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1. Reactivos Basicos.

DNA, solucién de lisis (genotipaje)

5mL Tris 1M, pH 8.0

2.5mL NaCl 5M

1mL SDS 10%

0.5mL EDTA 0.5M, pH 8.0

1mL Proteinasa K (#3115852, Roche)

Completar el volumen con agua destilada hasta 50mL

Podemos tener preparada la solucion de lisis como stock, pero solo afiadiremos

la proteinasa K en el momento de digerir las colas.

Bicarbonato s6dico 7%

Disolver 7g de bicarbonato sédico en 100mL de agua

Citrato, tamp6n 10mM, pH6
Disolver 2.94g de tri-Sodium Citrate-2H,0 en 1000mL de agua destilada
Ajustar el pH a 6 con HCL 37%

Colagenasa P, solucion 1mg/mL (Obtencion de islotes pancreaticos)
Preparar justo antes de empezar el experimento. Normalmente se preparan
2.5mL de solucién por animal y se suele trabajar con 6 animales a la vez.

25mg colagenasa P (#11 213 865 001, Roche)

Completar el volumen con HBBS 1x hasta 25mL.

Mantener en hielo.

Colagenasa tipo I, solucion 0.5mg/mL (Obtencién de hepatocitos)
Preparar justo antes de empezar el experimento. Se preparan 10mL de solucidon
por animal.

5mg colagenasa tipo I (#C2674, Sigma)

Completar el volumen con HBBS 1x hasta 10mL.

Mantener en hielo.
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ChIP, solucion de

1.25mL Hepes 1M, pH8.0

150 pL MgCI2 0.5 M

0.5mL KCI 1M

0.5mL NP40 10%

Completar volumen hasta 50mL

Guardar en frio y afiadir en el momento de su uso:
1 mM DTT

1x cocktail inhibidor proteasas (Roche)

Chip, solucion de lavado bajo en sal
1mL Tris-HCI 1M, pH 8

5mL Tritdén X-100 10%

200 puL EDTA 0.5M, pH 8

1.5mL NaCI5 M

0.5mL SDS 10%

Chip, solucion de lavado alto en sal
1mL Tris-HCI 1M, pH 8

5mL Tritén X-100 10%

200 puL EDTA 0.5M, pH 8

5mL NaCI5 M

0.5mL SDS 10%

Chip, solucion de lavado con LiCl
0.5mL Tris-HCI 1M, pH 8

5mL NP40 10%

100 uL EDTA 0.5M, pH 8

12.5mL LiCl 1M

0.5g deoxicolato de sodio (Sigma, cuidado es irritante)

Dextran sulfato 66%

Disolver 33g de dextran sulfato (#31403, Fluka) en 50mL de agua destilada

Dejar agitando y con un poco de calor hasta que se disuelva totalmente.
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DNA loading buffer 10x
20% Ficoll 400

0.1M Na,EDTA, pH 8.0
0.25% (p/v) azul bromofenol
0.26% (p/v) xilen cianol

DTT 1M
Disolver 1.545g DTT en 10mL de agua destilada.
Alicuotar y guardar a -20°C.

EDTA 0.5M, pH 8
Disolver 14.61g de EDTA en 70mL de agua destilada.
Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 10N para su disolucion (aproximadamente 5mL).

Completar el volumen con agua hasta 100mL.

EGTA 0.5M, pH 8
Disolver 19g de EGTA en 70mL de agua destilada.
Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 10N para su disolucion.

Completar el volumen con agua hasta 100mL.

Elucion, solucion de (ChIP)

A 4mL de agua destilada, afadir
0.5mL SDS 10%

0.5mL EDTA 0.5M pH 8

Etanol 70%
35mL etanol absoluto

Completar el volumen con agua destilada hasta 50mL

Geles acrilamida 12% (10 geles de 0.75mm de grosor)

15mL acrilamida/bisacrilamida (37.5:1) 40% (#161-0148, Bio-Rad)
15mL acrilamida/bisacrilamida (19.5:1) 40% (#161-0144, Bio-Rad)
10mL TBE 10x

Completar el volumen con agua hasta 100mL

ARfadir en el ultimo momento los catalizadores de la polimerizacion:
420uL APS 10%

54uL TEMED (#161-0800, Bio-Rad)
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Geles agarosa

Normalmente los geles se preparan al 1% de agarosa en soluciones de 1xTAE,
1XTBE o 0.5xTBE. Para un gel de 50mL al 1%:

0.5g agarosa (electrophoresis-grade)

50mL 1XTAE, 1xTBE o 0.5xTBE

Llevar a ebullicidn la solucién hasta que la agarosa se haya solubilizado.

Para ver el DNA se puede afiadir bromuro de etidio (0.5ug/mL) en el gel.

Agarosa Rango de resolucion de
(%) fragmentos lineas de DNA
(Kb)

0.5 30a1l

0.7 12 a0.8

1.0 10a 0.5

1.2 7a0.4

1.5 3a0.2

Glicina 1.25M
Diluir 1.87g de glicina en 20mL de agua destilada.
Guardar a 4°C

HBBS, solucion x1 (Obtencion de islotes pancreaticos)

10mL HBBS x10 (#14060040, Invitrogen)

0.238g HEPES

Ajustar pH hasta 7.4 con una solucion de bicarbonato sédico al 7%
Completar el volumen con agua destilada hasta 100mL.

Guardar a 4°C.

HBBS-BSA, solucion x1 (Obtencion de islotes pancreaticos)
100mL HBBS x10 (#14060040, Invitrogen)

2.38g HEPES

5g BSA

Ajustar pH hasta 7.4 con una solucion de bicarbonato sédico al 7%.
Completar el volumen con agua destilada hasta 1000mL.

Guardar a 4°C.
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Hepes 1M, pH 8
Disolver 23.4g de Hepes en agua destilada
Ajustar pH hasta 8 con KOH 5M

Completar el volumen con agua destilada hasta 100mL.

Hibridacion, soluciéon de (DNA-inmunoFISH)
2mL formamida

0.4mL SSC x20

0.5mL Cotl (Invitrogen)

0.6mL dextran sulfato 66%

Alicuotar y guardar a -20°C

Histopaque 1090 (Sigma-Aldrich)
35mL Histopaque 1077 (#10771-500mL)
15mL Histopaque 1019 (#11191-100mL)

KCI 1M
Disolver 3.73g de KCl en 50mL de agua destilada.
En el caso de prepararse como stock para preparar la solucion TFBI, hay que

filtrar con filtros de 0.22um.

KOH 5M
Disolver 14g en 50mL de agua destilada

LiCl 1M
Disolver 2.12¢g LiCl en 50mL de agua destilada

MgCl; 1M
Disolver 10.15g de MgCl,-6H,0 en 50mL de agua destilada.

MOPS-Na 1M

Diluir 5.23g de MOPs en agua bidestilada
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH

Completar el volumen con agua hasta 25mL

Filtrar con filtros de 0.22um.
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Mowiol

Disolver 2.4g de Mowiol 4-88 (#475904, Calbiochem) en 6mL de glicerol y 6mL
de agua destilada

Agitar durante 2h a temperatura ambiente

Afadir 2.4mL de Tris-HCI 1M, pH8

Agitar a 50°C hasta la total disolucidn

Alicuotar y guardar a -20°C

NaCl 5M
Disolver 146g de NaCl en 50mL de agua destilada.

