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1. Resumen

Este estudio pretende lograr la expresién transitoria de genes en macréfagos peritoneales de
ratones knockout para la apoliproteina E (ApoE ) bajo la regulacion de un promotor especifico
de macrdéfagos. Para ello se clond en un plasmido la regién promotora del gen Cd68 murino, que
codifica una glicoproteina especifica de monocitos y macréfagos; seguido del gen Pon3 murino,
que codifica una proteina con actividad lactonasa y funcion antioxidante; y el gen reportero luc
de la luciérnaga oriental, que codifica la proteina luciferasa.

El clonaje de la regién promotora se abordé siguiendo dos estrategias distintas: una basada en
la recombinacion de secuencias homdlogas y otra basada en la ligacion de secuencias con
extremos compatibles. Posteriormente se realizd la transfeccion de macrofagos peritoneales
con el pldsmido pCd68.Pon3.luc utilizando diferentes reactivos basados en dos métodos:
transfeccion mediante liposomas o lipofeccién y transfeccion dirigida al ndcleo mediante un
campo eléctrico o electroporacién.

La sobreexpresiéon del plasmido se comprobd mediante medicién de la actividad luciferasa,
fosfatasa alcalina y proteina verde fluorescente.

Abstract

This study aims to achieve transient gene expression in apoliprotein E knockout mice (ApoE )
peritoneal macrophages under the regulation of a specific macrophage promoter. To this end,
the promoter region of the murine Cd68 gene, which encodes a specific glycoprotein of
monocytes and macrophages, was cloned into a plasmid followed by the murine Pon3 gene,
which encodes a protein with lactonase activity and antioxidant function; and the oriental
firefly’s reporter gene luc, which encodes the luciferase protein.

The cloning of the promoter region was approached following two different strategies: one
based on the recombination of homologous sequences and the other based on the ligation of
sequences with compatible ends. Subsequently, peritoneal macrophages were transfected with
the plasmid pCd68.Pon3.luc using different reagents based on two methods: transfection by
liposome or lipofection and transfection directed to the nucleus by means of an electric field or
electroporation.

The overexpression of the plasmid was verified by measuring the luciferase, alkaline
phosphatase and green fluorescent protein activities.



2. Introduccidn
2.1. Macréfagos

Los macréfagos son leucocitos mononucleares presentes en la mayoria de tejidos™. Su funcién
principal es la fagocitosis, aunque también presentan capacidad secretora. Participan en
procesos de remodelacidn de tejidos durante el crecimiento y en el mantenimiento de la
homeostasis, fagocitando células muertas o apoptéticas y otros restos celulares, ademas de
liberar factores de crecimiento, proteasas y otros productos®®. Sin embargo, el papel mas
conocido de los macrofagos es el que cumplen en el desarrollo de la respuesta inmune.

Los macréfagos participan en la respuesta inmune innata gracias a su capacidad de fagocitar
cuerpos extranos y patégenos y como productores de citoquinas. También participan en la
respuesta inmune adaptativa como células presentadoras de antigenos procesados de bacterias
y parasitos, ya que expresan en su membrana el MHC-II. Ademas, se ha descrito la participacién
de los macréfagos en cancer, fibrosis y enfermedades inflamatorias como la aterosclerosis®®.

Una caracteristica importante de los macréfagos es su heterogeneidad. Dependiendo del tejido
en el que se encuentran presentan fenotipos y perfiles de transcripcion diferentes, e incluso
reciben denominaciones distintas: células de Kupffer en el higado, microglia en el sistema
nervioso central, osteoclastos en el hueso, etc. Los macréfagos que se encuentran en tejidos
adultos en reposo pueden tener dos origenes distintos: derivan de la diferenciacién de
monocitos circulantes extravasados o se establecieron desde antes del nacimiento®”).

En caso de lesidon o infeccidn, la mayoria de macréfagos provienen de la diferenciacién de
monocitos circulantes®. Los monocitos se generan en la médula dsea a partir de precursores
llamados monoblastos, que a su vez provienen de células madre hematopoyéticas. Después, los
monocitos pasan a circulacion sanguinea donde permanecen hasta extravasarse a algun tejido
en procesos inflamatorios, donde se diferencian a macrofagos o a células dendriticas.

Una vez activados, se puede agrupar a los macrdéfagos en dos grupos dependiendo de su
fenotipo: M1 y M2, Los macréfagos M1, también conocidos como macréfagos activados
clasicos, tienen funcién proinflamatoria ya que secretan grandes cantidades de la citoquina IL-
12. Los macréfagos M2 intervienen en procesos de reconstruccion de tejidos al participar en la
angiogénesis y secretan citoquinas antiinflamatorias como IL-10. El fenotipo M2 es mas
heterogéneo e incluye varios subtipos, aunque no existe un consenso respecto a la clasificacion
de las distintas poblaciones. En general, en caso de herida, en las primeras fases del proceso de
curacion predominan macrofagos M1 y después, al reducirse la inflamacion, macréfagos M2.

En este trabajo se va a trabajar con macréfagos peritoneales. El peritoneo es la membrana que
reviste el interior de la cavidad abdominal. Se estructura en dos capas: una externa adherida a
la pared de la cavidad abdominal (peritoneo parietal), y otra interna que envuelve el intestino
delgado y otros drganos del abdomen (peritoneo visceral). El espacio entre ambas capas se
denomina cavidad peritoneal y contiene una pequeiia cantidad de fluido conocido como liquido
peritoneal, rico en leucocitos. En ratdn, se pueden aislar de 5 a 10 millones de células de esta
cavidad, siendo 50-60% linfocitos B, 30-40% macréfagos y 5-10% linfocitos T, Se ha elegido el
peritoneo como lugar de extraccion de macréfagos gracias a la facilidad del acceso y de la
posterior recogida, y a los buenos rendimientos en cuanto al nimero de macréfagos que se
obtienen por ratén. Gran parte de estos macréfagos se encuentran en un estado indiferenciado
o naive™, ya que no se han activado completamente a los fenotipos M1 o M2.



2.2. Marcadores de macréfagos: F4/80 y Cd68

Para caracterizar la poblacién de células peritoneales y verificar la presencia de macréfagos, se
escogieron los marcadores F4/80 y Cd68. Existen otros marcadores de macréfagos utilizados
para caracterizar estas células. El uso de uno u otro dependerd de la poblacién de macrdéfagos
que se desee estudiar y del entorno en el que se encuentren. Esto se debe a que los macréfagos
de distintos tejidos constituyen una poblacién celular muy heterogénea en cuanto a su
morfologia, fenotipo, metabolismo, funcidn y perfil transcripcional. Este hecho se podria asociar
con funciones especificas de tejido; sin embargo, existen diferencias importantes incluso entre
macréfagos que comparten un mismo microentorno?.

El homdlogo murino de EMR1, F4/80, es un marcador de poblaciones de macréfagos murinos
bien conocido y ampliamente utilizado desde el descubrimiento de un anticuerpo monoclonal
frente a este receptor en 1981*3). Sin embargo, F4/80 es expresado por otras células inmunes,
como los eosinodfilos, y no se expresa por igual en los distintos tipos de macréfagos. Este es el
caso del peritoneo, donde se ha visto que los niveles de F4/80 expresados por los macréfagos
peritoneales varian dependiendo de su diferenciacién y estado de activacion*¥. Se han descrito
dos subtipos que presentan expresion diferencial de este receptor, siendo definidos como
Macroéfagos Peritoneales Grandes (LPM: Large Peritoneal Macrophage) los que expresan niveles
altos de F4/80 y son morfolégicamente de mayor tamafio; y Macréfagos Peritoneales Pequefios
(SPM: Small Peritoneal Macrophage) los que expresan F4/80 en menor medida y son de un
tamafio menor*¥,

CD68 es una proteina altamente glicosilada especifica de monocitos y macréfagos considerada
como un marcador citoquimico de monocitos y macréfagos en el andlisis histoquimico de tejidos
inflamados, tejidos tumorales y otras aplicaciones inmunohistopatoldgicas. La macrosialina
(Cd68) es la variante murina de CD68. Se localiza intracelularmente, sobre todo en endosomas
avanzados, aunque se ha visto que se puede expresar una pequefia cantidad de dicha proteina
en la superficie celular®. Existen diferencias entre los niveles de glicosilacion de Cd68 segun la
exposicidn previa a estimulos inflamatorios y la induccién de fagocitosis!*®.

En un estudio realizado con vectores lentivirales dirigidos a la terapia génica, se probaron cinco
variantes de la regién promotora de CD68 como promotores especificos de macréfagos: el
promotor completo de CD68; la regidn proximal del promotor de CD68 de 343 pares de bases
(pb); la regidon proximal de 150 pb del promotor de CD68; y un promotor sintético construido a
partir de la fusidn de factores de transcripcidn al minipromotor p47°"°, en orientacion directa y
reversa observandose buenos niveles de expresion y especificidad*”.

3. Objetivos

El objetivo principal es lograr la sobreexpresién génica transitoria en macréfagos peritoneales
de ratones ApoE knockout. Para ello se deben alcanzar los siguientes objetivos:

- Amplificacién de la regiéon promotora de Cd68 y clonaje sustituyendo el promotor pL/VE en el
plasmido pLIVE.Pon3.luc.

