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ANEXO |
OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LAS LINEAS CELULARES.
EFECTOS DE LA SOBREEXPRESION DE ANEXINA EN LA
PROLIFERACION, ADHESION Y CICLO CELULAR

El presente bloque pretende dejar constancia de algunas observaciones y

aproximaciones que completan el contexto del trabajo desarrollado.

Obtencion de la linea celular CHO transfectada establemente con anexina
A6

Material inicial:
Linea celular CHO que sobreexpresa anexina A6 de forma estable (Pons et al.
(2001)).

Meétodo:

El cDNA de la anexina A6 (forma larga) (Grewal T et al., 2000), de higado de
rata se clond en un vector pPGEMT (Promega®), a partir del cual se amplificé un
fragmento 2.0-2.2 Kpb, correspondiente al gen de la anexina AG6.
Posteriormente el fragmento se subcloné en un plasmido pcDNA 3.1 (+)
(Invitrogen®), y se transfectaron células CHO salvajes con el vector. Las células
se seleccionan en medio de cultivo en presencia de antibiotico G418 (1 mg/ml),
obteniéndose lineas de sobreexpresion estable después de varios pases (5-6).
La linea estable original CHO-Anx A6 (Pons M et al., 2001) se utiliz6 para
generar nuevas poblaciones a partir de células aisladas, con el fin de
incrementar la homogeneidad en los niveles de expresién y suprimir el

requerimiento de antibiético de seleccion.

De entre todas las lineas clonales (7 “positivas” y 1 “negativa”; ver Figura 1); se
decide utilizar el clon 2nd#7 como representativo de la sobreexpresion de
anexina A6, por su acorde patron, nivel de expresion y homogeneidad en el

microscopio, siendo utilizado en todos los estudios presentados en este trabajo.
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Como control negativo, se utilizaran células CHO salvajes y, en algunos

estudios, también el clon negativo 2nd#6.

H 1st#2 2nd#3 2nd#5 2nd#7 2nd#5
1st#2 1st#l 2nd#2 2nd#d 2nd#6 2nd#2

68 kDa— e ine — A — - e .

Figura 1. Western Blot a partir de electroforesis (SDS-PAGE) de 10
ug de lisado celular de cada una de las lineas de sobreexpresion de
anexina AG6. 1st#1, 1st#2, 2nd#2, 2nd#3, 2nd#4, 2nd#5, 2nd#6 y 2nd#7
son los clones obtenidos a partir de la poblacion inicial CHO-AnxA6
(indicada como H). Se utiliz6 anti-GST-Anexina A6 como anticuerpo

primario (ver apartado de anticuerpos en Material y Métodos).

Cuantificacion de los niveles de sobreexpresion de anexina A6 en células

CHO transfectadas establemente

Material inicial:

La cantidad de anexina A6 sobreexpresada se determind en las lineas CHO-
2nd#4, CHO-2nd#7, CHO salvajes y A431 (que carece totalmente de anexina
A6 endogena). Los niveles enddégenos de expresion de anexina A6 en linfocitos

Jurkat se consideran referente fisiologico (Theobald J et al., 1994).

Meétodo:

Se basa en un western blot semi-cuantitativo, siguiendo un protocolo publicado
anteriormente (Theobald J et al., 1994).

1) Suspensiones con 2x10%, 5x10*, y 1x10° células de cada una de las lineas
(CHO salvaje; 2nd#4-Anx A6; 2nd#7-Anx A6, CHO-ANnxA6) se alicuotan vy
centrifugan 5 min a 1300 g para sedimentar las células. Los pellets se lisan

afiadiendo directamente el tampon de muestra (conteniendo SDS).
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2) Se realiza un estandar con alicuotas con 0, 15, 37.5, 75, 112.5, y 150 ng de
proteina GST-Anexina A6, obtenida en bacterias E.coli BL21 Lys E (ver
protocolo Obtencion de proteinas recombinantes), a las cuadles se afade
directamente el tampon de muestra.

3) Como control negativo, se prepara una muestra con 15 ug de un lisado de
células A431.

4) Las muestras se someten a electroforesis SDS-PAGE y Western Blot con
anti-GST-Anexina A6 (ver listado de anticuerpos). El revelado se realiza en un
detector de bioluminiscencia (Fluor-S, BioRad®), obteniéndose imagenes en la
franja de linearidad que precede a la saturacion de la reaccién.

5) Las bandas (de GST-Anx A6 o Anx 6) son analizadas con el programa
Quantity One (BioRad®), obteniéndose la densidad optica total para cada una
de ellas. La cantidad de proteina se extrapola a partir de la recta patron de
GST-Anexina A6, siendo finalmente dividida por el numero de células de cada
muestra. Se indica la media aritmética de los triplicados (pg/célula) obtenidos
(provenientes de los carriles con 2x10* 5x10% o 1x10° células), para cada

linea celular .

