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OBJECTIUS

Els objectius principals d’aquest estudi van ser els seguents:

1. Posar a punt les tecniques moleculars i bioquimiques necessaries per a dur a
terme I'estudi molecular i funcional del receptor d'insulina.

2. La caracteritzacio a nivell molecular i funcional del receptor d’'insulina en pacients

amb resisténcia a la insulina.

3. Establir una relaci6 estructura/funcio del receptor d’'insulina amb el genotip/fenotip
dels pacients amb dites mutacions.

4. La caracteritzacio in vitro del mecanisme mitjancant el qual actua la Metformina

sobre el receptor d’insulina.

5. Aportar nova informacio sobre el mecanisme global d’accid de la insulina a traves
del seu receptor.
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PACIENTS

L'estudi molecular inclou un total de 18 pacients (14 noies i 4 nois) amb
hiperinsulinisme i resistencia a la insulina, dels quals 5 presentaven hiperandrogenisme.

Insulino Resisténcia no catalogada: 9 pacients
Obesitat:1 pacient
Lipodistrofia: 4 pacients

Resisténcia a la insulina Tipus A: 3 pacients

yFrYyyYywvyy

Rabson Mendenhall: 1 pacient

Els pacients en els quals es van detectar lesions en el gen del receptor

d’insulina es va procedir a fer un estudi familiar.

Aixi mateix es va analitzar el receptor d’insulina d'una parella, que havien perdut
un fill recent nascut que presentava alts nivells d’insulina en plasma i problemes amb la
regulacié de la glucemia. Es va voler caracteritzar el receptor d’'insulina dels progenitors
per descartar una possible sindrome de Leprechaunisme en el nounat, i per poder
descartar en futurs embarassos aquest tipus de problema mitjancant la possibilitat
d’efectuar un estudi prenatal.

La caracteritzaci6 bioguimica dels pacients i dels seus familiars esta
esquematitzada en la taula 4.

També es va estudiar un grup control de 10 individus voluntaris sans amb una

insulina i glucémia basals normal.
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e —
CARACTERITZACIO BIOQUIMICA

Sindrome Pacient Sexe Edat insulina basal Péptid C Glucosa % uni¢ especifica en
(anys) (5-25uU/mL) (L.3ngmL) (75-115mg/dL) 3,510° l;gg/r;ss\ties i
1 F 19 15.40 3.1 76
2 F 3,8
4 F 14.50 56
Resist. ala Insulina 9 M 12.50 4.0 106.0
12 M 9.50 2.40 91.00
17 F 27 760.00
18 M 54
19 F 16
20 F
Obesitat 5 =
6 F 19 67.20 150.0
Lipodistrofia 7 F 10.40 3.70 83.0 5,54
8 F 46.10 6.60 90.0 9,77
14 F 112.10 5.20 266.0
10 (A F 18 213.00 11.50 13.0
11 (A2) F 17 305.60 12.90 25.0
10/11.1* F 106.30 9.20 22.0
10/11.2* M 123.50 15.40 57.0
13 (A3) F 16 334.20 14.60 101.0
Tipus A 13.1* F 39 26.00 3.10 76.0
13.2* F 14 8.30 2.10 74.0
13.3* M 19 62.80 3.90 77.0
13.4* M 21 53.30 4.40 70.0
3 (RM1) M 28 4.20 274.0 1,02
Rabson Mendenhall 3.1* M 31.90 4.30 80.0 9,85
3.2* F 8.30 3.80 68.0 7,92
Leprechaunisme (?) 15 F 13.40 101.0
16 M 8.00 91.0

___________________________________________________________________________________________________________________________________|
Taula 4.- Caracteritzacié bioquimica dels pacients afectes de resisténcia a la insulina i dels seus
familiars: Resist. a la insulina: Resistencia a la Insulina d’etiologia desconeguda. F: Femeni. M: Masculi. *
Familiars dels pacients. Pic en la corba d'insulina. * Pares del nadd a testar per la sindrome de
Leprechaunisme.
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MATERIAL | METODES
5.1.- EXTRACCIO | QUANTIFICACIO DE L'ADN.

L’ADN dels pacients i dels seus familiars es va obtenir a partir de leucocits de
sang periferica seguint el métode descrit per Sambrook i cols. (78).