-Transformacion de bacterias competentes y seleccion de un clon que haya incorporado el
plasmido ingenierizado pCd68.Pon3.luc.

- Obtencidén y caracterizacién de la poblacién celular extraida del peritoneo mediante marcaje
inmunofluorescente de CD68 y F4/80.



- Transfeccién de pCd68.Pon3.luc en macréfagos peritoneales de ratones ApoE knockout.

4. Materiales y métodos
4.1. Clonaje de la regién promotora de Cd68 en pLIVE.Pon3.luc

Se clond la regidon promotora de Cd68 (pCd68) en el plasmido pLIVE.Pon3.luc (anexo 9.1.1),
sustituyendo al promotor pLIVE® de MirusBio (Madison, WI, USA) y generando el plasmido
recombinante pCd68.Pon3.luc (anexo 9.1.2). Para ello se siguieron dos estrategias distintas: una
basada en la recombinacién de secuencias homdlogas mediante el sistema In-Fusion® HD
Cloning Kit de Takara Bio (Kusatsu, Prefectura de Shiga, Japdn); y una basada en la ligacidn
utilizando el sistema de clonajes intermedios TA Cloning™ Kit Dual Promoter de ThermoFisher™
Scientific (Waltham, MA, USA).

4.1.1. Clonaje por recombinacion: In-Fusion® HD Cloning Kit

El método In-Fusion® HD Cloning Kit de Takara Bio permite el clonaje independiente de ligasa de
productos de PCR en vectores linearizados. Este sistema se basa en una recombinasa que
reconoce secuencias homologas en los extremos del inserto (en este caso la regién promotora
de Cd68) y del vector (el plasmido pLIVE.Pon3.luc digerido con Bglll y Smal). Esta enzima lleva a
cabo la recombinacién de las secuencias homélogas generando un vector circular que contendra
el inserto.

Obtencion del vector

Obtencion del inserto
pLIVE.Pon3.luc

[ |
Digestion parcial
con Bglily Smal
1 Amplificacion y purificacion de
la region promotora de Cd68 B
===
Producto de PCR purificado
con extensiones homoélogas Plismido digerido
a los extremos del pldsmido y purificado
digerido
Recombinacion
=== —\
Incubacion con 5 »
reactivo In-Fusion® =S

Transformacién en
bacterias competentes l'

y seleccion de colonias

pCd68.Pon3.luc

Figura 1. Esquema de clonaje por recombinacion de la regién promotora de Cd68 (pCd68) en el plasmido
pLIVE.Pon3.luc mediante el método In-Fusion® HD Cloning Kit, para generar el plasmido pCd68.Pon3.luc.



Se extrajo el ADN gendmico de una muestra de tejido de ratdén (Mus musculus) y se obtuvo la
secuencia de la regiéon promotora del gen Cd68 mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

4111 41111 Extraccion de ADN gendmico

Se homogeneizaron 100 mg de higado de ratén con 1 mL de tampdn de lisis (Tris — HCl 10 mM
pH 7,4, EDTA 0,01 M, NaCl 0,15 M, SDS 10%) y 15 pL de proteinasa K (20 mg/mL) de Promega®
(Madison, WI, USA). Se incubd la mezcla durante 4 horas a 56 °C con agitacidon continua y
después se centrifugd a 13000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se
recolecté el sobrenadante y se aiadid 1 mL de etanol absoluto a -20 °C mezclando por inversion
varias veces y se dejo en reposo en hielo por 20 minutos.

Se recogidé el ADN con una pipeta pasteur y se transfirid a un tubo eppendorf con 200 plL de
etanol al 70%. Posteriormente, se centrifugd a 12000 g y 4 °C durante 5 minutos, se descarté el
sobrenadante y se eliminaron los de residuos de etanol por inversiéon del tubo sobre papel
secante. Finalmente, se resuspendio el precipitado en 250 pL de tampdn TE (Tris — HCl 10 mM,
pH 8,0 con EDTA 1 mM, pH 8,0).

El ADN extraido se almacend el ADN a -20 °C.

4.1.1.1.2. Diseno de los cebadores

Los cebadores deben cumplir dos funciones: garantizar una PCR especifica que permita la
amplificacion de la regién promotora de Cd68; y permitir la recombinacién del plasmido y el
inserto.

A partir de las secuencias conocidas del plasmido pLIVE.Pon3.luc y de la regién promotora de
Cd68, se disefid el segmento de los oligos destinado a la PCR teniendo en cuenta que el
contenido en G+C debe encontrarse entre el 40% y el 60%, evitando T, muy diferentes y con
una longitud entre 18 y 25 nucledtidos (nt) con G o C en 3’. El segmento destinado a la reaccion
de recombinacion se disefid como una cola de 16 nt homéloga al punto de corte de Bglll
downstream del promotor pL/VE para los cebadores directos, y una cola de 18 nt homéloga al
punto de corte de Smal upstream de pLIVE en los cebadores reversos.

De esta manera, el cebador directo (PrD) presenta en su extremo 5’ 16 nt en comun con el
plasmido pLIVE.Pon3.luc, y en su extremo 3’ cuenta con 22 nt especificos del promotor Cd68. El
cebador reverso (PrR) presenta en su extremo 5’ 18 nt comunes al plasmido pLIVE.Pon3.luc
ademas de 18 nt especificos del promotor de Cd68 en su extremo 3’. Estos cebadores se
encargaron a la casa ThermoFisher™ Scientific.

Se disefiaron y encargaron otras dos parejas de cebadores variando la secuencia de la region 3.
Las secuencias de los cebadores se encuentran en el anexo 9.2.

4.1.1.1.3. Reaccién en cadena de la polimerasa — PCR

Se amplificd la regidn promotora de Cd68 siguiendo el protocolo de Clone AmpHiFi PCR premix
de In-Fusion® HD Cloning Kit de Takara Bio. La reaccidn se llevé a cabo en un volumen total de
20 uL y se incubd en el en el termociclador S1000™ ThermalCycler de BioRad Laboratories
(Hercules, CA, USA).



El protocolo seguido fue el siguiente:

Reaccion PCR Programa termociclador
ADNg (41 ng/ulL) 1uL Iniciacion 95 °C - 5 minutos
PrD (5 uM) 1,2 uL 1. Desnaturalizacion 98 °C— 10 segundos
PrR (5 uM) 1,2 uL 2. Hibridacion 60 °C — 15 segundos
Clone AmpHifi PCR Premix 2x 10 uL 3. Extension 72 °C—7 segundos
ddH,0 6,6 UL Extension final 72 °C - 30 segundos

Figura 2. Protocolo seguido para la realizacion de la PCR. Se realizaron 35 ciclos de los pasos 1, 2y 3.

4.1.1.1.4. Verificacidn, purificacidn y cuantificacion del producto de PCR

Para verificar la amplificacion de la regién promotora de Cd68 se realizé una electroforesis en
un gel de agarosa al 1% con BrEt al 0,004%. Se cargaron 250 ng del marcador de peso molecular
de 1kb de ThermoFisher™ Scientific, y 2 uL de producto de PCR junto con 1 uL de Loading buffer
6x y 3 uL de agua destilada y desionizada (ddH;0). La electroforesis se llevd a cabo a 90V durante
30 minutos. Se valoro el resultado en un transiluminador con el sistema Gel Doc XR System.

A continuacidn, se purifico el producto de PCR siguiendo el protocolo GeneJET PCR Purification
Kit de ThermoFisher™ Scientific, que elimina cebadores, nucledtidos sin incorporar, enzimas y
sales procedentes de PCR.

Por ultimo, se cuantificd el producto de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1% junto a 250 ng de marcador de peso molecular de 1 kb pb de ThermoFisher™ Scientific. Con
la ayuda del programa Quantity One 1-D Analysis de BioRad Laboratories se analizé la banda
resultante y, comparandola con las bandas del marcador de peso molecular cuya cantidad de
ADN se conoce, se calculd la concentracion del producto purificado.

El material amplificado se almacend a-20 °C.

4.1.1.2.

La secuencia del promotor pLIVE del plasmido pLIVE.Pon3.luc estd flanqueada por un sitio de
corte de Bglll en su regidén 5’ y por un sitio de corte de Smal en su regién 3’. El sitio de corte de
Smal es Unico; sin embargo, Bglll realiza otro corte en el pldsmido, por lo que se decidio realizar
una digestién parcial.

Al digerir con Bgllly Smal el plasmido pLIVE.Pon3.luc apareceran fragmentos de distinta longitud
dependiendo del nimero de cortes realizado por las enzimas:

N2 de cortes realizados N2 de cortes realizados Tamanio de los fragmentos originados

por Smal por Bglll (kb)
1 0 7,7
1 1 (extremo 5’ de LIVE) 0,9 6,8
1 1 (extremo 3’ de Pon3) 1,1 6,6
1 2 0,9 1,1 5,7
0 2 2 5,7

Figura 3. Fragmentos originados en la digestion de pLIVE.Pon3.luc con Bglll y Smal.
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Se probaron distintas concentraciones de Smal y Bglll y distintos tiempos de incubacién para
favorecer la obtencién del fragmento de 6812 pb kb correspondiente al plasmido pLIVE.Pon3.luc
al que se le ha eliminado el promotor pLI/VE. La digestidn se realizé en el termociclador S1000™
ThermalCycler de BioRad. Tanto las enzimas utilizadas como el tampdn fueron adquiridos a
Fermentas de ThermoFisher™ Scientific.