Resultado:
y=(3.988 x 10 °) x-3.226 r’=0.9585

linea celular pg anexina A6/célula (n=3)
CHO 0
A431 0
CHO-ANnx A6 1.2
2nd#4 1.6
2nd#7 0.9
Jurkat* 3.5+05
"Theobald et al., 1994
GST-Anx 6 {ng prot)
0 150  CHO-Anxs CHOwt

2410 4 5+104 1+10 * 2104 5104 110 *




Figura 2. Niveles de anexina A6 (a) obtenidos a partir del analisis del
western semicuantitativo (b). Lisados de 2x10°, 5x10* y 1x10° células se
cargan en carriles y someten a electroforesis y western blot con anti-
anexina A6 (oveja). La imagen digital de la luminiscencia se capta con
Fluor-S® y cuantifica con el software Quantity One®. La cantidad de
proteina de cada banda se extrapola a partir de la recta patron realizada
con GST-AnxA6 (0-150 ng), y el valor obtenido se divide por el numero de
células cargadas por carril. La media aritmética (pg/célula) obtenida para

las tres concentraciones de células se representa en la tabla.

Los resultados indican que las diferentes lineas de células CHO que
sobreexpresan anexina A6 lo hacen a niveles similares y que éstos a su vez se
asemejan a los fisioldgicos (células Jurkat). En estas condiciones, no se
detecta la escasa anexina A6 presente en células CHO salvajes. Se considera
que no existen diferencias significativas con respecto al reconocimiento, por

parte del anticuerpo, de la anexina A6 y de la recombinante GST-anexina A6.

Obtenciéon de la linea celular CHO transfectada establemente con GFP-

anexina A6

Material inicial:

Para la obtencién del plasmido se partié de la forma larga de la anexina A6 de
rata clonada en el vector pGEMT (ver inicio del presente anexo), que fué
posteriormente amplificada por PCR, digerida con el enzima de restriccion Ncol
y subclonada en el vector pPEGFP-N1 de expresién procariota (Clontech®). Asi,
la secuencia de anexina A6 precede a la de la EGFP. La secuencia
recombinante anexina A6-EGFP se aislé6 mediante una doble digestién del
vector con Hindlll y Notl, y la banda, de aproximadamente 2.8 Kpb, se

incorpord a un vector pcDNA3.1(+).

Meétodo:
La linea celular CHO salvaje, con bajos niveles de expresion de anexina A6

endégena se transfecta con el plasmido pcDNA3.1(+)-Anx6-EGFP. Se cultivan
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las células en medio con antibiético G418 durante 24-48 horas favoreciendo la
seleccién de las células transfectadas. De forma previa al analisis FACS
(sorteador celular activado por fluorescencia), el cultivo se tripsiniza vy
resuspende en medio a una concentracion de 1x10° células/ml. De esta
suspension, 2.5 ml se sortean seleccionando la subpoblacion (20%) de mayor
fluorescencia, a partir de la cual se siembran en placas de 24 pocillos células
aisladas o bien grupos de 1000 células y se amplifica el cultivo durante 5 dias
en presencia del antibibtico selectivo.

Las poblaciones obtenidas mono- (derivadas de una célula) asi como
policlonales (derivadas de 1000 células) son testadas en un microscopio de

epifluorescencia invertido.

Resultado:
De todas las poblaciones obtenidas (monoclonales -c1m y c2m- y policlonales -
c1.1000, ¢c2.1000, ¢3.1000, c4.1000, ¢c5.1000, ¢c6.1000, c3dm-) se preparan

stocks congelados y se selecciona la linea estable ¢1.1000 (=c1p) como

poblacion de estudio para el analisis por microscopia. Todos los clones
mantienen de forma estable niveles de expresion adecuados en ausencia de
antibidtico de seleccién. Asimismo, permiten la observacion del patron in-vivo

de la anexina A6 sin la necesidad de realizar transfecciones o

immunocitoquimica.
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Figura 3. Patron de expresion de la anexina A6 (a) y anexina A6-EGFP
(b). Células CHO-2nd#7 se fijan en PFA 4% y someten a
immunofluorescencia con anti-GSTAnxA6 (1:100) como anticuerpo primario
(a). En (b) se muestran células CHO-c1p (clon de sobreexpresion estable de
anexina A6-EGFP) fijadas en PFA 4%. Las imagenes de fluorescencia se

captan en un microscopio confocal espectral Leica® TCS NT.

Ensayos de proliferacion

Material inicial:

Para realizar este ensayo se utilizd poblacion control de células CHO salvajes,
que fue comparada con dos poblaciones de clones “positivos” obtenidos, 2nd#4
y 2nd#7. Se pretende determinar empiricamente la observacién reiterada de un

crecimiento menor de los cultivos celulares que sobreexpresan anexina A6.