NaHCos; 1M
Disolver 2.5g NaHCO3; en 30mL de agua destilada

NaOH 10N
Disolver 20g de NaOH en 50mL de agua destilada.

Paraformaldehido, solucion 4%
Disolver 4g de paraformaldehido en 100mL de PBS 1x, en agitacién y con calor
sin llegar a hervir.

Una vez disuelto, enfriar la solucion hielo.

PBS 10x

80g NaCl

2g KCI

11.5g Na,HPO4:7H,0
2g KH,PO,

Ajustar el pH a 6.8

Completar el volumen con agua destilada hasta 1000mL

Perfusion, solucion de (Obtencion de hepatocitos)
Disolver 9mg de EGTA en 50mL de PBS 1x

Perfusion-BSA, soluciéon de (Obtencién de hepatocitos)
9mg de EGTA
0.25g de BSA

Completar volumen hasta 50mL de PBS 1x
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Persulfato amoénico 10% (APS)
Afadir 1g de persulfato amdnico en 10mL de agua destilada.

Guardar a 4°C hasta dos semanas.

PMSF 0.1M
Disolver 0.17g en 10mL de agua destilada

Proteina A/G (Amersham)

Para 1mL de proteina A/G:

0.5mL proteina A + 0.5mL proteina G

Lavar con 1mL de agua destilada

Centrifugar 20seg a 1,000xg

Lavar 2 veces con 1mL de TE 1x

Resuspender con el mismo volumen de TE 1x que ocupe la sefarosa de manera
que quede al 50%

Afadir 5uL de BSA 10x y 10uL de esperma de salmén a 10mg/mL

SDS 10%
Disolver 10g de SDS en 100mL de agua destilada.

El polvo del SDS es muy irritante, asi que se recomienda pesar con mascarilla.

Sonicacion, solucion de

2.5mL Hepes 1M, pH 8

1.4mL NaCl 5M

100uL EDTA 0.5M, pH 8

0.5mL SDS 10%

50mg deoxicolato de sodio (Sigma, con cuidado es muy irritante)
Completar volumen hasta 50mL

Guardar a temperatura ambiente porque el SDS precipita

Afadir en el momento de su uso:

1x cocktail inhibidor proteasas (Roche)

SSC x20

175g NaCl

88g Nascitrato-2H,0

Ajustar el pH a 7 con 1M HCI

Completar el volumen con agua destilada hasta 1000mL
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TAE, solucion de electroforesis 50x
121g Tris-base

28.55mL acido acético glacial

18.6g Na,EDTA-2H,0

Completar el volumen con agua destilada hasta 500mL

TBE, solucion de electroforesis 10x
549 Tris-base

27.5g acido bérico

20mL EDTA 0.5M, pH 8.0

Completar el volumen con agua destilada hasta 500mL

TE 1x
0.5 mL Tris-HCI 1M, pH 8.0
0.1 mL EDTA 0.5M, pH 8.0

Completar el volumen con agua destilada hasta 50mL.

Tris-HCI 1M, pH8 o pH6.5
Disolver 12.1g de Tris-base en agua destilada
Enrasar al pH deseado con HCl 37%

Completar el volumen con agua destilada hasta 100mL
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2. Ratones.

2.1. Descripcion de las colonias utilizadas y de su mantenimiento.

Las colonias de animales utilizadas en este proyecto de tesis fueron
mantenidas en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Barcelona (UB) con ciclos de luz/oscuridad de 12h y a una temperatura de 21-
230C. A excepcidn de los experimentos que requerian ayuno, los animales tenian
libre acceso a comida y agua.

Se ha trabajado con diferentes colonias de ratoén.

La primera de ellas es la colonia de ratones con mutacién nula para el gen
Hnfla (Hnfla”"), también conocido como Tcfl, generados en el laboratorio del
Dr. Frank J Gonzalez (National Institute of Health, Bethesda, USA) en un fondo
genético C57BI/6. Estos ratones tienen delecionado el exén 1 de manera que no
pueden tener una proteina funcional

Una colonia transgénica de ratones, Tg®"""Fl¢  Un fragmento de 3.17kb
de region codificante de Hnfla fue subclonado en el vector pBI-L (Clontech),
bajo el promotor minimo de CMV y la secuencia enhancer dependiente de

tetraciclina (TetO). Los ratones transgénicos Tgt Nl

se obtuvieron por
inyeccion del DNA linearizado sin vector, purificado a partir de gel de agarosa, en
oocitos fertilizados en el Instituto Karolinska.

Y por Ultimo la linea transgénica Tg"™ '™, con la expresion del
transactivador dependiente de tetraciclina (tTA) bajo el promotor de rata de la
insulina II (RIP) en un fondo genético CD1, cedidos por el Dr. William Phillbrick
(Yale University School of Medicine, Connecticut, USA). El tTA es inactivo en
presencia de tetraciclina.

Los ratones transgénicos se cruzaron con ratones Hnfle' para obtener
ratones Tg""'™ Hnfla™ y Tg®"NF*  Hnf14*" para poder cruzarlos entre si y
obtener dobles transgénicos knock-out para HNFla en un fondo genético mixto
CD1/C57Bl/6. Se mantuvo el gen tTA reprimido en los animales doble
transgénicos mediante la ingesta de comida suplementada con tetraciclina

2.3mg/g (Harlan).

2.2. Genotipaje.

Los ratones fueron genotipados por PCR, a partir del analisis de DNA
gendmico extraido de la cola de acuerdo con el método descrito en 2. Se
utilizaron cebadores que reconocen especificamente cada transgén. Para

RIP-tTA

genotipar los ratones Tg usamos cebadores que reconocen el tTA (tTA.FOR:

-213 -



Material y Métodos

CTCACTTTTGCCCTTTAGAA; tTA.REV: GCTGTACGCGGACCCACTTT). Los ratones
TgtH\Fle e detectaron por amplificacion de la regidn promotora del pBIL y parte
del exéonl de Hnfla (pBIL-HNF1a.FOR: CGGGGATCCTCTAGTCAGC; pBIL-
HNF1la.REV: CTCTTTGCTCAGGCCAGACT). Los ratones Hnfla”" se genotiparon
con el uso de tres cebadores (HNFla_promotor: TTGCAAGGCTGAAGTCCAAAGT,
HNF1la_exonl: CCATTAGGCAACTCGGTCAGG y HNFla_intronl: AGGCCCCCTAGA
CGGGAAGTG), de manera que el DNA de un ratdén Hnfla™* amplifica 2 bandas
de 723bp (promotor-intron) y 491bp (promotor-exon), a diferencia del ratén
Hnfla”" que al no tener el exén 1, sélo puede amplificar una banda mas corta de

203bp (promotor-intron).