4.1.1.2.2. Purificacién en gel de agarosa y extraccion del plasmido del gel

Se llevé a cabo una electroforesis en el gel de agarosa al 0,8% y BrEt al 0,004% con el producto
digerido, que se realizé a 30V durante 24 horas para asegurar una correcta separacion. Se usaron
250 ng de marcador de peso molecular de 1 kb de ThermoFisher™ Scientific.

Se procedio a recortar con bisturi la banda con el peso molecular esperado para el fragmento
deseado (6,8 kb). Se extrajo del gel siguiendo el protocolo GeneJET Gel Extraction kit de
ThermoFisher™ Scientific.

Dado que los fragmentos de 6,8 y de 6,6 kb tienen un tamafio parecido y para asegurar una
correcta purificacidon sin trazas del fragmento no deseado, se llevd a cabo una segunda
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con el producto extraido. Se recorté la banda de 6,8 kb
y se extrajo del gel siguiendo el protocolo anteriormente mencionado.

4.1.1.2.3. Cuantificacién

El producto de esta segunda extraccidén se cuantificd mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8%. Se usaron 250 ng de marcador de peso molecular de 1 kb de ThermoFisher™
Scientific y se analizé el gel con el programa Quantity One 1-D Analysis Software de BioRad
Laboratories como se hizo con el producto de la PCR en el apartado 4.1.1.1.4.

El plasmido digerido se almacend a -20 °C.
4.1.13.

Una vez conocidas las concentraciones de inserto y plasmido, se precipitaron para concentrarlos
y optimizar los volumenes de reaccién.

Se mezclaron 210 ng del plasmido y 25 ng del inserto, quedando asi a concentracion equimolar.
A continuacidn, se afiadié una décima parte del volumen de NaCl 5 M, para aumentar la salinidad
y neutralizar las cargas negativas de los acidos nucleicos, disminuyendo asi su solubilidad.
Después se afiadid un volumen de isopropanol igual al volumen de la solucion anterior. El
isopropanol atrapa moléculas de agua, facilitando la precipitacion del ADN. Las proporciones
finales de disolucién de ADN, NaCl 5 M e isopropanol fueron de 10:1:11, respectivamente.

La solucién se incubd durante 15 minutos a -80 °C y seguidamente se centrifugd 15 minutos a
15000 g y una temperatura de 4 °C. El ADN precipita en presencia del alcohol en este medio de
alta salinidad. El sobrenadante se retiré y el pellet se lavd tres veces con EtOH al 75%. Finalmente
se seco el pellet con el Speedvac Eppendorf Concentrator 5301.

El pellet obtenido se resuspendié en 4 pL de ddH,0 y se almacend en nevera durante 24 horas
para asegurar la completa hidratacién del ADN.



Recombinacion

Siguiendo el protocolo de clonaje In-Fusion HD Cloning Kit de Takara Bio, a los 4 plL de plasmido
e inserto concentrados se les anadié 1 uL de In-Fusion Enzyme Premix 5x. Se incubd la mezcla a
50 °C durante 30 minutos en el termociclador S1000™ ThermalCycler de BioRad.

Se cqueré si la reaccidén de recombinacién se llevd a cabo de forma correcta mediante una
electroforesis a 90V durante 50 minutos en gel de agarosa al 1%.

4.1.2. Clonaje por ligacion: TA Cloning™ Kit Dual Promoter con vector pCR™!I|

El método TA Cloning™ Kit Dual Promoter con vector pCR™II (anexo 9.1.3) de ThermoFisher
Scientific permite el clonaje en un paso de productos de PCR amplificados con polimerasa Tagq.
Esta polimerasa produce secuencias de ADN que poseen una adenina terminal no apareada en
sus extremos 3’. El vector pCR™II proporcionado con el kit se encuentra linearizado y presenta
una timina protuberante en sus extremos 3’. La complementariedad de los residuos de adenina
del inserto y de los residuos de timina del vector permite una eficiente ligacién.

Se clond la region promotora de Cd68 en el pldsmido pCR™Il originando el pldsmido
pPCR™I11.pCd68 (anexo 9.1.4). Se transformaron bacterias con este pldsmido y se caracterizaron
las colonias resultantes. Una vez elegida una con el plasmido de interés mediante los métodos
descritos en la seccidn 4.2.2., se extrajo el pldsmido mediante una miniprep. Este clonaje
intermedio permitié digerir el inserto con las mismas enzimas de restriccién usadas en la
digestion parcial de pLIVE.Pon3.luc, originando extremos compatibles para su posterior ligacidn.

4121 Obtencidn del inserto: Hot-start PCR

Partiendo de una muestra de ADN gendmico de Mus musculus, se amplificé la regiéon promotora
de Cd68 mediante una Hot-start PCR utilizando una polimerasa Taq y los cebadores disefiados
en el apartado 4.1.1.1.2. Como se ha descrito, los cebadores contienen los sitios de restriccion
de Smal y Bglll. Se prepard un volumen de reaccion de 20 uL que se incubd en el termociclador
$1000™ ThermalCycler de BioRad. El protocolo seguido fue el siguiente:

Reaccién PCR Programa termociclador

ADNg (41 ng/uL) 1ul Iniciacion 94 °C -5 minutos
PrD/PrR (5 uM) 0,5/0,85/1,2uL = 1.Desnaturalizacion 94 °C — 30 segundos

Taq polimerasa (2,5 U/uL) 0,125 pL o 56,6/58,4/60,9/

2. Hibridacion .

dNTPs (25 mM) 0,2 uL 62 °C—30 segundos
MgCl; (25mM) 1,6 uL 3. Extension 72 °C - 30 segundos
ddH,0 Completar 20 pL Extension final 72 °C - 30 segundos

Figura 4. Protocolo seguido para la realizacién de la Hot-start PCR con ADN polimerasa Tag. Se probaron
3 concentraciones de cebadores y 4 temperaturas de hibridacion o annealing diferentes. Se realizaron 38
ciclos de los pasos 1, 2 y 3.

Una vez transcurrida la PCR se limpid el producto siguiendo el protocolo de GeneJET PCR
Purification Kit de ThermoFisher™ Scientific. Se cuantificé mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1% de una décima parte de la muestra amplificada y analizando el gel con el programa
Quantity One 1-D Analysis Software de BioRad Laboratories.

El material amplificado se almacend a -20 °C.



Se ligaron 100 ng de plasmido y 50 ng de producto de PCR, de modo que el inserto se encontrara
en exceso. La reaccion se llevé a cabo en un volumen de 20 uL a los que se afiadié 1 puL de enzima
ligasa (1U/uL), 2 pL de tampdn 10xy 11,5 L de ddH,0 para completar el volumen. Se incubd a
temperatura ambiente durante 24 horas, originando el plasmido pCR™Il.pCd68.

41.2.2.

Tras obtener una cantidad adecuada de pCR™Il.pCd68 mediante una miniprep, procedimiento
descrito en el apartado 4.2.3.1, se digirid este plasmido con Bglll y Smal, originando el inserto
correspondiente a la regién promotora de Cd68. Se realizé una digestion parcial de
pLIVI?.'I}"(%ﬁB.Iuc como se describié en el apartado 4.1.1.2.1, originando el plasmido linearizado
sin promotor. Ambos fragmentos se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se
extrajeron utilizando el kit GeneJET Gel Extraction kit de ThermoFisher™ Scientific. Se
cuantificaron mediante una electroforesis en gel de agarosa y analizando el gel con el programa
Quantity One 1-D Analysis Software de BioRad Laboratories como se ha descrito.

Se ligaron 100 ng del plasmido pLIVE.Pon3.luc digerido y 60 ng de inserto de forma que el inserto
se encontrara en exceso. La reaccion se llevd a cabo en un volumen de 20 L a los que se afiadid
1 pL de enzima ligasa (1U/uL), 2 uL de tampdn 10x y se completd el volumen con ddH,0. Se
incubd a temperatura ambiente durante 24 horas, originando el plasmido pCd68.Pon3.luc.

pCd68

r A B onCdes
! r B pLive
“ Ligacion Pon3: Paraoxonasa 3
pCR™II — 7 | [PCR™II.pCd68 luc: Luciferasa

Digestion con \

Bglil y Smal \

— Ligacién
—> | |pCd68.Pon3.luc

pLIVE.Pon3.luc

Figura 5. Esquema de clonaje de la regién promotora de Cd68 (pCd68) en el plasmido pLIVE.Pon3.luc
mediante ligacion de extremos compatibles, con clonaje intermedio de pCd68 en pCR™II por ligacion de
colas de adenina y timina.

4.2. Transformacion de bacterias
4.2.1. Shock térmico

Se siguio el protocolo de Stellar™ Competent Cells PT5055-2 de Clontech, que emplea una cepa
de E. Coli HSTO8 con elevada eficiencia de transformacion.