Meétodo:

En placas de 35mm de diametro (o placas de 6 pocillos), se siembran 3 x 10°
células de las lineas CHO salvajes, 2nd#4 (CHO-Anx A6) y 2nd#7 (CHO-
AnxAB). Para cada linea se siembran 15 placas, correspondientes a cinco
tiempos, cada punto por triplicado. Se mantienen en el incubador, en medio de
cultivo HAM's F-12 con un 10 % de suero fetal de ternera (FCS), durante los
tiempos indicados (18h, 24h, 42h, 66h, 72h). No se realiza ningun cambio de
medio en todo el proceso, al haberse afadido en exceso inicialmente (2.2
ml/placa).

A los tiempos establecidos, se tripsinizan 9 placas (triplicados por cada una de
las lineas) y se cuentan las células en la camara de Neubauer. Previamente a
la tripsinizacién se realiza un lavado con PBS abundante para descartar las

células no adheridas.

Resultado:
Se observa que el crecimiento es mas lento en presencia de niveles suficientes
de anexina A6, en las dos lineas de sobreexpresion, comparado con el de la

linea salvaje. La ausencia de G418 en el medio de cultivo, que no se requiere
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al tratarse de clones homogéneos, permite descartar el efecto anteriormente
observado fuese debido a la interferencia del antibidtico de seleccion en la

curva de crecimiento de las células que sobreexpresan la anexina.

En un ensayo de proliferaciéon preliminar se observé similar efecto,
incrementandose aun mas la diferencia en estadios iniciales, pero
corrigiéndose en los ultimos puntos del ensayo (con elevada confluencia). Este
comportamiento dual lo atribuimos a un artefacto experimental en estos ultimos
puntos, debido a la saturacién del crecimiento (inhibicién por contacto,
agotamiento de factores de crecimiento, acidificacion...) que alcanzan antes,
por proliferar mas rapido, las células CHO salvajes. Es por ello que, en el
estudio definitivo, decidimos trabajar en condiciones de menor confluencia y

exceso de nutrientes.

PROLIFERACION CELULAR
35,00
30,00 -
] @mCHO
=_§_ 25,00 1 W 2nd#7
§~ 20,00 - O2nd#4
2 *
> 15,00 |
[72] *
K]
: *
@ 10,00 -
C
5,00 - 4
0,00 - ||
18 24 42 66 72
horas post-siembra
(30000 células)

Grafica 1. La sobreexpresion de anexina inhibe la proliferacion en
células CHO. Representacion de la media y la desviacion estandar
(n=3) de los contajes obtenidos en cada punto del estudio (t Test:
P<0.005 (**);P<0.05 (*)).
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Adhesion

Material inicial:

La capacidad de adhesion se analizé por microscopia electrénica de barrido en
células que sobreexpresan anexina A6 (2nd#7) en comparacién con células
CHO que carecen de sobreexpresion de la anexina (CHO salvajes, y el clon

negativo 2nd#6).

Meétodo:

1) 2x10* células/cm? se siembran en cubreobjetos de vidrio y se incuban
durante 6 horas en presencia de medio de cultivo HAM's F-12 con un 10% de
FCS.

3) Las células se fijan en 2 % paraformaldehido, 2.5 % glutaraldehido en
cacodilato sddico 0.1 M, durante 1 hora a temperatura ambiente.

4) La monocapa fijada se lava 3 x 5 min a temperatura ambiente en cacodilato
sédico 0.1 M, y se incuba durante 10 min en presencia de 2 % de acido tanico
diluido en el mismo tampon cacodilato.

5) Se lava en tampdn cacodilato 0.1 M (3x 5 min) y las células se dejan en

etanol 50% (en cacodilato sédico 0.1 M) hasta su procesado para MEB.

Resultado:

Las imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido demuestran
como, tanto las células salvajes como el clon negativo 2nd#6 se han adherido
completamente en el tiempo indicado. Por el contrario, las células que
sobreexpresan anexina A6 (clon CHO-2nd#7 y linea parental CHO-AnxAG) se
encuentran en estadios intermedios del proceso, presentando una forma
redondeada y una adhesion mas débil al sustrato. Este efecto es tan soélo
evidente en las primeras horas, recuperando posteriormente la apariencia
normal, y podria ser en parte responsable de las diferencias observadas en la

tasa de proliferacion.
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Figura 4. Microscopia electrénica de barrido (MEB) mostrando el
menor grado de adhesion de las células que sobreexpresan la anexina
A6. Células CHO salvajes (a) o CHO-2nd#7 (b) seis horas después de la
siembra en medio HAM’s F-12-10 % FCS. Pasado este tiempo las células
se fijan cuidadosamente en 2% PFA-2.5% glutaraldehido-0.1 M cacodilato

sodico y procesan para MEB.