2.3. Protocolo de extraccion de DNA a partir de cola de ratén para
genotipaje.

Con este protocolo se obtiene DNA a partir de colas de ratén para su
genotipaje. En este protocolo hay una pequefia modificacion en el caso de que el
DNA sea utilizado para realizar southerns, ya que para esta técnica se necesita
un DNA de mejor calidad.

La formulacion de los reactivos necesarios para este protocolo esta en el

apartado Reactivos Basicos de este capitulo.

1. En el momento del destete de los animales, ademas de asignarles una
numeracion, se corta la punta de la cola para extraer DNA y se guardan
en tubos de 0.5 mL (eppendorf) con el nUmero asignado a cada ratén.

Si se hace la extraccion de DNA el mismo dia que se obtienen las colas,
se guardan a 4°C hasta que se afade la solucion de lisis, si no se guarda
a -209C. En el caso de querer hacer southern con estas colas es

preferible empezar la lisis el mismo dia antes que congelarlas.

2. Anadir 0.5mL de solucién de lisis de DNA en cada eppendorf e incubar

las muestras a 56°C toda la noche (o/n).
3. Centrifugar las muestras a 10,000 rpm durante 10 minutos.
El objetivo es limpiar el sobrenadante, con el DNA, de pelos y restos de

tejido no digerido.

4. Recuperar el sobrenadante de cada eppendorf y pasarlo a uno nuevo.
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5. (opcional para southern) Anadir un volumen de una solucidn
fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1) vy agitar vigorosamente.
Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos y recuperar la fase

acuosa, la cual se pasa a un nuevo eppendorf.

6. Afadir un volumen de isopropanol 100% e ir agitando suavemente los
tubos hasta identificar la hebra de DNA.

7. Una vez identificada la madeja de DNA, recuperarla con una punta
amarilla y pasarla a un eppendorf nuevo donde habran 750uL de etanol
70%

8. Centrifugar las muestras a 10,000 rpm durante 5 minutos.

9. Eliminar el sobrenadante y dejar secar los precipitados (pellets) de DNA
Es importante que no queden restos de alcohol, por lo que se elimina el
sobrenadante muy poco a poco para que no queden restos de etanol en
las paredes. Se sabra que el pellet se ha secado porque desaparece el

color blanco inicial.

10. Afadir 100uL de agua destilada o Tris 10mM, pH 8.5 y poner las
muestras en el bafio a 55°C un par de horas minimo, para favorecer la
resuspension del DNA. Guardar las muestras a 4°C.

Es importante que el pellet esté bien resuspendido, se puede afiadir mas

agua o Tris para mejorar la resuspension.

2.4. Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT)

Los ratones adultos (6-8 semanas de vida) se ayunan durante minimo 5hr
antes del test. Se inyecta intraperitonealmente 2mg de glucosa / g de peso del
animal. Se extrae sangre venosa a partir de la cola a 0, 15, 60 y 120 minutos a
partir de la inyeccion de glucosa. Se analiza la glicemia con el medidor de

glucosa Accutrend Sensor (Roche).
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3. Preparacion y analisis de RNA y de DNA.

3.1. Protocolo de obtencion de RNA a partir de tejidos de raton.

Cuando se trata de obtener RNA de tejido —pancreas, higado, rifidn,
duodeno o bazo- 50mg de dicho tejido son extraidos del animal vy
homogenizados rapidamente en 1mL de TRIZOL® (#15596-018, Invitrogen) con
la ayuda de un homogenizador (POLYTRON®, Suiza).

En el caso de los islotes o tejido acinar, se utiliza 0.5mL de TRIZOL® por
cada 200-500 islotes o una cantidad comparable de acinar. En ambos casos se
disgrega el material con la ayuda de un vortex vigoroso con el fin de conseguir
una homogenizacion rapida del tejido.

En el caso de un cultivo celular, placas confluentes de 60 mm? se lavan
previamente 3 veces con PBS 1x a 4°C y a continuacion se afiade 1mL de
TRIZOL® por placa.

En algunos casos es imposible realizar la extraccion del RNA en el mismo
momento que es extraido el tejido; en estos casos se guardan las muestras un
maximo de 24 horas en RNAlater® (# 7020, Ambion). Se pasa el tejido a 1 mL
de TRIZOL® para la homogenizacién.

Es muy importante extraer los tejidos con la mayor rapidez posible y
mantener todo el material en hielo, para evitar al maximo la actuacion de las
RNAsas enddgenas. Las centrifugaciones también han de realizarse a 4°C a fin
de evitar al maximo la degradacion del RNA. Todo el material de plastico ha de
ser libre de RNAsas y hay que trabajar con guantes.

Otros materiales como pinzas, cubetas de electroforesis, Erlen Meyers se
tratan con una solucion de NaOH 0.3M (12gr NaOH en 1L de agua destilada libre
de RNAsas) durante 10 minutos y luego se aclaran con agua libre de RNAsas,

para inactivar las posibles RNAsas presentes.

1. En todos los casos, incubar el homogenado de TRIZOL® 5 minutos a
temperatura ambiente para favorecer la disociacion de los complejos
nucleoproteicos.

A partir de ahora todas los volumenes descritos estan referidos a 1mL de
TRIZOL®

2. Afadir 200uL de cloroformo (#25690, Fluka) y agitar los tubos
vigorosamente durante 15 segundos. Reposar las muestras durante 3
minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 1200xg durante 15

minutos a 4°C.
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3. Recuperar la fase acuosa tras la centrifugacion, que es la capa superior
y la que contiene el RNA y transferir a un tubo eppendorf de 1.5mL libre
de RNAsas. Afadir 500uL de isopropanol (# 59304, Fluka) e incubar 10

minutos a temperatura ambiente para precipitar el RNA.

4. En el caso de partir de poco material, como es el caso de los islotes o
tejido acinar, utilizar 1ul de glicégeno (#10814-010, Invitrogen) como

carrier.

5. Centrifugar a 1200xg durante 10 minutos a 49C. Descartar el
sobrenadante y afiadir 1mL de etanol (#141086, Panreack) al 75%

para limpiar los pellets. Centrifugar a 7500xg durante 5 minutos.

6. Descartar el sobrenadante y dejar secar los pellets de RNA hasta que
desaparezca la totalidad del etanol y los pellets sean incoloros.

El exceso de secado dificulta la resuspension del RNA.

7. Resuspender las muestras en agua libre de RNAsas. Dejar las muestras
1h en hielo para permitir la resuspension del RNA. Alicuotar las
muestras y guardar a -80°C.

El volumen suele variar dependiendo del tamafo del pellet pero es

importante afadir suficiente agua para permitir la total resuspension de

éste. En el caso de islotes se suele resuspender en 10 L.

8. Con una de las alicuotas se valora la concentracion del RNA con un
espectrofotdmetro a partir de la absorbancia a 260nm.
Para comprobar la integridad del RNA se cargan 500ng de cada muestra
en un gel de agarosa 1%

Todo el material necesario para realizar el gel, ademas de las cubetas de

electroforesis, peines y cama se han tratado previamente con una solucién

NaOH 0.3M. La agarosa y los tampones son también libres de RNAsas.
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3.2. Protocolo de RT (Reaccion de la Transcriptasa Reversa).