Després de llegir la concentracié de '’ADN en un espectrofotometre GeneQuant
(Pharmacia Biotech), una aliquota de les mostres d’ADN es va diluir a la concentraci6 de
treball (100ng/nL) i es va mantenir a 4°C. La solucié mare d’ADN es va guardar a -20°C.

5.2.- AMPLIFICACIO MITJANCANT LA TECNICA DE LA REACCIO EN CADENA
DE LA POLIMERASA (PCR)

Es va emprar la técnica de la PCR utilitzant els segients reactius i aplicant el
seguetn protocol.

5.2.1.- REACTIUS | CONCENTRACIONS

Els 22 exons de qué consta el gen del receptor d’insulina van ser amplificats
mitjangant la técnica de la Reaccid en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un
termociclador automatic PTC-200 de MJ. Research ( Massachussets, USA). Tots els
reactius necessaris per la PCR van ser obtinguts d’Ecogen, excepte els encebadors
gue van ser obtinguts de Pharmacia Biotech i de Boehringer Ingelheim. Els encebadors
utilitzats s’uneixen a les regions introniques flanquejants a cada ex6 (taula 5). Tant els
encebadors com les concentracions dels reactius utilitzats en la reaccié estaven
descrites per Seino i cols. (79). Cada reacci6 es va dur a terme en un volum de 50n.
gue contenia 16,6mM (NH,),SO,, 67mM TRIS-HCL (pH 8,8), 0,01% Tween-20, 1,5mM
MgCl,, 200nM de dATP, dCTP, dGTP idTTP, 1nM de cada encebador, 0,3ng d’ADN i 0,1U
de Tag ADN polimerasa. L'ex4 1 presenta un elevat contingut en G+C, pel que es van
haver de modificar lleugerament les condicions d’amplificacié; es va utilitzar un 10% de
DMSO i es va doblar la concentracié de Taq en la reaccio (80). La concentraci6 de
clorur magnesic es va modificar per amplificar els exons 13 i 16. Es va utilitzar 1mM
MgCl, per poder detectar amplificacio en I'exd 13. Per obtenir una banda Unica i eliminar
bandes secundaries inespecifiqgues en I'exd 16, es va utilitzar el MgCl, a 2mM.
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Exo Encebador sentit (5'—3’) Encebador antisentit (5—3’) Producte
de PCR (pb)
Sl | CGCGCTCTGATCCGAGGAGA (1786805 | AGGGTTCTCAGTCCACAAGC (00221) | 236
2 CCCTGATCCTTCTGATGCAT (2218-37) GCTTTCTAGAACAAGGCACGA (2874-94) 677
3 ACAGGAATTGGACAAAGCCAT (3098-118) AGCAGAGACCTCACTCATAGCCAA (3612-35) 538
4 GCCTGAGATGTCTGAAGGAC (3979-98) GCCACTGAACGACCATCCTA (4321-40) 362
5 CTCACCATGGAGAATCATGA (4550-69) CTAATACACGAACTTCCTAG (4086-25) 276
6 AGGCACGTAGCACTGAACA (4960-78) TGTAATGCACTTGAATCATGCTG (5370-92) 433
7 CACCTCTGCCTTCTCACGGT (5630-49) AAACGTAGCAAGCACAGAGC (5909-28) 299
8 CGGTCTTGTAAGGGTAACTG (6161-80) GAATTCACATTCCCAAGACA (6463-82) 322
9 GCACACTGTTTCTCATGATG (6573-92) AGAGGTGAAGCAAAGTGCAT (6838-57) 285
10 TGTTCAGCCGCAGAGACTTG (7101-20) CGGTCCCTAAGTAATGACCT (7408-27) 327
11 GTGGTCTGTCTAATGAAGTT (7575-94) GAATTGGTGAAGCATCTGCT (7793-812) 238
12 TGATGGTGATGGTGACATCATA (8000-21) TGTCCTTGGTCAGCCTTGATGT (8357-78) 379
13 GGATCTCATCCAAGAGTTAC (8735-54) TACTAATAGCACAGTACCTG (9037-56) 322
14 TGGACACTCCCAGATGTGCA (9186-205) ACCATGCTCAGTGCTAAGCA (9442-61) 276
15 | GTGAACTTTGTTGGAAACACATTG (9612-35) CCTATACCTATATCAAGGCATG (9827-48) 237
16 TCTGCTGGTAAGGGCTGCCA (10191-210) CTCACTCAATGGTGAAGGCA (10419-38) 248
17 | CCAAGGATGCTGTGTAGATTAAG (10650-71) TCAGGAAAGCCAGCCCATGTC (10946-66) 317
18 CTGGTGAGTCGAATCACGGA (11123-42) AGCGGGTGCTCCACCGAGTA (11317-28536) 214
19 | GATCCCAGTGCTGCTGAAACAC 11379-400) | AC208GGCTCATTATAGACAACTTC (11642-63) 285
20 AGGTTAAGAGCGTGTGAACCT (11811-31) GAATTCAAGCCCAGCGTCCAT 11998-2018) 208
21 TGTTACTACTATCAACTGTC (12121-40) ACCTGTAACATACAGCATGC (12392-411) 201
22 ACTCACCCAGGACGTGTCCTTCT (12537-59) GAACGATCTCTGAACTCCACT (13026-46) 510