Determinacion de los niveles de PKC,

Material inicial:
Se realiza un ensayo de western blot con 10 ug de lisados celulares de lineas
“negativas” (CHOwt y clon 2nd#6) y lineas “positivas” (CHO-AnxA6 y clon

2nd#7) para la sobreexpresion de anexina A6.

Método:

1) Células cultivadas en presencia de medio HAM’s F-12 con un 10 % de FCS
se sincronizan (en fase GO0) del modo descrito anteriormente o bien se
mantienen en las condiciones habituales (células no sincronizadas, ciclantes).
2) Se lisan los cultivos en tampén de lisis (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM
NaF, 20 uM Leupeptina,1 mM Aprotinina, 0.1 mM NazVOs4, 0.1% Triton X-100,
pH 8) a 4 °C, homogeneizan (con aguja de 25 G) y centrifugan durante 5
minutos a 13500 rpm (microfuga), descartando el precipitado.

3) Se cuantifica la proteina del sobrenadante con el método de Lowry-SDS.
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4) Se anade tampdén de muestra a 60 pg del sobrenadante y se realiza
electroforesis SDS-PAGE (gel resolutivo al 12% y al 6%), seguida de western

blot con anticuerpos especificos anti-PKC,, y anti-actina.

CHOwt 2nd#7 CHO-AnxA6 2nd#6

0.5% 10% 0.5% 10% 0.5% 10% 0.5% 10%

GORNG  AONAIR eaSo ot  a. PKClol

e W S - ()

Figura 5. Niveles de expresion de PKC, y su afectacion por parte de
la anexina A6 y el ciclo celular. 60 ug de lisado de células sincronizadas
en Gy mediante deprivacion de suero (0.5 %) o ciclantes no deprivadas
(10 %), que sobreexpresan (CHO-2nd#7; CHO-AnxA6) o no la anexina A6
(CHOwt; CHO-2nd#6) son comparadas mediante electroforesis y western
blot con anticuerpos anti-PKCa (1:500) y anti-actina (1:1000).

Resultado:

Las células que sobreexpresan anexina A6 expresan niveles menores del
enzima PKC, . Este efecto es altamente repetitivo a la vez que moderado si
bien la relevancia fisiolégica queda por determinar. Cabe destacar que dicho
efecto no es secundario al proceso obtencién de los clones ya que el clon
negativo 2nd#6, que ha sido sometido al proceso de seleccion pero no
sobreexpresa la anexina, presenta niveles similares del enzima que las células
control. Al contrario que otras isoformas de la PKC, como la PKC;s o la PKC,
(resultados no mostrados), los niveles totales de PKC, no se regulan por el

ciclo celular.
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Ciclo celular

Material inicial:

El estudio del ciclo celular se realizé comparando la poblacion CHO salvaje con
las poblaciones CHO-Anx A6 y el clon CHO-2nd#7 (de sobreexpresion
homogénea). El objetivo es determinar si la sobreexpresién de anexina A6
conlleva alguna variacion en el ciclo celular que pudiese explicar el retraso en
la proliferacion observado, como ya habia sido observado anteriormente en
otros sistemas (Theobald J, et al., 1994).

Método:

1) Las células se cultivan hasta alcanzar la confluencia total, momento en el
que se deprivan en HAM's F-12 con un 0.5% de FCS, durante 48 horas. Al
cabo de 48 horas el total de las células se encuentra en Gy.

2) Una vez sincronizadas en Gy, las monocapas se tripsinizan y se cuentan las
células. A continuacién se siembran a baja confluencia (10* células/cm?) y de
forma homogénea en cubreobjetos conteniendo medio de cultivo con un 10 %
de FCS. La pérdida de la inhibicién por contacto y los factores de crecimiento
inducen la entrada en ciclo sincrénica de todo el cultivo.

3) Las células se dejan en el incubador por los tiempos indicados (3h, 14h, 18h,
20h, 22h, 24h, 26h). Pasado este tiempo, el cultivo se lava rapidamente en
tampén PBS y se fija en MetOH:H,O (7:3) durante 30 min a temperatura
ambiente.

4) Los cubres se lavan en PBS y se incuban en 50 ug/ml de loduro de Propidio
(IP), 200 uwg/ml de RNAsa (libre de DNAsa) en PBS, durante 10 min a
temperatura ambiente. El ioduro de propidio se incorpora al DNA de forma que
la fluorescencia emitida por éste es un indicador directo de la dotacion genética
(n, 2n, 4n) de la célula.

5) Los cubres se montan en portaobjetos con medio de montaje consistente en
70 % dglicerol, 100 ug/ml IP, en PBS. La fluorescencia se analiza mediante
citometria de barrido por laser (LSC®), alcanzandose cuentas minimas, para

cada cubreobjeto, de 4000 células.
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Resultado:

Las lineas celulares se sincronizan eficazmente con al tratamiento,
observandose una unica poblacion en estadios iniciales que se encuentra en
fase Gy. Tras una fase S homogénea y rapida (a las 14 horas), el ciclo celular

se completa a las 20-24 horas.