Esta reaccion consiste en la transformacién de las moléculas de RNA a
moléculas de DNA monocatenarias complementarias en secuencia (DNAc) que
mas adelante son utilizadas como muestra para amplificar en reacciones de PCR
secuencias concretas de genes, a fin de conocer los niveles de expresién de los
mismos.

Para la transcripcion reversa (RT) se utilizan entre 200ng y 1ug de RNA
total, dependiendo de la disponibilidad. Este protocolo utiliza la transcriptasa
reversa SuperScriptll (#18064, Invitrogen).

Se sigue trabajando con RNA, asi que es muy importante trabajar con

eppendorfs y puntas libres de RNAsas, ademas de seguir utilizando guantes.

1. Descongelar los RNAs en hielo.

2. Para cada muestra, mezclar el RNA total con 2uL de random primers
(100pmol/puL) y afiadir agua destilada libre de RNAsas hasta alcanzar un
volumen final de 8uL.
Los random primers son cebadores con secuencia aleatoria de 6-mer de
tamafio, de manera que permiten la transcripcion inversa de toda la
poblacion de RNAs presentes en la muestra. También se puede usar como
cebador Oligo(dT) (1 uL (500ug/ml)) el cual permite pasar a DNAc

preferentemente la poblacion de RNAs mensajeros.

3. Colocar las muestras en un termociclador (PTC-100, MJ] Research) e
incubarlas a 70°C durante 10 minutos y a 25°C otros 10 minutos.

La incubacion a 70°C desnaturaliza el RNA y la incubacion a 25°C es

necesaria para que los random primers puedan hibridar con el RNA total;

en el caso de usar oligo(dT) no es necesaria esta ultima incubacion.

4. Mientras se incuban las muestras, preparar la mezcla. Estas condiciones
son para una Unica muestra:
4ulL 5X First-Strand Buffer
2uL 0.1M DTT
S5uL 2mM dNTP mix
(solucion de 10mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP)
1pL SuperScript™ II
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Hay que preparar una mezcla paralela sin SuperScript™ II para los
controles negativos de la transcripcion inversa. Si se detecta amplificacion
de banda en las posteriores PCRs serd indicativo que existe una
contaminacion de DNA gendmico. Tal como se comenta mas adelante, es
también esencial disefiar cebadores que abarquen una region intrénica
para cerciorarse que el producto amplificado no corresponde a pequefias
cantidades de material gendmico. No obstante es importante el control
sin transcriptasa porque la presencia de DNA gendmico en cantidades
variables en diferentes muestras puede competir y afectar de forma

diferencial la eficiencia de amplificacion de transcritos poco abundantes.

5. Antes de que termine la incubaciéon a 25°C afadir la mezcla (12uL) y

mezclarla con la muestra pipeteando con mucho cuidado.

6. Incubar las muestras en el termociclador a 42°C 50 minutos, 47°C 10
minutos, 52°C 10 minutos, 97°C 10 minutos y 4°C indefinido.
420C es la temperatura Optima de la SuperScript’™II para sintetizar
DNACc; las incubaciones a 47°C y 520C se realizan para deshacer posibles
estructuras del RNA debidas a complementariedad de secuencia y facilitar

la actividad de la transcriptasa. A 97°C se inactiva el enzima.

7. Alicuotar las muestras y guardar a —20°C.
Las moléculas de DNAc son muy inestables, asi que es recomendable
descongelar las muestras no mas de dos veces y mantenerlas siempre en

hielo cuando no estén en el congelador.
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3.3. Protocolo de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa).

En el caso de analizar por PCR el nivel de expresion de genes, los
cebadores se han disefiado de manera que el producto expanda un intrén; de
esta manera se elimina la posibilidad de considerar sefial de contaminacion
gendmica como sefal de expresidon génica.

En algunos casos se han co-amplificado controles internos (B-actina, TBP
o HPRT) junto con el gen de interés. En las reacciones de PCR semi-cuantitativas
los productos de PCR se analizaron a dos ciclos distintos para asegurar que
ambos productos estén en fase exponencial de amplificacion. La mayoria de
datos se han validado contrastando al menos cinco animales control y 5
animales mutados.

Para evitar contaminaciones, montar y analizar la reaccion de PCR en un

lugar y con pipetas diferentes.

Preparar la mezcla y establecer la reaccion. Estas condiciones son para una Unica
muestra:

2uL 10x PCR buffer

2uL 2mM dNTPs (Attendbio)

lul  10pmol/uL primer.FOR (Isogen)

luL  10pmol/uL primer.REV (Isogen)

0.1uL 5U/uL Taq polimerasa (BioTools)

1ul muestra DNAc (diluir 1/5-1/10 en funcién de la abundancia del

transcrito amplificado)

agua destilada hasta 20uL

Condiciones de PCR:
940C 3 minutos
Durante unos 28-30 ciclos (el niumero de ciclos varia dependiendo de la

eficencia del ensayo y la abundancia del transcrito analizado):

940C 30 segundos (desnaturalizacion)

580C-64°C 30 segundos (hibridacidon)

720C 30-45 segundos (extension)
Terminados los ciclos,

720C 5 min

40C 10 min
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Si se desea obtener informacién semicuantitativa se extraen 10 ul entre 2
y 4 ciclos antes de completar la reaccion para analizar la amplificacion en fase

exponencial

Comprobar los productos de PCR para cada muestra y cada pareja de
cebadores corriéndolos en geles de acrilamida del 12% (TBE 1x) a 140V durante
2 horas-2 horas 30 minutos, dependiendo del tamafio de las bandas. Tefir los
geles en agua con 2uL de bromuro de etidio (100mg/mL) durante unos
segundos. Realizar la fotografia del gel.

Es importante no saturar la sefial de las bandas detectadas con largas
exposiciones para poder observar las diferencias existentes entre las distintas
muestras.

Podrian correrse las muestras en geles de agarosa 2%, pero los geles de
acrilamida son mas sensibles, lo cual facilita el andlisis a ciclos mas bajos, y mas
resolutivos en el caso de co-amplificaciones de productos de PCR con tamafios

parecidos.
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3.4. Protocolo de PCR a tiempo real con SYBR green.
Se siguen los mismos principios y precauciones que para la PCR, salvo

alguna particularidad.

El sistema de deteccion de la amplificacion del DNA utilizado es el
fluorocromo SYBR green que se intercala en la doble cadena de DNA,
permitiendo la deteccidon y cuantificacion del aumento de DNA a cada ciclo de
polimerizacion.

Usamos el termociclador y sistema de deteccidon iCycler de Bio-Rad. Se
trabaja con placas de PCR vy el film sellador tiene que ser éptico (#2239444, Bio-
Rad) y no debe tocarse nunca con los guantes.

Se trabaja siempre con duplicados para una mayor reproducibilidad de la

cuantificacion.

Mezcla de PCR para un pozo:
10uL de SYBR green Real time PCR buffer 2x (#5-4438, Sigma)
0.4uL cebador FOR
0.4puL cebador REV
1.5 pL muestra
agua destilada hasta 20uL

Condiciones de PCR:
Como una PCR convencional, salvo que se busca la saturacion de
la PCR realizando 40 ciclos y se afiade a cada ciclo un paso de

lectura del DNA que dependera de cada producto de PCR.