Primero se descongelé la alicuota comercial en hielo y se tomaron 50 pL de células a los que se
afadieron 100 ng del producto de la ligacién, tanto para el caso de pCR™Il.pCd68 como para el
caso de pCd68.Pon3.luc. A continuacién, la mezcla se incubé durante 30 minutos en hielo,
removiendo la alicuota suavemente cada 5 minutos.
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Posteriormente, se sometieron las bacterias a shock térmico en un bafo termostatizado a 42 °C
durante 45 segundos para permeabilizar sus membranas permitiendo la internalizacién del
pldasmido. Pasado este tiempo, las células se devolvieron rapidamente a hielo donde se
incubaron 2 minutos. Por ultimo, se afadieron 250 pL de medio SOC para recuperar las células
del estrés sufrido y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos en agitacién.

Tanto las bacterias transformadas con el plasmido pCR™Il.pCd68, como las transformadas con
pCd68.Pon3.luc se sembraron en dos placas de LB agar a dos concentraciones logaritmicas
distintas utilizando el asa de Driglasky. El primer plasmido en placas con ampicilina (50 pg/mL)
y el segundo en placas con kanamicina (50 pg/mL). En ambos casos las placas se incubaron
durante 24 horas en estufa a 37 °C.

Al dia siguiente se seleccionaron varias colonias para estudiar y se les hizo un duplicado de
seguridad en otra placa de LB agar con el antibidtico adecuado. Se incubaron a 37 °C hasta el dia
siguiente.

4.2.2. Analisis de las colonias recombinantes

Extraccidn cloroformo-fenol

Se rehfizéHa extraccidn del ADN de las colonias seleccionadas mediante una bifase cloroformo-
fenol con alcohol isoamilico en una proporcidn 24:25:1 respectivamente.

Se resuspendié la colonia a estudiar en 45 pL de medio STE (Cloruro de sodio 100 mM, Tris 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8), a los que se le afiadieron 30 uL de la solucién cloroformo-fenol-alcohol
isoamilico. A continuacidn, la mezcla se vorted para lisar las bacterias y se centrifugd 10 minutos
a 12000 g. Esto provocé la formacion de dos fases: los acidos nucleicos quedaron en la fase polar
superior, en la interfase proteinas y en la fase apolar inferior lipidos y otros restos celulares.

Se tomaron 25 L de la fase superior sobre los que se afiadié 1 pL de ARNasa libre de ADNasas

a una concentracion de 200 pg/mL. La solucidn se incubd a 55 °C durante 30 minutos.
4222

El ADN plasmidico puede existir en tres conformaciones: stper enrollado (supercoiled), circular
abierto (open-circular) y lineal. In vivo, el ADN plasmidico presenta forma superenrollada, pero
in vitro pueden aparecer otras formas.

Se ar)‘azlizzg el material genético extraido mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
durante 30 minutos a 90V. Se cargaron 250 ng del marcador de peso molecular de 1 kb de
ThermoFisher™ Scientific.

Analisis de restriccion

Se realizd un analisis mediante enzimas de restriccion del ADN extraido usando la enzima EcoRl,
la cual realiza dos cortes en la region de clonaje del plasmido pCR™IIl. En caso de no haber
incorporado el inserto, se observaria un fragmento de 4 kb correspondiente al plasmido
linearizado. En los plasmidos que incorporasen el inserto se observarian dos bandas: una de 0,85
kb correspondiente al inserto y otra de 4 kb correspondiente al pldsmido linearizado.
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Se digirieron 5 puL de ADN extraido con 1 U de EcoRl y el tampdn correspondiente, completando
la reaccidn hasta 20 pL con agua. Se incubd la mezcla a 37 °C durante 1 hora. Por ultimo, se
evaluaron las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% a 90V durante 1 hora,
cargando 5 L de la muestra digerida junto a 1 puL de Loading buffer 6x. Como marcador de peso
molecular se usaron 250 ng del marcador de peso molecular de 1 kb de ThermoFisher™.

4.2.2.3.2. pCd68.Pon3.luc

Se realizaron tres digestiones:

- Digestion con BsrGl: Realiza un unico corte en el pldsmido recombinante pCD68.Pon3.luc,
originando asi un fragmento de 7,6 kb. En el caso del plasmido pLIVE.Pon3.luc se originarian dos
fragmentos, uno de 1,2 kb y otro de 5,2 kb. En caso de que el pldsmido digerido se hubiese
recircularizado sin incorporar inserto, se originaria un Unico fragmento de 6,8 kb.

- Digestidn con Bglll: Realiza dos cortes en el plasmido recombinante, originando un fragmento
de 1,9 kb y uno de 5,7 kb. En el caso del plasmido pLIVE.Pon3.luc se originarian dos fragmentos,
uno de 2 kb y otro de 5,7 kb. En caso de que el plasmido digerido se hubiese recircularizado sin
incorporar inserto también se originarian dos fragmentos, uno de 1 kb y otro de 5,7 kb.

- Digestion con Xmil y Smal: Se generan dos fragmentos en el plasmido recombinante, uno de
600 pb y otro de 7030 pb. En el caso del plasmido original se originarian dos fragmentos, uno de
8 pb y otro de 7,7 kb. El fragmento de 8 pb es muy pequefio, por lo que solo se observara un
fragmento de 7,7 kb. En caso de que el pldsmido se hubiera recircularizado sin incorporar inserto
se originaria un unico fragmento de 6,8 kb.

Se usé el tampdn adecuado en cada caso y se incubaron las muestras a 37 °C durante 1 hora.
Por ultimo, se evaluaron las muestras digeridas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
a 90 V durante una hora con 250 ng del marcador de peso molecular de 1 kb de ThermoFisher™.

4.2.3. Secuenciacion
4.2.3.1

Una vez seleccionada una colonia que hubiera incorporado el vector adecuado, pCR™Il.pCd68 o
pCd68.Pon3.luc dependiendo del caso, se procedio a la extraccidn del plasmido mediante una
miniprep. Se prepard un cultivo bacteriano de la colonia seleccionada en 10 mL de LB agar con
ampicilina o kanamicina a 50 pg/mL, que se dejd incubar durante 24 horas a 37 °C en agitacion.

Antes de extraer el ADN plasmidico se traspasaron 850 pL de este cultivo a un criotubo y se les
afnadio 150 pl de glicerol puro. Se mezcld y se guardd a - 80 °C. El resto del cultivo se purificd
utilizd%dd el kit comercial ZymoPURE™ Plasmid Miniprep de Zymo Research (Irvine, CA, USA).
Por dltimo, se midid la concentraciény la pureza de este ADN plasmidico utilizando el dispositivo
NanoDrop ND — 1000 Spectrophotometer.

Se prepararon 12 pL de ADN plasmidico a 100 ng/uL que se mandaron al servicio de
secuenciaciéon del CIBA — Centro de Investigacion Biomédica de Aragdn. Para secuenciar
pPCR™I11.pCd68 se enviaron las secuencias del cebador universal (-21) y el cebador reverso usado
en la Hot-start PCR. En el caso de pCd68.Pon3.luc se enviaron las secuencias del cebador directo
usado en la PCR y un cebador de Pon3. Los cebadores enviados tenian una concentracién de
5mM. Las secuencias de los cebadores se encuentran en el anexo 9.4.
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4.3. Obtencion y caracterizacion de macréfagos peritoneales de ratén
4.3.1. Obtencion y siembra de los macréfagos

Para obtener los macréfagos se prepard en condiciones estériles una solucidon de recogida de
tampén fosfato salino (PBS) con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de Penicilina —
Estreptomicina. Dicha solucién se inyecté en el peritoneo de ratones eutanasiados por
sofocacién en una cdmara de CO,, a una razon de 5 mL/ratdn. Tras masajear el peritoneo para
asegurar una alta transferencia de células peritoneales al medio de recogida, se extrajo la mayor
cantidad posible de liquido con ayuda de una pipeta y se depositd en un tubo estéril. Estos tubos
se mantuvieron en hielo picado hasta llegar al laboratorio.

Se centrifugd el medio recogido a 400 g durante 10 minutos, se deseché el sobrenadante y se
resuspendieron las células peritoneales en 3 mL de medio DMEM y Ham’s F-12 (1:1) con
Penicilina — Estreptomicina al 1%. Después se midid la densidad celular mediante en un contador
celular Countess™ Il FL Automated Cell Counter de ThermoFisher™ Scientific. Se sembraron las
células a razén de 2,5-10° células/cm?, teniendo en cuenta que de acuerdo a la literatura®?
aproximadamente la mitad de las células contadas corresponden a macréfagos.

Se dejaron incubar 2 horas para permitir la adhesion de los macréfagos, se aspird el medio y se
lavé dos veces con PBS para eliminar las células no adheridas. Después se afiadié el medio de
mantenimiento (Ham’s F-12 — DMEM 1:1 con Penicilina — Estreptomicina al 1%).