Se observa como en la poblacion de maxima sobreexpresion de anexina A6 (el
clon 2nd#7), existe a las 16-18 horas una poblacién (aproximadamente un 30
% del total) en G4, que no puede provenir de la division celular (resulta un
tiempo anormalmente corto), y que por lo tanto pueden considerarse células
que no han entrado todavia en fase S. En la linea celular CHO-Anx A6 (con
menor cantidad de células positivas), el retraso es intermedio, mientras que en
la linea celular CHO salvaje, que carece de anexina A6 sobreexpresada y
presenta minimos niveles de anexina A6 enddgena las células no se ven

retenidas en G;.
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ANEXO II: METODOLOGIA

A) SUBCLONAJE DE LA ANEXINA A6 EN VECTORES PARA ANALISIS
FRET

Objetivo: Obtencidon y expresion en células eucariotas de las proteinas
recombinantes anexina A6-CFP y anexina A6-YFP, para la realizacién de
estudios de localizacién e interaccion de proteinas mediante analisis FRET

(fluorescence resonance energy transfer).

Material inicial: pcDNA3.1(+)-AnxAG-EGFP (ver apartado Obtencion de
Clones). Vectores pECFP-N1y pEYFP-N1 (Clontech®).

Meétodo:

La estrategia consistio en sustituir la EGFP del pcDNA3.1(+)-A6-EGFP por
ECFP o EYFP de los vectores pExFP-N1 (Clontech®). Para ello se sustituye el
fragmento comprendido entre la diana BseR/ (presente en la EGFP) y Not /
(presente en el plasmido, a continuacién de la EGFP), por el fragmento BseRI-
Notl correspondiente de los vectores pECFP-N1y pEYFP-N1 (ver Figuras 1y
2). La diana BseRI (Figura 2, (b)), se encuentra dentro de la EGFP (a 32 pb del
inicio), si bien este fragmento no reemplazado es idéntico en las secuencias de
la EGFP, ECFP y EYFP.

PROCEDIMIENTO:

1- Aislamiento de los fragmentos de la EYPF la ECFP a partir de vectores

PEXFP-N1

1.1- Digestion total con el enzima BseRI de los plasmidos pEYFP-N1y pECFP-
N1 de Clontech®.

4 ul plasmido (provenientes de miniprep estandar)

2 ul tampén de restriccion n° 2 (New England Biolabs®)
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13 ul HO mili Q autoclavada
1 wl (= 4 U) enzima BseRI (New England Biolabs®)

1 horaa 37 °C

0.7 kpb

1.8 kpb

7.4 Kpb

pExFP-NI (Clontech)
pecDNA 3.1(+) - Anx A6 - EGFP

4.7 kb

Figura 1y 2. Esquema de los vectores pECFP, pEYFP y pcDNA-Anx
AG6-EGFP. Se indican las dianas de restriccion utilizadas en la obtencién

de las construcciones.

1.2- Electroforesis en gel de agarosa de la muestra, se corta la banda de 1.8

Kpb correspondiente al fragmento (a) (ver Figura 1) y se guarda a 4 °C hasta

su posterior extraccion.

2- Digestion preparativa del vector pcDNA-Anx A6-EGFP

2.1- Digestion parcial del plasmido pcDNA-Anx A6-EGFP con BseRIl. Se

recurre a la digestion parcial para evitar que el enzima corte inadecuadamente

dentro de la secuencia de anexina A6 de rata ya que contiene, al igual que el

plasmido y la EGFP, una diana para el enzima. El fragmento que interesa
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obtener proviene de un unico corte, (banda de 7.4 Kpb), si bien por el momento
se desconoce en cual de las tres dianas se produce la digestion ((a), (b) o (c),

ver Figura 2).

10 ul plasmido pcDNA-AnxAG (aprox. 3ug)

5 ul tampdn de restriccion n° 2 (New England Biolabs®)
34.75 wl H,O miliQ autoclavada

0.25 ul (= 1 U) enzima BseR/I (New England Biolabs®)

Se incuba la mezcla durante 5 minutos a 37 °C (a los 10 minutos la

digestion ya es total).
2.2- Se realiza una electroforesis en gel de agarosa de la muestra y se corta la
banda de 7.4 Kpb correspondiente al plasmido linearizado, y se conserva a 4

°C hasta su posterior extraccion.

3- Extraccion del DNA de las bandas seleccionadas

Del gel de azarosa, se extrae el DNA de las bandas obtenidas (banda 7.4 kpb y
banda 1.8 Kpb) mediante la utilizacion del kit Concert Rapid Gel Extraction,
(GibcoBRL).