La cantidad de cebador utilizada dependera de la cantidad de uniones
inespecificas cebador-cebador (primer dimers) que se den en la reaccidn y que
puedan interferir en la lectura de la PCR. Esto se determina en reacciones piloto
analizadas con electroforesis convencional. La concentracién de cebador idonea
sera aquella que permita una amplificacion especifica, con un minimo de
fomracion de dimeros de cebadores, y con una eficiencia cercana al 100%. La
temperatura de lectura se establecera realizando una curva de desnaturalizacion
(melting curve). La curva de desnaturalizacion se determina mediante el
aumento progresivo de la temperatura que conlleva la pérdida progresiva de
fluorescencia por desnaturalizacion de los productos de PCR. Esta temperatura
tiende a ser diferente para cada secuencia de DNA de doble cadena. Si sélo hay
un producto de PCR, el resultado final sera un Unico pico. Si existen dimeros

inespecificos de cebador, se veran 2 picos, uno para los dimeros y otro para el
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producto PCR. La temperatura de lectura serd aquella que desnaturalice los

dimeros pero no el producto PCR.

Analisis semi-cuantitativo por PCR a tiempo real

El principio de la PCR a tiempo real es otorgar a las muestras problema
valores relativos a una curva patron, hecha a partir de una dilucién seriada de
una muestra conocida. Este patron permitira valorar la eficiencia de la PCR, su
reproducibilidad y otorgar valores semi-cuantitativos a las muestras a analizar.

Los valores se deducen a partir del ciclo de PCR a partir del cual la
reaccion de PCR empieza su fase exponencial (Ct) siguiendo la relacién:

SQ = (1+eff)
SQ= cantidad inicial de producto
Eff= porcentaje de eficiencia de PCR
Ct= ciclo de PCR a partir del cual empieza la fase exponencial

Siempre se referencia los datos a un gen control, en el caso de valorar
expresién génica mediante RT-PCR; o al porcentaje de input de cromatina en el
caso de una ChIP (ver mas adelante Protocolo de Inmunoprecipitacién de

cromatina, ChIP)
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4. Analisis de proteinas.

4.1. Preparacion de muestras para inmunofluorescencia.

Las muestras que se han preparado para hacer bloques de parafina han
sido varios tejidos de animales adultos (pancreas, higado, duodeno, rifion y
bazo), embriones completos de edades comprendidas entre dia embrionario (E)
E13.5 y E15.5 y pancreas diseccionado de embriones de E18.5. La Unica
diferencia a lo largo del protocolo son los tiempos de fijacion en
paraformaldehido, que en el caso de los tejidos adultos y de los embriones E15.5
y E18.5 es de una noche y de no mds de 3 horas en el caso de los embriones
E13.5.

Las muestras parafinadas pueden utilizarse para inmunofluorescencia o
para hibridaciones in situ, asi que si se quiere aprovechar el bloque para las dos
técnicas es importante que todas las soluciones se preparen con reactivos libres
de RNAsas.

1. Antes de extraer los tejidos del animal o los embriones de la madre
preparar el paraformaldehido (Fluka) al 4% en PBS 1x calentando a
859C y dejar enfriando.

Para poder disolver el paraformaldehido hay que calentarlo mientras se
agita. Importante sellar el Erlen Meyer con papel de plata y Parafilm para

evitar los vapores irritantes.

2. Obtener el tejido para analizar por inmunofluorescencia y fijarlo en

paraformaldehido a 4°C el tiempo requerido.

En el caso de hacer blogues congelados:

3. Lavar el tejido 3 veces en PBS 1x

4. Dejar toda una noche a 4°C en PBS 1x-20% sacarosa para crioproteger
el tejido.

5. Lavar en PBS 1x.

6. Incluir el tejido en O.C.T. compound (#4583, Tissue-Tek, Bayer) en
nieve carbonica y guardar a -80°C.
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En el caso de hacer blogues de parafina:

3. Deshidratar el tejido en un banco de diluciones creciente de etanol a
temperatura ambiente:
3 incubaciones de 15min en etanol 50%
3 incubaciones de 15min en etanol 70%
Se puede guardar el tejido en etanol 70% durante aproximadamente una
semana a temperatura ambiente o a 4°C
3 incubaciones de 15 min en etanol 95%
3 incubaciones de 15 min en etanol absoluto

parafinar
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4.2. Protocolo de inmunofluorescencia.
a) Bloques de Congelado.
1. Cortar en un criostato secciones de 5-7um. Se recoge el tejido por leve
contacto con el portaobjetos previamente polilisinado (Sigma). Dejar
secar el tejido unos 15min a temperatura ambiente.

Guardar las secciones a -80°C hasta su uso.

2. Antes de la inmunofluorescencia, descongelar las secciones unos 20min

a temperatura ambiente y rehidratar las muestras 5min en PBS 1x.

3. Proceder al punto n° 5 del protocolo de Bloques de Parafina

b) Bloques de Parafina
1. Cortar en un micrétomo secciones de 3um. Depositar las secciones finas
en un bafio a 45°C para que se alisen y pescar con un porta

previamente polilisinado.

2. Dejar secar las muestras a 37°C minimo 1-2h.
Es mejor cortar el mismo dia que se empezara la inmunofluorescencia o de

un dia para otro

3. Desparafinar y rehidratar:
a. Colocar las preparaciones en posicion horizontal en un cestillo para
una cubeta de cristal de 200 mL.
b. Realizar 2 bafios de 15min en xilol 100% a temperatura ambiente
c. Quitar el exceso de liquido y hacer lavados consecutivos de 5 min
en un banco de diluciones decreciente de etanoles (etanol

absoluto, etanol 95% y etanol 70%)

4. Eliminar el exceso de liquido y lavar rapidamente en agua destilada
para quitar el exceso de etanol.
En caso necesario se pueden mantener las preparaciones rehidratadas
en PBS 1x a 2-8 °C hasta 18 h.

5. Calentar en cubeta de plastico las muestras 2x5min en el microondas a

maxima potencia en tampon citrato 10mM, pH6 para desenmascarar los

epitopos.
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10.

11.

12.

Dejar enfriar unos minutos y traspasar las preparaciones de la cubeta
de plastico a otra de vidrio con PBS 1x lo mas rapido posible para evitar

que el tejido se despegue del porta-objetos.

Permeabilizar las muestras minimo 30 min en PBST-1% Tritdn a

temperatura ambiente.

Lavar el exceso de detergente en PBS 1x 5 min a temperatura

ambiente.

Secar el portaobjetos con papel de celulosa bordeando el tejido y
delimitar el tejido con un rotulador hidrofobo (DAKO pen) que permitira
ahorrar solucion de anticuerpo a la hora de incubar las muestras
(#52020, DAKOCytomation)

No permitir que se seque el tejido, aumentaria la sefial de fondo

inespecifica.

Bloguear el tejido minimo 30 min a temperatura ambiente en una
camara humeda en una solucion bloqueante DAKO (#S3022,
DakoCytomation) enriquecida con 3% de suero normal de la especie de
donde proviene el anticuerpo secundario.