4.3.2. Caracterizacion por inmunofluorescencia

Para cerciorase de que la poblacidn celular extraida y purificada del peritoneo estaba compuesta
por macréfagos, se detectd la expresion de CD68 y F4/80 mediante inmunofluorescencia. Una
vez adheridas las células a la placa, se retird el medio y se lavd con PBS dos veces. Las células se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente y se
permeabilizaron en caso de ser necesario con 0,1% de Tritdn X-100 en PBS durante 15 minutos.
Posteriormente se bloquearon las reacciones inespecificas incubando las células durante 30
minutos con un tampdén PBS con albimina de suero bovino (BSA) al 5%. Transcurrido este
tiempo, se incubaron las células durante 1 hora con los anticuerpos primarios acoplados a un
fluorocromo, CD68 - Alexa Fluor 488 para el caso de CD68 y APC para F4/80, adquiridos a
ThermoFisher™ Scientific y diluidos 1/200 en PBS con 1% BSA y 0,1% de Tritdn X-100.

Tras realizar dos lavados con 0,1% de Tritén X-100 en PBS, se realizé la tincion de los ndcleos con
Hoescht diluido 1/5000 durante 5 minutos. Las imagenes se capturaron con el microscopio de
fluorescencia FLoid Cell Imaging Station de ThermoFisher™ Scientific.

4.3.3. Estudio de la viabilidad celular

Se estudio la viabilidad de los macréfagos en las condiciones experimentales mediante tincion
con azul de tripan. El azul de tripan es un colorante que permite discernir entre células vivas y
muertas. Las células vivas tienen la membrana celular intacta, por lo que no incorporan el
colorante; sin embargo, las células muertas con una membrana dafiada son permeables, por lo
gue se tefiirdn. Por lo tanto, las células muertas aparecen de un distintivo color azul bajo el
microscopio.
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4.4. Transfeccidén en macréfagos
4.4.1. Obtencion de pCd68.Pon3.luc a gran escala mediante Maxiprep

Para obtener una gran cantidad de pCd68.Pon3.luc con el que realizar las transfecciones se
siguid el protocolo del kit para purificacién de ADN EndoFree Plasmid Purification Maxiprep de
QIAGEN® (Hilden, Alemania).

4.4.2. Lipofeccion: Transfeccion mediante liposomas

Se probaron distintos kits comerciales basados en la captacidon de ADN introducido en liposomas
o lipofeccidn. Estos kits contienen distintas soluciones de caracter lipidico que forman complejos
con el ADN plasmidico y permiten su internalizacién por endocitosis en células animales y su
posterior expresion.

Se probaron los kits:

FuGENE® HD Transfection Reagent de Promega, EndoFectin™ Transfection Reagent de
GeneCopoeia™ (Rockville, MD, USA), Lipofectamine® 3000 Reagent de ThermoFisher™ Scietific,
TRANSFECTOSOME de Nanovex Biotechnologies S.L (Parque tecnoldgico de Asturias, Espafia) y
TransIT®-Lt1 Transfection Reagent de MirusBio.

El protocolo seguido fue el siguiente:

Primero se incubd el ADN plasmidico con la solucién proporcionada por el kit. Para un pocillo de
0,29 cm? de una placa de 96 pocillos con una densidad celular de 1,25-10° macréfagos/cm?y un
volumen de 100 pL de medio de cultivo por pocillo, la incubacién se llevé a cabo en un volumen
de 10 pL del medio de cultivo utilizado en el pocillo. Esta solucién se afiadié a cada pocillo,
alcanzando un volumen total de 110 pL. Una vez afiadida la mezcla de transfeccion, se incubaron
las células durante 24 horas a 37 °C en una atmdsfera humeda, conteniendo un 5% de CO,.
Transcurrido ese tiempo se valord la tasa de transfeccion.

Para intentar alcanzar una transfeccién eficaz se variaron los protocolos probando distintas
concentraciones de reactivos y ADN plasmidico (Figura 6), asi como distintos medios de cultivo
surgidos de la combinaciéon de los medios Opti-MEM®, DMEM y Ham’s F-12.

Kit comercial ADN por pocillo (pg) Reactivo por pocillo (pL)

FUGENE® HD o1 03
0,1 0,4
. 0,1 0,2
EndoFectin™ 0,1 0,3

0,1 P3000: 0,2 L3000: 0,15

Lipofectamine® 3000 0,1 P3000: 0,2 L3000: 0,3
0,1 0,2
TRANSFECTOSOME 0,1 0,3
TransIT®-Lt1 0,1 0,3

Figura 6. Condiciones experimentales ensayadas.
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Para los experimentos de sobreexpresién génica mediante lipofeccion, ademas del plasmido
disefado en el presente trabajo, se utilizaron como control positivo dos plasmidos distintos que
incluian genes reporteros bajo la regulacion del promotor constitucional del citomegalovirus
(PCMV):

- pEZX.GAO01 (GeneCopoeia™): Contiene el gen de la fosfatasa alcalina secretable (SEAP) bajo la
regulaciéon del promotor del citomegalovirus.

- pCMV.luc (Oxford genetics, Oxford, UK): Contiene el gen de la luciferasa de la luciérnaga
oriental (luc) bajo la regulacién del promotor del citomegalovirus.

Los mapas de ambos plasmidos se encuentran en el anexo 9.1.

4.4.3. Electroporacion: Transfeccion mediante un campo eléctrico

En este caso la captacidn del material genético se realiza por electroporacién, un método fisico.
Al aplicar un pulso eléctrico adecuado sobre las células que se desea transfectar, su membrana
se permeabiliza permitiendo la internalizacion de material genético exdgeno. La tecnologia
Nucleofector™ combina unos parametros eléctricos optimizados y soluciones especificas para
los distintos tipos celulares para dirigir las moléculas de ADN plasmidico al interior celular,
directamente al nucleo.

Lipofeccién Nucleofeccion

ottty

Gen de interés

\\ -
At S
o &
Ndcleo Vg
Ving
Citoplasma

Célula de interés

Figura 7. Representacién de los fundamentos de la transfeccidn por lipofeccién y por electroporacion.
Ilustracion de Nucleofector™.

Se sigui6 el protocolo Amaxa® Mouse Macrophage Nucleofector™ Kit de Lonza (Basilea, Suiza),
que permite la transfeccidon de macréfagos murinos. Se afladieron 2 -10° células peritoneales
con 2 pug de ADN plasmidico a la cubeta de electroporacion, junto con 100 uL del reactivo Ingenio
Electroporation Solution de Mirus (referencia MIR 501111). Después se le aplico a la cubeta el
programa Nucleofector Program Y-001.

Una vez acabado el protocolo, se afiadieron 500 pl de medio de cultivo y se sembraron las células
a la misma densidad descrita previamente (2,5-10° células/cm?). Las células se incubaron
durante 24 horas a 37 °C en una atmésfera humeda, conteniendo un 5% de CO,. Transcurrido
ese tiempo se valord la tasa de transfeccion.

En el experimento de electroporaciéon también se utilizé un control positivo, en este caso el
plasmido pZsGreen1-N1 (Addgene, Watertown, MA, USA): Contiene el gen reportero de la
proteina fluorescente Zsgreen bajo la regulacion del promotor pCMV. (Mapa en anexo 9.1.).
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4.4.4. Métodos de valoracion de los macrofagos transfectados

Estudio de la actividad luciferasa

Para valorar la tasa de transfeccion y la funcionalidad del pldasmido pCd68.Pon3.luc en las células
transfectadas se utilizé el gen de la luciferasa de la luciérnaga oriental (Photinus pyralis) como
gen reportero. Si se ha sobreexpresado luciferasa, se habrd sobreexpresado Pon3 y la
transfeccion habra sido eficaz, ya que el promotor controla la expresiéon de ambos genes. Para
estuéig'r“kla'actividad de laluciferasa, primero se retiré el medio de cultivo y se lavaron los pocillos
con PBS dos veces. A continuacidn, se lisaron los macréfagos con un tampdn Tris — HCl 25 mM a
pH 7,5 con Tritén 100x al 0,03%. Se afiadieron 25 L de este tampdn a cada pocillo, liberando de
esta forma el contenido celular al medio. Se traspasaron los 25 uL a una placa opaca, y se le
afiadio a cada pocillo 60 uL de un tampdn de revelado con D-luciferina 100 uM, 6,25 mM Tris —
HCl pH 7,5, 10 mM de MgCl, y 2,5 uM de ATP. La luciferasa metaboliza la luciferina en presencia
de ATP, originando luz. La luminiscencia se midioé en el lector de microplacas FLUOstar® Omega
de BMG Labtech.

Estudio de |la fosfatasa alcalina

A Ios4_q%2dias post-transfeccion, se recogieron 50 pL de medio de los pocillos a estudiar y se
calentaron a 65 °C durante 15 minutos. Se transfirieron por duplicado 10 pL a una placa de 96
pocillos y se afadieron a cada pocillo 100 uL de tampdn de dietanolamina 0,5 mM, pH 9,8 con
MgCl; al 10% y p-nitrofenilfosfato al 0,1%. Tras incubar 1 hora a 37 °C, la fosfatasa alcalina
metaboliza el p-nitrofenilfosfato a p-nitrofenol, que adquiere color amarillo a pH alto. Se midio
la absorbancia a 405 nm en el lector de microplacas FLUOstar® Omega de BMG Labtech.