4- Digestion del DNA con Notl

4.1- El DNA obtenido (30 ul proveniente de cada extraccion en gel) se digiere
totalmente con Notl. Con este paso se permite, por un lado, seleccionar el
pcDNA-Anx A6-EGFP que presente el corte adecuado de BseRI (ver Figura 3)
y, por otro, eliminar de la EYFP y ECFP cualquier fragmento proveniente de los

vectores de origen pExFP-N1 (Figura 1).

27 ul DNA extraccion en gel

3 ul tampén de restriccién n® 3 (Invitrogen®)
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1 ul enzima Not! (Invitrogen®)

Overnight a 37 °C

(i}

1.2Kpb Mol 6.2 Kph
Anxas—4 ¢ HigkF ft veslor (.Y
(b
— l\.l'- J”l .
.u_,ﬂ- hpb AV .8 I"Llflh pCDNA-
EQFP-3 7 vestor [ AnxAG 7 BOFP=3 BseR) Anxé6
7.4 Kpb
fc) = "t o
6.3Kpb Vot 1,1 K6
visplor I AmNAS BLIEY T velor |
fa@) 1.8 Kpb
0.7 Kpb Vol L1Kpb
EFP =7 7 T pECFP-N1
pEYFP-N1

Figura 3. Bandas resultantes de la digestion de cada plasmido
(pcDNA-AnxA6, pECFP-N1 y pEYFP-N1), primero con BseRI y
posteriormente con Notl. Se seleccionan para la ligacion las bandas de
6.8y 0.7 Kpb.

4.2- Electroforesis y extraccion del DNA de las bandas seleccionadas, acorde

con el esquema representado en la Figura 3 (6.8 Kpb y 0.7 Kpb).
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5- Ligacion de la EGFP y EYFP aisladas con el vector pcDNA-AnxA6

Ligacion del fragmento de 6.8 Kpb con los de 0.7 Kpb (pECFP-N1 6 pEYFP-
N1). Para el calculo de las cantidades relativas del DNA a ligar se sigue la

formula matematica:

ng vector x (1/c) x pb (inserto)

= ng (inserto)
pb (vector)

o =moles de insertos/mol vector = 5-10

2 ul vector pcDNA 6.8 Kpb

8 ul inserto 0.7 Kpb

4 ul tampén de ligacién 5x (Invitrogen®)
1 wl T4 DNA ligasa (Invitrogen®)

5 ul H,O autoclavada (13 ul en el control de religacion

sin inserto)

2 horas a 23 °C (extremos cohesivos)

6- Obtencioén y caracterizacion de las contrucciones generadas

6.1- Transformacion de bacterias DH50 competentes:

= Afadir, a 100 ul de bacterias competentes, 15 ul de la mezcla de
ligacién.

» Dejar en hielo durante 30 minutos.

» Realizar un choque térmico de 45 segundos a 42 °C.

= Enfriar en hielo durante 2 minutos.

= Afadir 150 ul de medio LB (sin antibiético) y dejar recuperar el cultivo
durante 1 hora a 37 °C en agitacion.

= Sembrar en placas con medio solido con Ampicilina (50 ug/ml), para

seleccionar las bacterias transformadas con el pcDNA "quimera"
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(AnxA6-ECFP, AnxA6-EYFP). Realizar un control con bacterias
transformadas con el DNA proveniente de la ligacion sin inserto.
= Dejar crecer O/N a 37 °C.

6.2- Minicultivos (en 5 ml de medio liquido LB + Ampicilina 50ug/ml) de 3 de las
colonias generadas para cada una de las dos ligaciones, O/N a 37 °C en
agitacion. -Minipreps del DNA plasmidico mediante el kit Concert MiniPrep
Extraction, (GibcoBRL®), obteniéndose un total de 6 DNAs de ligaciones

independientes.

6.3- Los plasmidos resultantes se testan en un gel de agarosa previa digestion
con enzimas de restriccibn adecuados (ver Figura 4). Si la construccion
obtenida es correcta se han de observar tres bandas al cortar con BseR/ (ver
Figura 2; (a-c) de 5.8 Kpb, (a-b) de 0.7 Kpb, y (b-c) de 1.8 Kpb).

—0.7 Y1,Y2, Y3
pcDNA-AnxAG-EYFP quimera

—1.8

—5.8

C1,C2
pcDNA-AnxA6-ECFP quimera

std Y1 Y3 Y4 C4 C5 G std

BseRI 45' 37°C G
pcDNA-AnxA6-EGFP original

Figura 4. Digestion total con BseRI de la construccion original y de
las "quimeras” obtenidas. La secuencia reemplazada en las quimeras
(correspondiente a el extremo 3' de la secuencia codificante para EGFP)
no modifica el mapa de restriccion para el enzima, observandose
idénticas bandas que en la construccion original (6.8, 1.8 y 0.7 Kpb) (ver

Figura 2). La construccion Y4 carece del patron de restriccion correcto.
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Resultado:

Los plasmidos resultantes son quimeras entre el pcDNA3.1(+)-AnxA6-EGFP y
los pPEYFP-N1y pECFP-N1. No obstante, el promotor, el gen de resistencia, y
la estructura general es la del pcDNA. Por lo tanto los niveles de expresion de
AnxAB-YFP y AnxA6-CFP seran similares a los de Anexina A6-EGFP.