Usar 50 ul si se dispone del rotulador hidréfobo DAKO o 150ul 'y cubrir

con un trozo de parafilm sin hacer burbujas para evitar evaporaciones

Eliminar el exceso de solucién bloqueante, sacudiendo con cuidado los

porta-objetos encima de un papel absorbente.

Incubar el tejido con una dilucion adecuada de anticuerpo primario en
solucion blogueante, toda la noche a 4 °C en una camara humeda que
cierre bien.

Sobretodo es importante que no se sequen las muestras o la
inmunofluorescencia quedara muy sucia.

No diluir un suero no purificado menos de 1:100 porque da mucho

fondo. Los monoclonales se suelen diluir 1:50.
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13.

14.

15.

16.

17.

Sacudir los portas con cuidado encima de un papel absorbente y lavar 5

min a temperatura ambiente con PBS, PBST-0.2% Triton y PBS.

Incubar el anticuerpo secundario conjugado a un fluorocromo diluido en
solucion de bloqueo unos 45min-2h a temperatura ambiente, en la
camara humeda y en la oscuridad

Los secundarios conjugados a FITC, Cy2 o Cy3 se diluyen 1:200 y los
conjugados a AlexaFluor 466 o 543 1:500.

A partir de ahora se protegera de la luz las muestras en todo momento

ya que los fluorocromos son extremadamente sensibles a la luz.

Sacudir los portas con cuidado encima de un papel absorbente y lavar 5

min a temperatura ambiente con PBS, PBST-0.2% Triton y PBS.

Secar bien los bordes del porta y montar en Mowiol o con Prolong
Antifade (#P7481, Amersham) para una mejor proteccion del
fluorocromo.

Colocar el cubre-objetos contra el borde del porta-objetos y dejar caer

suavemente acompafando con los dedos sin hacer burbujas.

Guardar en una caja negra y analizar en un microscopio de

fluorescencia.
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4.3. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

1.

10.

11.

12.

Hacer un lavado de PBS 1x a las células, hepatocitos o islotes a

inmunoprecipitar. Se recomienda trabajar con 10° células por ChIP.

Centrifugar 1min a 1,000 rpm a 4°C

Resuspender las células en 10mL de PBS 1x y afiadir 0.3mL de

formaldehido 36% de manera que quede al 1%.

Fijar la cromatina 5-15 min a temperatura ambiente en rotacion
Dependiendo de la proteina a precipitar, puede requerir una mayor
fijacion aumentando el tiempo o la temperatura. Un exceso de fijacion
puede reducir la eficiencia de precipitacion del anticuerpo y afectar la
eficiencia de la sonicacion.

Detener la fijacion con glicina 125mM en frio.

Centrifugar 2 min a 2,500 rpm a 4°C

Hacer 2 lavados de 20mL con PBS 1x frio.

Resuspender en un volumen adecuado de soluciéon de ChIP completo
(1mL / 10° células) e incubar 10min en hielo. Ir agitando cada 2 min. El

objetivo de este paso es llevar a cabo la extraccién de los nucleos .

Distribuir en tubos eppendorf de 1.5mL y centrifugar 10 min 10,000
rpm a 4°cC.

Eliminar el sobrenadante sin apurar. Juntar todos los pellets en un
mismo tubo y homogenizar suavemente unas 20 veces con un
homogenizador manual adaptado para tubos eppendorf.

Centrifugar 10 min 10.000 rpm a 4°C para quitar el exceso de liquido.

Resuspender los nucleos en un 1mL de solucién de sonicacién completa

fria.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Sonicar el lisado para fragmentar el DNA generando fragmentos de
entre 0.5-1.0 Kb.

Es importante no hacer espuma para una buena sonicacién. Sonicar con
la muestra en hielo y esperar 1min entre pulso y pulso. La punta del
sonicador no debe tocar las paredes del tubo y debe introducirse hasta
el cono del tubo eppendorf. Subir y bajar la potencia del sonicador

progresivamente hasta el maximo permitido. Sonicar 9 pulsos de 20seg

Centrifugar la muestra a maxima velocidad minimo 30min a 4°C.

Mientras tanto se puede preparar la proteina A/G siguiendo el protocolo

especificado en Reactivos Basicos.

Afiadir 1% Triton y diluir el sonicado con solucion de sonicado+1%

Tritdn de manera que quede a 0.75 mL por inmunoprecipitacion (IP).

Hacer un preaclarado incubando la cromatina sonicada con 80 ul de
Protein A/G por IP, minimo 4 h a 4°C en rotacion continua
La finalidad es arrastrar cualquier unién inespecifica de la cromatina a la

proteina A/G

Centrifugar 2 min a 3,000 rpm a 4°C.

Recoger el sobrenadante sin apurar y distribuir a partes iguales (unos
750uL) en tubos de 1,5mL segun el nUmero de IPs a realizar.

En este punto es importante recoger 75ul de cromatina sonicada que
correspondera al 10% de input, es decir la cromatina total no
precipitada que nos servira de referencia para tener una idea
cuantitativa del grado de precipitacion de una secuencia génica
determinada.

Es importante reservar una condiciéon como control negativo, en el que
se usara para precipitar suero pre-inmune o un anticuerpo no

relacionado como anti-IgG de raton.

Incubar la cromatina con 1-5 ug de anticuerpo a 4°C toda la noche en

rotacion.
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En el caso de usar un anticuerpo de origen de ratén, al dia siguiente se

incubara durante 2h la cromatina con un anticuerpo puente anti-IgG de

ratén de origen de conejo para aumentar la eficiencia de precipitacion con

la proteina A/G.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Afiadir 40 pl de Protein A/G a cada IP. Continuar la incubacion 1h-1h30
a 4°C en rotacion.
A mas tiempo incubando, mas union inespecifica de la cromatina a la

proteina A/G.

Centrifugar 0.5 min a 3,000 rpm a 4°C y descartar los sn.

Lavar las muestras con 1 mL de solucion de lavado bajo en sal durante
5 min en rotacion.

La temperatura dependeréa de la proteina a precipitar. Si es muy
sensible a la degradacion, como ciertos factores de transcripcion, lavar
a 4°C. Si no es preferible a temperatura ambiente porque es mas
especifico.

Centrifugar 0.5 min a 3,000 rpm a 4°C y descartar los sn.

Lavar las muestras con 1 mL de solucién de lavado alto en sal durante 5
min en rotacion.

La concentracion de sal (NaCl) podra variar segun el anticuerpo. A mas
sal mayor especifidad

Centrifugar 0.5 min a 3,000 rpm a 4°C y descartar los sn.

Lavar las muestras con 1 mL de solucidon de lavado con LiCl durante 5

min en rotacion.

Centrifugar 0.5 min a 3,000 rpm a 4°C y descartar los sn.

Lavar 3 veces las muestras con 1mL de TE1x durante 3 min en rotacion.

Centrifugar 0.5 min a 3,000 rpm a 49°C y descartar los sobrenadantes.