4.4.43. Estudio de la fluorescencia

En el experimento de electroporacidn se utilizé como control positivo un plasmido que contiene
como gen reportero la proteina verde fluorescente ZsGreen. Esta proteina emite fluorescencia
a 509 nm (zona verde del espectro visible) al ser irradiada con luz ultravioleta. La fluorescencia
se observé directamente en la placa de cultivo con el microscopio de fluorescencia FLoid Cell
Imaging Station de ThermoFisher™ Scientific.

5. Resultados y discusion
51.1€lonaje de la region promotora de Cd68 en pLIVE.Pon3.luc
5.1.1. Clonaje por recombinacidn: In-Fusion® HD Cloning Kit

ADN
Eenomico

""""""""""""""""""""""""" 10000 pb
6000 pb

3000 pb

Al realizar una electroforesis en gel de agarosa con el ADN
gendmico extraido de higado de Mus musculus (figura 7), se
observd una Unica banda de gran peso molecular. Esto se
traduce en una correcta extraccion del ADN gendmico,yaque 1000 ph
la presencia de una Unica banda corresponde a cromosomas Figura. 8. Electroforesis en gel de
integros. La concentracion medida con NanoDrop ND — 1000  agarosa al 0,8% del ADN gendmico
Spectrophotometer del ADN extraido fue de 41 ng/uL con un  extraido visualizado con Gel Doc

;e XR. MPM (marcador de peso
indice de pureza (Abszeo/Absgo) de 1,88. molecular) de 1 kb,
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5.1.1.1.2. Reaccién en cadena de la polimerasa

Para este trabajo se eligié como regién promotora una secuencia de 806 nt formada por el
primer nucledtido codificante de Cd68 y los 805 nt upstream desde el inicio de la secuencia
codificante de la variante transcripcional 1 del gen Cd68 murino (NM_001291058.1)#),

Se probaron las 9 combinaciones posibles de los cebadores directos y reversos de las 3 parejas
de cebadores disefiadas (anexo 9.2) a una misma concentracidn y en las mismas condiciones de
temperatura y tiempos de incubacion. Por ejemplo, la combinacidn del cebador directo 1 con el
cebador reverso 1 seria 1.1 y asi
sucesivamente. Se  comprobé la

MPM 1.1 1.2 1.3 2.1 2.2 2.3 3.1 3.2 3.3

3000 pb amplificacion de las muestras mediante
o una electroforesis en gel de agarosa. Un
240 pb 1‘;‘5}2PE __'-“.ﬂ- o == . resultado positivo se tradujo en la

presencia de una Unica banda a una altura
de 840 pb, correspondiente a la regién
promotora de 806 pb de Cd68 junto con

Figura. 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los

productos amplificados por PCR visualizado con Gel Doc XR. las secuencias homologas a
1.1 indica la reaccidn del cebador directo 1 y el cebador pLIVE.Pon3.luc destinadas a la
reversol. MPM de 1 kb. recombinacion.

La amplificacién fue exitosa en 5 de las 9 combinaciones de cebadores: 1.1, 1.2, 2.1, 2.2y 2.3
(figura 9). Se escogid la condicion 1.1 ya que tiene la regidon promotora escogida integra.

5.1.1.1.3. Verificacién, purificacién y cuantificacion del producto de PCR

MPM

Tras limpiar el producto de PCR 1.1 con el kit GeneJET
PCR Purification Kit, se cuantificd la concentracion del
1000 ph producto extraido mediante una electroforesis en gel
T, Ee—— 540 pb ., .
de agarosa. El gel se analizé con el programa Quantity
One 1-D Analysis (figura 10). La concentracidon
Figura. 10. Electroforesis en gel de agarosa calculada fue de 6 ng/uL.

al 1 % del producto de PCR 1.1 purificado,
visualizado con Gel Doc XR. MPM de 1 kb.

2000 ph

1l i

500 ph

________________ MPM
. Wy . 10000 pb -
5.1.1.2.1. Digestion parcial - st 6600/6800 pb
6000 pb — S
La figura 11 corresponde a la digestion de 6 ug del S = 5700 pb

plasmido pLIVE.Pon3.luc con 10 U de Smaly 0,5 U 400? Pb — S

de Bglll en tampdn Tango durante 30 minutos a 30

°C. Se observé una banda intensa a una altura de  5qgp pb
6,8 kb correspondiente al plasmido pLIVE.Pon3.luc

al que se le ha eliminado el promotor pL/VE. El

fragmento de 6,6 kb también se encuentra a esta Figura. 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
del plasmido pLIVE.Pon3.luc digerido con Bglll y

Smal, visualizado con Gel Doc XR. MPM de 1 kb.

e 2000 pb

altura.
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5.1.1.2.2.

MPM

8000 pb

Una vez comprobado el
tamafio correcto del plasmido

digerido (6,8 kb), se realizé la

6000 pb

__esoopb €xtraccion del gel. Para evitar

Figura. 12. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, del plasmido
pLIVE.Pon3.luc digerido con Bglll y Smal y recorte del mismo.

trazas del fragmento de 6,6 kb
se realizd una segunda
purificacién. En la figura 12 se
puede observar el recorte del
ge de esta segunda
purificacién.

Visualizado con Gel Doc XR. MPM de 1 kb.

5.1.1.2.3.

Tras realizar la digestion parcial, se purifico el
fragmento de 6812 pb con el kit GeneJET Gel
Extraction. El producto de esta purificacién se
cuantifico mediante una electroforesis en gel de
agarosa (figura 13). La concentracién calculada
con el programa Quantity One 1-D Analysis del
producto purificado fue de 39 ng/uL.

Cuantificacion

.................. MPM
8000 pb ——
E— 5312 pb

6000 pb [ "
-
4000 pb E
-
—y

Figura. 13. Electroforesis en gel de agarosa al
0,8% del fragmento de 6812 pb extraido y
purificado. Visualizado con Gel Doc XR. MPM de
1 kb.

Una vez realizada la recombinacién del plasmido digerido y
purificado con el inserto amplificado, se comprobd el
resultado mediante una electroforesis en gel de agarosa.
Una recombinacion exitosa resultaria en la aparicion de una
banda a una altura de 7,6 kb correspondiente al plasmido
recombinante pCd68.Pon3.luc, que tiene un tamafio de 7612

5.1.1.3.
Recombinacion
MPM
6000 pb @— 6812 pb
3000 ph
1000 pb =

C)—sau pb

Figura. 14. Electroforesis en gel de
agarosa al 1% del vector y el inserto
sin recombinar, visualizado con Gel
Doc XR. MPM de 1 kb.

pb. Se observaron sin embargo Unicamente 2 bandas a una
altura de 6,8 y 0,84 kb (figura 14), correspondientes al
pldsmido de 6812 pb y al inserto de 840 pb sin recombinar.

Se secuencid el plasmido pLIVE.Pon3.luc y se observé que la
secuencia usada para disefiar la regidn del cebador reverso
destinada a la recombinacion no era completamente
homdloga al pldsmido. Se diseid un nuevo cebador reverso
(secuencia en anexo 9.3.) y se repitio todo el proceso.

Al comprobar si la recombinacién fue exitosa en este segundo experimento mediante una
electroforesis en gel de agarosa, el resultado fue el mismo que en el caso anterior: 2 bandas de
bandas de 6,8 y 0,84 kb, correspondientes al plasmido y al inserto sin recombinar.
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Se decidié cambiar el método de clonaje a un protocolo basado en la ligacion.
5.1.2. Clonaje por ligacién: TA Cloning™ Kit Dual Promoter con vector pCR™II

Obtencién del inserto: Hot-start PCR

Se probaron 12 condiciones de PCR distintas, variando la concentracién de los cebadores (anexo
9.2 y 9.3) y las temperaturas de annealing (condiciones en figura 4). Se comprobd si la
amplificacidn fue exitosa mediante electroforesis en gel de agarosa de los 12 productos de PCR

(figurg; 15).

La intensidad de la PN 1.1 1.2 1.3 21 2.2 23 31 3.2 33 4.1 42 4.3

1000 pby =

i - _—
banda es proporcional z40pb e - - -
" o —
a la concentraciéon del
producto amplificado. 500 ph s

Teniendo esto en

cuenta, las mejores Figura. 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la regidon promotora de Cd68

condiciones fueron 1.2, amplificada con polimerasa Tag. Visualizado con Gel Doc XR. MPM de 100 bp.
1.3y3.3.

Se purificd la muestra 1.2, obteniendo un producto con una concentracion de 5 ng/uL.

MPM . .

Al realizar una electroforesis en gel de agarosa con el

6000 pb producto de la ligacion de pCR™Il y pCd68 (figura 16), se
4000 pb = 4811pb  gphservaron dos bandas: una banda a una altura de 0,8-0,9
kb, correspondiente al inserto de 840 pb; y otra a una altura

de 5 kb. La banda de aproximadamente 5 kb corresponde al

1000 pb = pldsmido recombinante pCR™II.pCd68, que tiene un tamafio
750 pb = 83080 ge 4811 pb. No se observé ninguna banda de 4 kb que se

corresponderia al plasmido pCR™!II.
Figura. 16. Electroforesis en ~ 9€ Observo la presencia de inserto (banda de 0,84 kb) ya que

gel de agarosa al 1% del  se anadid en exceso.
producto de la ligacion de
pCR™Il y pCd68 visualizado
con Gel Doc XR. MPM de 1 kb.