Después de asegurar que los insertos eran correctos (a excepcion de la
construccion Y4, que resulta defectuosa, ver Figura 4), comprobamos tanto el
patrén de expresidon (no alterado por el nuevo tag), como su correcto espectro
de absorcion-emision (asegurando que las proteinas fluorescentes son las
esperadas y que son funcionales para FRET) (Figura 5). Se seleccionan
finalmente las construcciones Y1,Y3, C4 y C5 y se preparan stocks de glicerol

(al 10%) a partir de cultivos de las colonias de origen.
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Y1,Y3

VALORES
YALORES DNA-AnxAB-EYFP
TEORICOS e
exc em pcDNA-AnxAB-ECFP
CFP 458 477 G
GFP 488 508 pcDNA-AnxAB-EGFP
YFP 514 527

Figura 5. Patron de expresion y espectro de
emision de las proteinas expresadas a partir
algunas de las contrucciones obtenidas.
Células CHO salvajes se transfectan con los
plasmidos obtenidos y se analizan con ayuda
de un microscopio invertido confocal espectral
Leica TCS SL. Tanto el patron de expresion
(prototipico de anexina A6 sobreexpresada en
CHO), como la longitud de maxima emision
por parte de la proteina fluorescente (indicada
en cada grafica) concuerdan con los

esperados para cada construccion.
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B) OBTENCION DE ANTISUEROS DE CONEJO CONTRA LA REGION
LINKER Y N-TERMINAL DE LA ANEXINA A6

Material inicial:

Se encargd la sintesis de dos péptidos, uno correspondiente al extremo N-
terminal (péptido AK, residuos 1-20) , y otro correspondiente a la region linker
(péptido DA, residuos 325-363), de la anexina A6 de raton. Se obtuvo el
correspondiente conjugado a KLH, a través de un residuo Cys C-terminal
afiadido al péptido (46 % de conjugacién para el péptido AK y 24 % para el
péptido DA) asi como el péptido puro liofilizado. Los animales immunizados
fueron conejos White Zealand, en concreto dos para cada uno de los péptidos
(712, 713 para AK, y 708, 709 para DA).

Objetivo:

La obtencién de anticuerpos policlonales contra la secuencia de anexina A6 de
ratén, que se sumaran a los ya obtenidos anti-GST-anexina A6 (en conejo) y
anti-anexina A6 (en oveja) (ambos contra anexina de rata). Este nuevo
anticuerpo seria util en posteriores estudios previstos en ratones knock-out
para la anexina A6. Ademas de intentar obtener un marcaje diferente por
immunofluorescencia, dichos anticuerpos, especialmente el que reconoce la
region linker, podrian presentar propiedades de bloqueo de interacciones
proteina-proteina a nivel de dicha region (por ejemplo con p120RasGAP o

PKC,) con importantes consecuencias funcionales.

Método:

1) Después de la immunizacion primaria, cada una con 500 ug del péptido
conjugado, se realizaron un total de cuatro dosis recuerdo para cada uno de los
animales, espaciadas entre ellas aproximadamente 21 dias.

2) Unos 3 dias después de cada recuerdo, se extrae una muestra de suero que
se testa por western blot. Al final de el ultimo recuerdo se realiz6 el desangrado
(bleed out) de los animales.

3) Finalizada la coagulacién (2 horas a temperatura ambiente), se recogid

cuidadosamente el sobrenadante (suero) de la centrifugacion suave del plasma
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coagulado, evitando tanto la hemodlisis (descartando la alicuota en caso
necesario) como la recoleccion de fragmentos de coagulo.

4) El suero obtenido (unos 10-15 ml por animal) se alicuota y congela a -20 °C
hasta su utilizacion.

5) Se testan los antisueros obtenidos para su uso en immunocitoquimica,
western blot e immunoprecipitacion, y utilizando en paralelo el suero

preimmune (extraido antes de la immunizacion primaria) de cada animal.

Resultado:

La caracterizacion preliminar de los antisueros revela que aquéllos generados
contra la region N-terminal de la anexina (péptido AK, sueros 712 y 713) son
plenamente funcionales, incluso a diluciones por encima de 1/2000, para su
uso en western blot. Ademas, estos antisueros son capaces de reconocer la
anexina endogena de células CHO, al igual que ocurre con el antisuero ya
existente anti-GST-Anexina A6. Podemos concluir en este aspecto que dichos
antisueros reconocen la anexina con alta afinidad. Por el contrario, los
anticuerpos generados contra la region linker (péptido DA, sueros 708 y 709)
no reconocen la anexina A6 sobreexpresada en células CHO por técnicas
estandar de electroforesis SDS-PAGE y western blot, no habiéndose testado
dicha técnica a partir de electroforesis no desnaturalizante.