En la dltima centrifugacion apurar bien.
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31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Eluir los complejos inmunes afiadiendo a cada muestra 200uL de
solucién de elucidn. Incubar 15 min en rotacién a temperatura
ambiente. Vortexear para ayudar a la elucion.

Centrifugar las muestras 2min a 10,000 rpm

Recuperar los sobrenadantes

Afadir otros 200uL de solucién de elucion a la proteina A/G y volver a

incubar otros 15min en rotacion.

Centrifugar las muestras 2min a 10,000 rpm

Recuperar los sobrenadantes y sumarlos a los otros 200uL

Afadir 16 pL de NaCl 5M a los 400 pL de muestra y al 10% de input.

Revertir la fijacion (cross-linking) incubando a 65°C de 6hr a toda la

noche.

Afadir 1mL de etanol absoluto y precipitar el DNA minimo 2h a -20°C.

Centrifugar 10min a maxima velocidad y resuspender en 100uL de

agua.

Afadir a los 100uL de muestra, 2ulL de EDTA 0.5M, pH 8, 4uL Tris 1M,
pH 6.5y 2uL de proteinasa K (10 mg/mL). Digerir a 45°C 1-2h.

Purificar el DNA con el kit de purificacidon Qiaquick de Qiagen.

El analisis de las muestras se llevara a cabo por PCR empleando
cebadores que reconozcan las regiones de DNA de interés, como por
ejemplo los promotores. Es necesario amplificar asi mismo controles
negativos (secuencias de promotores a las que no se espera que el
factor se halle unido), y si es posible controles positivos.

Correr una muestra de DNA del 10% de input en un gel de agarosa 1%

para valorar el tamafio medio de sonicacion.
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5. DNA Inmuno-FISH.

1. Centrifugar mediante Cytospin 50,000 hepatocitos o unos 100 islotes
previamente tripsinizados sobre un porta poli-lisinado a 500rpm durante
3min.

Es importante preservar el maximo posible la estructura 3D de los nucleos,
asi que se trabaja con rapidez y a bajas revoluciones. Los islotes se
tripsinizan mds o menos 1 min bajo lupa en 1 mL de tripsina
precalentada a 37°C y con un suave pipeteo. No se busca la

disgregacion completa del islote porque dafaria la estructura nuclear.

2. Dejar secar las células en el porta y rehidratar en PBS 1x durante 2 min

3. Fijar en PAF 4%-PBS 1x durante 15 min a temperatura ambiente
Se ha visto que mayores tiempos de fijacion pueden afectar el tamano
del punto FISH y por lo tanto la resolucion de la técnica

4. Lavar 5 min en PBS 1x para quitar el exceso de paraformaldehido

5. Calentar 5 min en tampoén citrato 10mM, pH 6 en el microondas a
maxima potencia
Este paso no sdlo libera los epitopos, mejorando la inmunofluorescencia
en algunos casos, sino que también desnaturaliza el DNA, mejorando el
resultado de la FISH

6. Lavar 5 min en PBS 1x

7. Permeabilizar 30 minutos en PBS-Tritdn 1% a temperatura ambiente

8. Lavar 5 min en PBS 1x

9. Bloguear minimo 30 min a temperatura ambiente con diluyente DAKO
suplementado con 3% de suero del mismo animal de donde provengan

los anticuerpos secundarios

10. Incubar con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo seguln

convenga, en una camara humeda a 4°C durante toda la noche.

- 233 -



Material y Métodos

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

.Lavar secuencialmente 5 min cada vez en PBS 1x, PBS-Triton 0.2% vy
PBS 1x

Incubar 1h-2h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
diluido en solucién de bloqueo seglin convenga.

El anticuerpo secundario lleva conjugado un fluorocromo. A partir de
ahora se protegen las muestras de la Iluz para no dafar los

fluorocromos

Lavar secuencialmente 5 min cada vez en PBS 1x, PBS-Tritén 0.2% vy
PBS 1x

Fijar en PAF 4%-PBS 1x durante 15 min a temperatura ambiente
Se puede reutilizar el del dia anterior. Es para fijar los inmunocomplejos

y no perderlos durante la FISH.

Lavar en PBS 1x

Pasar rapidamente por agua destilada e incubar exactamente 1 min 55
seg en una solucion de PBS 1x-0.1M NaOH, pH 12.8-13.0

Este paso sirve para desnaturalizar el DNA. Es importante que el pH sea
proximo a 13, por eso, para evitar un efecto tamponador, limpiar el

exceso de PBS con agua.

Pasar rapidamente por PBS 1x frio e incubar secuencialmente 3 minutos
cada vez en PBS 1x, PBS 1x, SSC 2x frios
Es importante que todos las soluciones estén frias para que no se

renaturalice el DNA.
Desnaturalizar la sonda
Se prepara por condicion, 1 ul de sonda marcada con digoxigenina (ver

marcaje de sonda), 1 uL de Cotl y 14 ul de buffer de hibridacion.

Afadir la sonda con cuidado y tapar con un cubre sin formar burbujas.

Sellar el cubre al porta con cola de contacto.
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20.Incubar toda la noche a 37°C en una camara humeda protegido de la

luz.

21.Quitar el cubre con cuidado evitando que se seque la muestra.

22.Lavar secuencialmente 5 min cada vez y a temperatura ambiente en
SSC 2x, SSC 2x, SSC 1x, PBS-Tritén 0.2% y PBS 1x

23.Incubar con anticuerpo anti-digoxigenina diluido en solucién de bloqueo
(segun recomiende el fabricante) 2h a temperatura ambiente.
Si se quiere hacer doble inmunoFISH, se recomienda usar un anticuerpo

anti-dig de origen de cabra

24.Lavar secuencialmente 5 min cada vez en PBS 1x, PBS-Triton 0.2% vy
PBS 1x

25.Incubar con anticuerpo secundario

26.Lavar secuencialmente 5 min cada vez en PBS 1x, PBS-Triton 0.2% vy
PBS 1x

27.Montar en Mowiol o ProLong antifade (#P7481, Invitrogen)
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Marcaje de la sonda con DIG-Nick Translation para DNA FISH
Usar el kit de marcaje DIG-Nick translation (#11 745 816 910, Roche)

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

1. Incubar a 15°C durante 1h30min.
1 ug de BAC purificado con Nucleobond Kit BAC 100, siguiendo las
instrucciones del manual (# 740 579, Cultek)
+4 ulL de kit de marcaje

+completar con agua hasta 20 pL

2. Detener la reaccion de marcaje con 1 uL de EDTA 0.5M, pH 8 e incubar
10min a 65°C.

3. Pasar las sondas por columnas Microspin G50 (#27 5333-01, Amersham)

para eliminar los nucleétidos marcados no incorporados a la sonda.

Guardar a -20°C.
Es bueno correr la sonda para comprobar que se obtienen fragmentos de
unos 100-200 bp.

Se suele usar 1 uL de sonda por FISH.
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6. Protocolo de obtencion de células aisladas.

6.1. Protocolo de obtencion de Islotes pancreaticos.

Este protocolo esta optimizado para obtener islotes pancreaticos de ratén.
Normalmente no se trabaja con mas de seis animales. Anestesiar los animales
con una solucidn de uretano 15% (inyectar 100uL por cada 10g de peso).

