de plastic
esteéril per cadascuna. Aneu girant la placa mentre moveu la nansa endavant i endarrere.
Tanqueu les plaques amb una mica de cinta adhesiva i escriviu a sota les vostres inicials, la

data i el tipus de bacteri.
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6. Incubeu les plaques invertides a 37°C i 'endema observeu el resultat obtingut. Si no disposeu
d’'incubadora, simplement, deixeu créixer els bacteris un parell de dies a temperatura ambient.
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3- AILLEM EL MATERIAL GENETIC RESULTANT

A partir dels bacteris transformats que han crescut formant colonies, els cientifics n’agafen una
mostra i la posen a créixer en un altre medi de cultiu amb nutrients per a obtenir-ne grans quantitats.
Posteriorment, cal aillar el material genétic que ens han produit els bacteris, és a dir, cal separar-lo de
la resta de components bacterians, com ara ARN, ADN del bacteri o proteines. Per aillar el plasmidi
els cientifics segueixen un protocol conegut com a miniprep. Aquesta tecnica permet separar ’ADN
en forma de plasmidi mitjangant diferents dissolvents i centrifugacions, que van descartant els
diferents components cel-lulars.

L’ADN purificat sera de gran utilitat per als cientifics per dur a terme experiments posteriors per
estudiar-ne la funcié en la regulacié del colesterol i en I'aterosclerosi i per cercar nous farmacs.

Com que el procés de creixement de grans quantitats de bacteris requereix més d’un dia i mig de
temps, per al taller, utilitzareu un cultiu que ha estat preparat préviament pels monitors.

SOLUCIO 3 ETANOL

G
resisténcia

> jamoicil lina
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Protocol per purificar ’ADN plasmidic del cultiu bacteria (Miniprep)

1. Centrifugueu el tub de cultiu bacteria a maxima velocitat durant 30 segons. A continuacio

elimineu el liquid sobrenedant.

) -8 -
—-— 8 \w g
-
L

Qué passa? Se separen les cél-lules del medi de
cultiu en qué han crescut, que normalment conté
restes de cél-lules i altres molécules que volem
descartar.

2. A continuacio elimineu el liquid sobrenedant i poseu el precipitat en suspensié de nou amb

100 pl de la solucié 1 fent Us de la micropipeta de 200 pl i barregeu amb la mateixa pipeta.

Qué passa? Es resuspenen els bacteris de nou per continuar la purificacio, perd a més

concentracid, ja que els tindrem en un volum menor. La solucié 1 és una solucié tampé que

previndra la desnaturalitzacié de 'ADN circular en forma de plasmidi, que té lloc si el pH puja

per sobre 12,6.

3. Afegiu 200 pl de la solucié 2 i barregeu suaument per inversié.

SOLUCIO 2

—

Queé passa? La solucié 2, que conté un
detergent, destrueix les membranes de
fosfolipids dels bacteris, alliberant tot el
contingut de dins de les cél-lules al medi,
mitjangant un procés anomenat lisi bacteriana.
Aquesta solucié també conté una base forta
(hidroxid de sodi, NaOH) que desnaturalitza les
proteines involucrades en mantenir I'estructura
de la membrana cel-lular i TADN propi del
bacteri. En canvi ’ADN plasmidic no es veu
afectat gracies al fet que el pH és inferior a
12,6.
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4. Afegiu 150 pl de la solucié 3 i barregeu per inversio.

Queé passa? La solucio 3 és una solucio acida
d’acetat de sodi, que permet neutralitzar el pH de la
solucio i aturar el procés de lisi. En aquest pas la
majoria del contingut cel-lular, com ara les proteines i
els fosfolipids de les membranes i 'ADN propi del
bacteri, precipiten formant una mucosa blanca.
L’ADN propi del bacteri, ja desnaturalitzat, forma un

complex insoluble que precipita, gracies al fet que els ions K" s’uneixen als grups fosfat de 'ADN i en

neutralitzen aixi la carrega negativa.

5. Afegiu 350 pl de cloropan, barregeu bé per inversio i centrifugueu durant 3 minuts a maxima

velocitat per separar el plasmidi que conté el gen de la MYLIP.

ol
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CLOROPAN

—

Be
R
_

©
O

Queé passa? En aquest pas se separa I’ADN plasmidic
dels continguts cel-lulars restants, com ara proteines,
lipids i altres acids nucleics. El cloropan és una mescla
de solvents organics que conté fenol i cloroform.
Aquests solvents dissolen les molécules hidrofobiques
com ara els lipids de la membrana i desnaturalitzen les
proteines fent-les insolubles en aigua. Amb la
centrifugacié separem la mescla en dues fases: els

fosfolipids i les proteines cel-lulars es queden en solucio a la fase inferior de cloropan o atrapades a la

interfase entre les dues fases en forma de precipitat blanc. L’ADN plasmidic quedara a la fase aquosa

superior, ja que les seves carregues eléctriques no estan neutralitzades i, per tant, és soluble en

aigua.

6. Passeu la fase aquosa superior transparent a un nou tub amb la pipeta de 200 pl.
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7. Afegiu 900 ul d’Etanol 100% amb la pipeta de 200 yul i barregeu bé. L’etanol fa que precipiti
I’ADN plasmidic de la solucié aquosa .

— I

ETANOL

—

()
O

8. Centrifugueu 5 minuts a maxima velocitat. Observareu el precipitat que és 'ADN en forma de
plasmidi.

9. Traieu TOT I'etanol amb la pipeta de 200 pl.

10. Torneu a resuspendre el precipitat d’ADN plasmidic en 20 pl d’'H,O purificada.
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Resultats i discussio

1. Feu un esquema del procés de transformacié bacteriana i expliqueu per a qué serveix en la linia
de recerca de cerca de nous farmacs contra I'aterosclerosi

2. Expliqueu, amb I'ajut d’'un esquema, qué és un xoc térmic

3. Per afer créixer els bacteris heu utilitzat una placa de cultiu que tenia un antibiotic. Per qué?

4. Que és una colonia de bacteris?

5. En quina de les dues plaques que heu sembrat, la de control o la dels bacteris transformats,
obtindreu colonies? Per qué?
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6. A partir de les colonies que s’han format, com s’obtenen multiples copies del gen d’interes?

7. Com es fan precipitar 'ADN bacteria i 'ADN d’interés? Complementeu I'explicacié amb un
esquema.

8. Amb la técnica de separacié anomenada miniprep, heu aconseguit aillar multiples copies de
'ADN d’interés. Que fan els cientifics un cop obtenen aquest ADN?

Investigadors que han contribuit amb continguts: Theresa Leo6n, Jonathan Matalonga, Universitat
de Barcelona
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