Construccion del _plasmido

Una vez realizada la ligacién del plasmido sin promotor con el
inserto correspondiente a la regién promotora de Cd68
procedente de la digestion con del plasmido pCR™II.pCd68 con
las enzimas Smal y Bglll, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa del producto ligado (figura 17). Se observaron dos
bandas de un tamafio parecido a una altura de 6-8 kb. La de
mayor tamafio corresponde al plasmido recombinante de 7626
pb, mientras que la de menor tamafio corresponde el plasmido ligacién de pPon3.uc y pCd68
digerido de 6812 pb. No se observd la banda correspondiente al  visualizado con Gel Doc XR. MPM
inserto, que apareceria como una banda a 840 pb. de 1 kb.

Figura. 17. Electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% del producto de la
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5.2. Transformacion de bacterias

5.2.1. Analisis de las colonias recombinantes

En la figura 18 se puede observar una A B
electroforesis en gel de agarosa del ADN -
extraido de dos colonias: la colonia A habia
incorpoiado el pldsmido recombinante
pCR™I1.pCd68 (5 kb), mientras que la colonia B

habia incorporado el plasmido pLIVE.Pon3.luc  &000 pb

(7,6 kb). En ambas colonias se observé una 5000 pb = 5000 ph
banda de gran peso molecular, correspondiente

al ADN cromosémico, y dos bandas de menor 2000 ph

tamafio correspondiente al ADN plasmidico. En 2500 pb 2600 pb

ambos casos dicha banda correspondia a la
forma supercoiled del plasmido, por lo que Figura. 18. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
aparecié a un tamafio menor de los esperado del ADN extraido de dos colonias visualizado con
para el plasmido linear del mismo tamafio. Gel Doc XR. MPM de 1 kb.

Analisis de restriccion

5.2.1.2.

pCR™I1.pCdES En la figura 19 se observa la digestién con EcoRl del ADN

plasmidico extraido de dos colonias, Ay B. En la colonia A se

observd una Unica banda de aproximadamente 4 kb. En la

AR i T WEE3355P0 olonia B también se observé dicha banda, ademas de otra de
-

menor tamafio a una altura de 850 pb.

MPM A B

i g W 856ph  Se puede concluir que la colonia A ha incorporado el plasmido

o pCR™II circularizado, que tiene un tamafo de 3971 pb. La

digestion con EcoRI genera dos fragmentos: uno de 3955 pb,

- qgue es el que se observa; y uno de 16 pb. La colonia B ha

Figura. 19. Electroforesis en gel  jncorporado el plasmido recombinante pCR™II.pCd68 ya que,
de agarosa al 1% de la digestion . . P

con Ecorl del ADN extraido de ademas de la banda correspondiente al plasmido, se observa

dos colonias, visualizado con Gel ~ Otra de 856 pb, correspondiente a la region promotora de 840

Doc XR. MPM de 1 kb. pb de Cd68. Se selecciond esta colonia para trabajar.

5.2.1.2.2. pCd68.Pon3.luc

A B C A B C
MPM

En la figura 20 se observan los patrones
de digestion del ADN plasmidico extraido zae E'ﬁ
de tres colonias: A, B y C. Las muestras 5225pb

situadas a la izquierda del MPM fueron

W coooph ™ b N 5736 b

3000 pb
digeridas con BsrGl, las de la derecha con 2512 pb 40 .
Bglll. 1000k
1076 pb
Figura. 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la 1000 pb
digestion con BsrGl y Bglll del ADN extraido de tres | | | |
colonias. Visualizado con Gel Doc XR. MPM de 1 kb. BsrGi Bglil
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La colonia A presentd el patrén de digestion del fragmento de 6811 pb que se ha circularizado
sin incorporar inserto; mientras que la colonia C presentd el patron de digestion del plasmido
original pLIVE.Pon3.luc.

La colonia B presentd el patron esperado para el plasmido pCd68.Pon3.luc, por lo que fue la que
se seleccioné.
C- B cC- B C-

B
b MPM diant - liz

7611 2

7611 pb = -~ 7626pb Mediante miniprep, se realizd un

6000,pb -&g;gggg segundo andlisis de restriccidn,
usando como control negativo (C-)

k=4 S —— 2s512pb una  extraccion del plasmido
it SW—=——=1%5 pLIVE.Pon3.luc. Se usaron las enzimas
BsrGl y Bglll como en el andlisis
anterior, ademas de una digestidn con

Smal 'y Xmil (figura 21). Los
fragmentos resultantes fueron los

\ : . esperados  para el pldsmido

Smal + Xmil BsrGl Bglil pCd68.Pon3.luc.

Tras extraer el ADN de dicha colonia

595 phb o

Figura. 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestion
con BsrGl, Bglll y Smal y Xmil del ADN extraido de la colonia B
por miniprep y del plasmido pLIVE.Pon3.luc. Visualizado con
Gel Doc XR. MPM de 1 kb.

5.2.2. Secuenciacion

5.2.2.1.

Tras la purificacién de ADN con el kit ZymoPURE™ Plasmid Miniprep se cuantificé el ADN
plasmidico con el aparato Nanodrop, ND-100 Spectophotometer. Para el plasmido
pCR™II.pCd68 se obtuvo una concentracion de 107 ng/uL y un indice de pureza (Absaeo/Absago)
de 1,91. Para el plasmido pCd68.Pon3.luc la concentracién obtenida fue de 181 ng/pL con un

indice de pureza de 1,90.
5.2.2.2.

La secuenciacion fue llevada a cabo en la unidad de gendmica funcional del CIBA.

Las secuencias obtenidas para el plasmido pCR™Il.pCd68 se alinearon al 99,7% con la region
promotora de Cd68 mediante el programa NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Se puede afirmar que el plasmido alberga el promotor de Cd68.

Las secuencias obtenidas para el plasmido pCd68.Pon3.luc se alinearon al 99% con la region
promotora de Cd68 mediante el programa NCBI Blast. Se puede afirmar que el plasmido alberga
el promotor de Cd68.
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5.3. Obtencidn y caracterizacién de macréfagos peritoneales de ratén
5.3.1. Obtencién y siembra de los macréfagos

Las células peritoneales recogidas se sembraron a razén
de 2,5-10° células/cm?. Tras dos horas de incubacidén y
lavar dos veces con PBS, se tomo una foto de las células
adheridas (figura 22).

Figura 22. Células peritoneales adheridas tras 2
horas de incubacién y lavado con PBS.

5.3.2. Caracterizacién por inmunofluorescencia

Para cerciorase de que la poblacién celular extraida y purificada del peritoneo estaba formada
por macrofagos se detectd la expresion de CD68 y F4/80 mediante inmunofluorescencia. Tras la
incubacién con los anticuerpos primarios acoplados a un fluorocromo, se obtuvieron las
siguientes imagenes:

Figura 23. Deteccion por inmunofluorescencia en macréfagos peritoneales murinos de los antigenos CD68
(Alexa Fluor 488 verde) y F4/80 (APC rojo). Sin Triton X-100 (A) o permeabilizando las células con 0,1 % de
triton X-100 (B).

Tal y como se muestra en la figura 23 la capacidad para detectar el antigeno por parte de los
anticuerpos depende de la presencia o ausencia de Triton X-100. Predominando el marcaje para
F4/80 en rojo en la incubacion sin Triton (figura 23. A) al ser un marcador de superficie; y
marcandose de manera muy débil (verde indicado con flechas amarillas) para CD68, cuya
localizacién es fundamentalmente intracelular. Sin embargo, al permeabilizar las células con
Tritdon X-100 predomina el marcaje de CD68 frente al de F4/80 (figura 23. B).
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5.3.3. Estudio de la viabilidad celular

Previo a la sobreexpresion de los experimentos de sobreexpresion génica decidimos caracterizar
cual es la viabilidad celular en nuestras condiciones experimentales. Para ello se realizd una
tincidn con Azul de tripan al 0,4% de los macréfagos tras la siembra y transcurridos 3 dias tanto
en presencia como ausencia de los distintos reactivos de transfeccion empleados.
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Figura 24. Fotografias de macréfagos tefiidos con azul de tripan. La fotografia A se tomé el dia de la
siembra, la fotografia B se tomd tras 24 horas en cultivo.

Como era de esperar la viabilidad y el nUmero de células disminuyeron sensiblemente tras el
periodo experimental.

5.4. Transfeccion en macréfagos
5.4.1. Lipofeccion: Transfeccién mediante liposomas

En un primer experimento se transfectaron macréfagos con pCd68.Pon3.luc utilizando todas las
condiciones descritas en el apartado de material y métodos. La transfeccidn se realizé el mismo
dia de siembra tras la eliminacién de las células no adherentes, y se midi6 la actividad luciferasa
al segundo y tercer dia sin detectar sefial alguna del reportero en ninguna de las condiciones de
transfeccion.