Taula 5.- Parelles d’encebadors per amplificar els exons del gen del receptor d'insulina huma.
Numeraci6 segons Ebina i cols. (11). Els nUmeros entre paréntesi indiquen la posicio de I'encebador
en la seqiiencia presentada en la Figura. 9. (taula extreta de la referéncia (81)).

5.2.2.- PROTOCOL D’AMPLIFICACIO

Majoritariament les reaccions es van dur a terme seguint les seglents
condicions: després d’'una desnaturalitzacié6 inicial de 5 min. a 94°C, es van fer 25 cicles
de desnaturalitzacié: 1min. a 94°C, unié dels encebadors al motlle: 1min. 30 seg. a 55°C,
extensio: 2min 30seg. a 70°C i es va fer un cicle d’extensié final de 10min. a 70°C (79).

El protocol d'amplificacio de I'exé 1 va ser: desnaturalitzacié inicial: 5min. a 94°C,
seguit de 30 cicles de desnaturalitzacié 1min. a 94°C, unié dels encebadors al motlle:
1min. 30seg. a 55°C i extensidé 1min. 30 seg. a 72°C. El cicle d’extensio final va ser de
5min. a 72°C (80).
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5.3.- ELECTROFORESI EN GEL D’AGAROSA

Per realitzar I'electroforesi es van emprar els seglents reactius i procediments.

5.3.1.- AGAROSA

Els productes de la PCR es van analitzar en un gel d’agarosa de baixa EEO
(Ecogen) al 2% per confirmar I'abséncia de contaminacio en el control negatiu i per
assegurar que cada producte de la PCR era una Unica banda de la mida esperada.

5.3.2.- TINCIO AMB BROMUR D’ETIDI
El gel d’Agarosa es va tenyir amb Bromur d’Etidi (Ecogen) a una concentracié
final de 0.5mg/ml.

5.3.3.- TAMPO DE CARREGA
El Tampé6 de Carrega utilitzat per carregar els productes en el gel d’Agarosa
estava compost per 50% Glicerol esteril, 50% H,O estéril, 10m. TAE 50X i 10ni de Blau

de Bromofenol (10%) en 15 ml.

5.3.4.- CONDICIONS D’ELECTROFORESI
Els productes es van carregar en el gel, en una proporcié 4:1 en relacio al tampo
de carrega i el gel es va sotmetre a un voltatge constant de 120 volts durant 60min.

5.3.5.- VISUALITZACIO DELS PRODUCTES | DETERMINACIO DEL PES MOLECULAR

El resultat de l'electroforesi es va visualitzar en un transil-luminador de llum
ultravioleta a una longitud d’ona de 312nm.