Como preparar los reactivos de este protocolo esta indicado en el

apartado Reactivos Basicos de este mismo capitulo.

1. Anestesiar al animal con una inyeccién intraperitoneal.

2. Abrir al animal, de manera a acceder a la zona abdominal. Lavar la zona
con PBS1 x y buscar a lo largo del intestino la inserciéon del colédoco.
Cerrar esta insercion con un clamp.

El colédoco es un conducto que comunica el pancreas con el intestino y
gue sale de debajo del higado. Clampear esa zona para que la

colagenasa que se inyecte vaya al pancreas y no al intestino.

3. Buscar la zona del colédoco mas amplia que acostumbra a estar cerca
del higado. Con mucho cuidado y con ayuda de unas pinzas limpiar esa
zona de grasa y tejido conectivo.

La finalidad es hacer accesible la pared del colédoco para poder hacer

un pequefio corte a partir del cual accedera la canula.

4. Realizar un corte en la pared del colédoco. Llenar la jeringa de solucion
de colagenasa P (1mg/mL) que todo este tiempo ha estado en hielo.
Introducir la canula en el colédoco a partir del corte y prefundir el
pancreas con la solucion de colagenasa P.

Este es el punto mas delicado, por la complejidad de la operacion. La
perfusion ha funcionado si se hincha el pancreas. En algunas ocasiones
la perfusion no es completa, en cuyo caso se pincha con la canula

directamente en las zonas no perfundidas para intentar prefundirlas.

5. Extraer el pancreas canulado con unas pinzas y bajo la lupa para no
romper el tejido y pasarlo a un tubo Falcon de 50mL que previamente
estaba en hielo. Dejar el Falcon en el hielo y proceder con la perfusion

de otro pancreas.
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10.

11.

12

Hay que evitar al maximo rasgar el tejido a fin de evitar la liberacion de

proteasas y RNAsas.

Al tener todos los pancreas, cada uno de ellos en un Falcon de 50mL,
incubar a 37°C con una agitacion muy suave durante 12 minutos a fin
que la colagenasa P digiera las uniones intercelulares y permita la
liberacion de los islotes.

Cada vez que se adquiera un lote nuevo de colagenasa P, deberian
testarse los tiempos de incubacion dptimos para maximizar la obtencion
de islotes; un exceso en el tiempo de incubacidon sobredigereria los

islotes y un defecto reduciria la cantidad de islotes obtenidos.

Detener la reaccion con 50mL de HBBS 1x-BSA frio. Dejar los Falcon en
hielo durante 5 minutos a fin de que los islotes precipiten al fondo.
A no ser que se indique lo contrario los reactivos, asi como los islotes

deben conservarse en frio.

Retirar el HBBS 1x-BSA aspirando con una pipeta hasta el cono del
Falcon. La mayoria de tejido habra precipitado en el fondo. Para ayudar
a la disgregacion de los islotes, pasar 3 veces por una aguja de 14g el

tejido con mucho cuidado y tratando de no hacer burbujas.

Lavar el tejido con 20 mL de HBBS 1x-BSA frio y dejar en hielo 1 minuto

para que sedimenten los islotes. Repetir el lavado dos veces mas.

Retirar el HBBS 1x-BSA con pipeta hasta el cono y pasar los islotes a un
Falcon de 15 mL. Afadir HBBS 1x-BSA hasta 14mL y centrifugar a
580xg 1 minuto a 4°C.

Resuspender el pellet en 7 mL de Histopaque 1090 a temperatura
ambiente.

Con este histopaque se genera un gradiente de densidad en el cual se
pueden separar los islotes del resto de tejido, por eso es muy

importante que esté todo muy bien resuspendido.

.Afadir 7 mL de HBBS 1x-BSA con mucho cuidado para no mezclar las

dos fases del gradiente.
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13.Centrifugar a 950xg durante 20 minutos a temperatura ambiente sin

freno para no romper el gradiente.

14.Recuperar la interfase donde flotan los islotes. En el fondo del tubo
queda un pellet de tejido acinar. Pasar los islotes a un nuevo Falcon de
15mL y completar el volumen hasta 14mL con HBBS 1x-BSA.

15.Centrifugar a 1400xg durante 4 minutos a 4°C.

16.Retirar el sobrenadante y resuspender los islotes en 14mL de HBBS 1x-
BSA. Realizar hasta 4 lavados, dejando siempre sedimentar los islotes.

Aspirar el sobrenadante con pipeta.

17.Resuspender el pellet en 10mL de HBBS 1x-BSA y pasarlo a una placa

Petri. Limpiar bien el fondo del Falcon para no perder ningun islote.

18.Utilizando un lupa binocular, escoger y contar los islotes que seran

utilizados para cultivar o para extraer RNA, DNA o proteina nuclear.

- 239 -



Material y Métodos

6.2. Protocolo de obtencion de hepatocitos

Este protocolo esta optimizado para obtener hepatocitos a partir de
higado de ratén. Normalmente se obtienen unos 30-40 millones de células con el
higado de un ratén de 1-1.5 meses de vida. Como preparar los reactivos de este

protocolo esta indicado en el apartado Reactivos Basicos de este mismo capitulo.

1. Anestesiar al animal con una inyeccién intraperitoneal.

2. Abrir al animal, de manera a acceder a la zona abdominal. Lavar la zona
con PBS 1x y buscar cerca del inicio del higado la vena cava (es la vena

gue une el higado y el corazén).

3. Limpiar bien la vena de grasa y pasar un hilo de sutura por debajo de la
vena. Realizar un nudo flojo y dejarlo lo mas cerca del higado.
Con este hilo se sujeta la canula para evitar que se salga al prefundir las

diferentes soluciones de trabajo.

4. Realizar un corte en la parte mas ancha de la vena cava, cerca del

corazon. Limpiar el exceso de sangre con PBS 1x

5. Introducir la canula en el colédoco a partir del corte y prefundir el
higado con 10 mL de solucién de perfusion. Cuando el higado esté
blanco, realizar un corte del lado opuesto del higado para liberar
presion.

De esta manera se evita romper hepatocitos por exceso de presion.
Este es un buen momento para poner a precalentar la solucion de

colagenasa a 0.5mg/mL

6. Seguir perfundiendo con 10mL de solucién de perfusién-BSA vy
seguidamente 10mL de colagenasa tipo I previamente calentada a
379C. Dejar incubar unos 2min a temperatura ambiente.

El BSA evitara un exceso de digestion por parte de la colagenasa.
7. Diseccionar el higado canulado y disgregar mecanicamente con la ayuda

de dos pinzas en un exceso de solucién de HBSS-BSA.
El HBSS-BSA detendra la reaccion de digestion

- 240 -



Material y Métodos

8. Filtrar la solucién con los hepatocitos con un filtro de 100 um, adaptable
para tubo Falcon de 50mL (#352360, BD Pharmigen).

9. Centrifugar a 600rpm 1min a 4°C

10.Resuspender con HBSS-BSA en un volumen adecuado.
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