La falta de reconocimiento de la anexina por parte de los antisueros 708 y 709
podria deberse a una inmunizacion ineficaz (péptido hidrofébico y largo)
generada por un plegamiento inadecuado. Asimismo podria existir una falta de
reconocimiento, por parte del antisuero, de la anexina A6 sobreexpresada en
CHO (cuya secuencia proviene de rata), aunque esto ultimo no parece
probable por diferir ambas secuencias en tan sélo un residuo de la region.
Alternativamente, es posible que el antisuero generado sea incapaz de

reconocer al antigeno en condiciones desnaturalizantes.

Las pruebas realizadas por immunocitoquimica revelan que ninguno de los
cuatro antisueros generados (708, 709, 712, 713) presenta niveles aceptables
de especificidad, con marcajes parcialmente similares obtenidos en los

controles de suero pre-immune. La solucibn a este problema pasa
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necesariamente por la purificacion del antisuero mediante cromatografia de
afinidad, con proteina A immovilizada a la fase estacionaria o bien con el propio

péptido unido covalentemente a una columna.

Finalmente, la immunoprecipitacion tampoco desvelé funcionalidad apriori de
los antisueros para esta técnica, al menos en las mismas condiciones en las
que funcionan, por ejemplo, los anticuerpos anti-GST-AnxA6 (principalmente) o
sheep anti-anexina A6 (en menor grado). No obstante, y debido a la
complejidad de esta técnica, posteriores experimentos cambiando las
concentraciones de detergente o de sal en los tampones de
immunoprecipitacion y lavado pueden alterar dicho resultado, ya que la afinidad

de los nuevos anticuerpos por el antigeno puede ser ligeramente diferente.

2° recuerdo CHO
A6 wt
708 712 713 709 sheep Anx6
1/100
4° recuerdo CHO
A6 wt A6 wt A6 wt A6 wt
- i e
708 709 712 713
1/1500
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Figura 1. Testado por western blot de los sueros extraidos 3 dias

después de la tercera (22 dosis recuerdo) y quinta (42 dosis recuerdo)

inyecciones de péptido. Se observa como se optimiza el titulo de

anticuerpo presente, pudiéndose incrementar las diluciones del antisuero

final por encima de 1/1500.

Anticuerpos anti-Anexina A6 disponibles en el grupo

SP. / ANTIGENO / SECUENCIA /

INYECCIONDE [/

NOMBRE (tipo)

_ sheep | (purificado
| Péptido N- |  AnxA6 _ _
Oveja MAKIAQGAMYR anti- | cromatografia
terminal Rata
anxA6 afinidad)
. Proteina completa expresada _
Conej | GST-Anx AnxAG6 ) anti-
en_E.coli transformadas con (suero)
o A6 Rata GSTanxA6
pGEX-KG-AnxA6
Conej | Péptido N-| AnxA6 AKIAQGAMYRGSVHDFPEF | AK712 ( )
sueros
o] terminal Ratén D-KLH AK713
DAAAQFFPEAAQVAYQMEL
Conej | Peptido AnxAB DA708
SAVSRVELKGTVSAANDFN- (sueros)
o] linker Ratén KLH DA709

Tabla 1. Anticuerpos (o antisueros) generados en nuestro grupo de

investigacion hasta la fecha. La funcionalidad y diluciones utilizadas se

detallan en el apartado Anticuerpos de Material y Métodos.

AKI AQGAMYRGSVHDFPEFDC 20 + 1AA
AKI AQGAMYRGSVHDFPEFD
AKPAQGAKYRGSI HDFPGFD
AKI AQGAMYRGSVHDFADFD

DAAAQFFPEAAQVAYQWEL SAVSRVELKGTVSAANDENC 39 + 1AA
DAAGQFFPEAAQVAYQWAEL SAVSRVEL KGTVCAANDFN
DAAGQFFPEAAQVAYQWAEL SAVARVEL KGTVRPANDFN
DAAGQFFPEAAQVAYQWAEL SAVSRVEL KGTVRAANDFN
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Figura 2. Péptidos sintetizados (AK, DA) y secuencias correspondientes
de raton (MO), humano (HU y rata (RA). La homologia en la region es
muy elevada (para ambos péptidos) en las tres especies, con lo cual
podemos presuponer que los antisueros reconozcan la anexina A6 de
todas ellas. Existen dos residuos que no se corresponden entre el péptido

DA, el cual presento problemas para su sintesis, y la secuencia de raton.
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