A fin de cerciorarnos de que tanto el protocolo de transfeccion como el protocolo de medicién
de luz se siguieron de forma correcta, se realizd una segunda intervencién con controles
positivos tanto del pldsmido (pCMV.luc) como de la linea celular (HepG2) utilizando para ello el
kit de Lipofectamine™ 3000. Observando los siguientes resultados:
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Figura 25. Medicion de la actividad luciferasa en células HepG2 y macréfagos peritoneales murinos en
presencia o ausencia del pldasmido pCMV.luc.
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Con estos resultados, queda de manifiesto que el protocolo seguido para la medicidn de luz es
adecuado ya que en los controles positivos funcionan quedando en duda las siguientes opciones:

- El método de transfeccién no funcione en macréfagos peritoneales de ApoE K.O.
- Los promotores pCd68 y pCMV no funcionen en macréfagos murinos.

- Una combinacién de las anteriores que nos lleve a una expresion del reportero por debajo del
umbral de deteccion.

Para descartar la hipdtesis de la sensibilidad del reportero se probd a transfectar otro plasmido
gue contenia la SEAP como sistema de deteccion (pEZX.GAO1) en las mismas condiciones
experimentales. De nuevo solo funcioné en el caso de las HepG2.
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Figura 26. Medicion de la actividad SEAP en células HepG2 y macréfagos peritoneales murinos en
presencia o ausencia del pldasmido pEZX.GAO1.

Todo esto, junto con la experiencia de otros autores, nos lleva a pensar que el sistema de
reporteros no es la causa principal de la ausencia de sefial en este modelo celular y la necesidad
de ensayar un método de sobreexpresién génica mas adecuado.

5.4.2. Electroporaciéon: Transfeccion mediante un campo eléctrico

Tras la electroporacidn del control positivo (pZsGreen1-N1), y trascurridas 24 horas se paso a
evaluar los resultados de la sobreexpresion al microscopio de flourescencia Floid Cell Imaging
Station de ThermoFisher™ Scientific observando los siguientes resultados:

o |
oy

Figura 27. Imagenes obtenidas en
campo claro (By D)y fluorescencia (A
y C) de macréfagos peritoneales
murinos electroporados con el
. plasmido pZsGreenl-N1 y en
B ausencia del mismo (E y F).
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Como se observa en la Figura 27, en los macréfagos electroporados con el control positivo si que
se detectaron algunas células con fluorescencia siendo este un patrén que no se observé en el
control negativo.

6. Conclusiones

1. Elclonaje de la region promotora de Cd68 en pLIVE.Pon3.luc por recombinacién
no fue exitoso. Sin embargo, el clonaje basado en la ligacion utilizando clonajes
intermedios obtuvo colonias con el pldsmido ingenierizado pCd68.Pon3.luc.

2. La poblacion celular extraida del peritoneo fue positiva para la expresiéon de CD68 y
F4/80 mediante inmunofluorescencia.

3. Latransfeccion de los plasmidos en macrdfagos peritoneales de ratones ApoE knock out
por lipofeccidn no obtuvo resultados positivos. Sin embargo, en la transfeccién
mediante electroporacién se observd la presencia de células con fluorescencia.

Conclusions

1. The Cd68 promoter region cloning in pLIVE.Pon3.luc by recombination was
unsuccessful. However, the ligation using intermediate cloning resulted in colonies
containing the engineered plasmid pCd68.Pon3.luc.

2. The peritoneum-extracted cell population was positive for the expression of CD68 and
F4/80 by immunofluorescence.

3. The plasmids transfection into peritoneal macrophages of ApoE knock out mice by
lipofection did not yield positive results. However, in the transfection by electroporation
the presence of fluorescent cells was observed.

7. Perspectivas futuras

Finalizado nuestro estudio nos planteamos optimizar las condiciones de electroporacion con el
control positivo pZsGreen1-N1 en macrdfagos peritoneales de ratones ApoE knock out ya que la
tasa de transfeccidn obtenida fue baja y poco intensa. Una vez optimizado, el siguiente paso
seria realizar un experimento de transfeccidn con el plasmido pCd68.Pon3.luc mediante
electroporacion. En caso de no detectar la presencia de actividad luciferasa tendriamos que
probar con métodos de transfeccidn basados en vectores virales.

Alcanzar el objetivo perseguido en este estudio nos permitird en un futuro evaluar el estrés
oxidativo de estos macréfagos transfectados ya que la expresion de Pon3 puede tener un papel
importante en la disminucidn del estrés oxidativo celular (%29,
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9. Anexo
9.1. Plasmidos utilizados

9.1.1. pLIVE.Pon3.luc

5" B-globin insulator| (T7 terminator!
oly(A) signal

BglIl (232)

rrnG terminator

Smal (1157)

pLIVE.Pon3.luc
7737 bp

T BqIT (2233)

FMDV IRES

s
3' B-globin insulator! ’,

[rrnG terminator]
(T7 terminator!

[SV40 poly(A) signall

9.1.2. pCd68.Pon3.luc

(5' B-globin insulator (T7 terminator]
oly(A) signal

Bglll (232)

rrnG terminator

Smal (1046)

pCd68.Pon3.luc
7626 bp

TBgII (2122)

FMDV IRES

3' B-globin insulator
rrnG terminator]|
T7 terminator]

SV40 poly(A) signal




9.1.3. pCR™II

B = oamm manoo fo_
| 35533888 S FH FEFE
(CAP binding sitel (lac promoter!

i3y

—SP6 promoter
—— 77 promoter
M3 fad

pCR™II
3971 bp

.
BgIII (1323)

9.1.4. pCR™Il.pCd68

(CAP binding site! (lac promoter!

[SP6 promoter
Bglll (346)

Smal (1160)
T7 promoter

M13 fwdl

pCR™II.pCd68
4811 bp

AmpR

BglIl (2163)



9.1.5. pEZX.GAO1

(attL1l bGH poly(A) signal

rrnB T2 terminator

rrB T1 terminator

SV40 poly(A) signal

CMV enhancer!

CMV Eromotert

PEZX.GAO1
6959 bp

SV40 poly(A) signal

SV40 ﬁromo ter

9.1.6. pCMV.luc

(5' B-globin insulator| (T7 terminator!

CMV enhancer
CMV promote

rrnG terminator

pCMV.luc
6369 bp

3' B-globin insulator

rrnG terminator;
T7 terminator| SV40 EQIEA} si§na



9.1.7. pZsGreenl-N1

CMV enhancer

CMV promoter

HSV TK poly(A) signal

pZsGreenl-N1
4708 bp

SV40 poly(A) signal

AmpR promotetr
SV40 promoter PR P

9.2. Diseiio de cebadores para la obtencidn de la region promotora de Cd68 mediante
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (Apartado 4.1.1.1.2.)

Longitud GC Tm Tm especifica

secuencia (pb) (%)  (°C)  delgen(°C)

5 — GAGTGTAGCCAGATCTAGTT
PrbD1 GATTACTGAATTTGCCATG — 3’ 39 41 67,5 >8,6

5 — CATGGTGTCGATCCCGGG
PrR1 CAGAGATGCTCAGACCAG -3’ 36 63 789 62,5

5 — GAGTGTAGCCAGATCTTAGTT
PrD2 GATTACTGAATTTGCCATGT — 3’ 41 3675 29,2

5 — CATGGTGTCGATCCCGGGC
PrR2 AGAGATGCTCAGACCAGCTAG -3’ 38 63 79,2 631

5 — GAGTGTAGCCAGATCTACTA
Prb3 GTTGATTACTGAATTTGCCA -3’ 40 40 67,3 28,5

5 — CATGGTGTCGATCCCGGGG
PrR3 ATGCTCAGACCAGCTAGGC — 3’ 38 61 788 61,5



9.3. Cebadores redisenados para la obtencién de la region promotora de Cd68
mediante amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (Apartado

PrD1

PrR1

5.1.1.1.4.)
Secuencia Longitud GC
(pb) (%)
5’ — GAGTGTAGCCAGATCTAGTT 39 41
GATTACTGAATTTGCCATG -3’
5 —TTCCCCATGGTGTCCCGG 37 62

GCAGAGATGCTCAGACCAG-3’

Tm Tm especifica
(°C) del gen (°C)

67,5

79,0

58,6

62,8

9.4. Secuencias de los cebadores para la secuenciacion Sanger (Apartado 4.2.3.2.)

pCR™Il.pCd68

pLIVE.Pon3.luc

Secuencia

PrD: Hibrida conel 5, _ )\ rr7AGGTGACACTATAG - 3
promotor pSP6

PrR: Hibrida conel 5~ TTCCCCATGGTGTCCCGGG
promotor pCd68 CAGAGATGCTCAGACCAG -3’

PrD: Hibrida con el 5’ — GAGTGTAGCCAGATCTAGTT
promotor pCd68 GATTACTGAATTTGCCATG - 3’

PrR: Hibrida con

5’ — GGTCAAGCCCACCACTGATT -3’
Pon3

Concentracion
(uM)

Tm

(°C)

42

72,8

63,3

57,3
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