Es va determinar el Pes Molecular de cada producte contrastant la migracio en el
gel d’/Agarosa amb el Marcador de Pes Molecular f X-174-RF Hae Ill (Pharmacia Biotech)
que té un rang de bandes que van des de 72pb a 1358pb, i amb el marcador
PBR322/Hae Ill (ECOGEN), amb un rang de bandes que abarguen des de 124pb fins a
587pb.
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5.4.- PURIFICACIO DELS PRODUCTES DE PCR

Per tal d’eliminar I'excés de nucleotids, encebadors, polimerases i sals en el
producte de PCR, es va utilitzar el Kit QIAquik PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden,
Alemanya). Es van afegir 5 volums de Tampé PB per cada volum de producte de PCR i
es va barrejar bé, aquesta solucié es va transferir a una columna de centrifugat
QIAquick i es va centrifugar en una microcentrifuga a 12.000rpm durant 1min. Es
va fer un rentat afegint 0,75mL de tamp6 PE i centrifugant durant 1min. Per eluir ’TADN
unit a la membrana de la columna es van afegir 50nL d’aigua destil-lada esteéril al centre

de la columna i es va centrifugar durant 1min.

5.5.- ANALISI CONFORMACIONAL DE POLIMORFISMES DE CADENA
SENZILLA: SSCP

Es va utilitzar aquesta técnica seguint el métode descrit per Teschauer i cols.
(81). Els 22 productes amplificats del gen del receptor d’insulina s6n de mides diferents
gue van des de les 677pb de I'exd 2 (el més llarg) fins les 208pb de I'ex6 20 (el més
petit). Aquest fet va impedir que per tots els exons les condicions fossin les mateixes,
ja que la mida del producte és un factor clau en aquesta técnica.

5.5.1.- CONDICIONS PER LA SSCP
Es van modificar les condicions oOptimes descrites per Teschauer per cada
producte.

5.5.1.1.- CONDICIONS ELECTROFORETIQUES

Es va utilitzar una Font d’Alimentacié Apelex ST 606T (ECOGEN), es van provar
diferents voltatges pels diferents productes i concentracions de poliacrilamida, encara
gue per cada experiment el Voltatge es mantenia constant.

5.5.1.2.- ACRILAMIDA / BISACRILAMIDA

Es van testar diferents concentracions de poliacrilamida
(Acrilamida/Bisacrilamida (Pharmacia Biotech, BioRad) 49:1 (6%), 37,5:1 (14%), 29:1
(12%)) per tal de fer gels de diferent porositat. La mida dels gels de poliacrilamida va
ser de 200 x 200 x 1mm.
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5.5.1.3.- INICIADORS | CATALITZADORS DE LA POLIMERITZACIO

Es va utilitzar el TEMED (Pharmacia Biotech) com a iniciador de la polimeritzacio,
seguint les indicacions del Maniatis (78). Es va afegir APS (Pharmacia Biotech) al 10% a
una concentracio de 2-5mM com a catalitzador de la polimeritzacio.

5.5.1.4.- GLICEROL
En el gel s’hi va afegir sempre un 10% de Glicerol estéril (Merk).

5.5.1.5.- EL TAMPO
El tampo utilitzat va ser el TBE (44,5mM Tris/ 44,5mM Borat/ 1mM EDTA) a un pH
8,2-8,3.

5.5.1.6.- TEMPERATURA

Tots el gels es van coérrer a temperatura ambient. La cubeta d’electroforesi
vertical (20cm x 20cm) (ECOGEN) no tenia sistema de refredament, per tant la
temperatura a liniciar I'electroforesi i al finalitzar-la no era la mateixa degut a
I'escalfament provocat per la corrent. La temperatura final del tampé en la cubeta va ser
de 23-27°C.

5.5.1.7.- LONGITUD | COMPOSICIO DEL PRODUCTE

Es van analitzar productes d’aproximadament 200pb (ex6 20) fins a gairebé
700pb (ex6 2). La composicid nucleotidica d’aquests productes també era diferent (exé
1 molt ric en G+C, ex0 3 ric en A+T).

5.5.1.8.- TAMPO DE CARREGA DESNATURALITZANT

Es va utilitzar el seglent tamp6 de Carrega desnaturalitzant: 95% Formamida,
20mM EDTA, 0.05% Bromofenol Blue. El tamp6 desnaturalitzant es va utilitzar en una
relacio 1:5 amb el producte a desnaturalitzar. Aquesta barreja es va escalfar a 94°C
durant 5min. i rapidament es va mantenir en gel uns 10min. fins carregar-ho en el gel
d’electroforesi.
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Enla Taula 6 s’esquematitzen les condicions emprades per a cada producte.

Producte Mida Acril/Bisacril Voltatge Temps
(Ex0) (pb) (%) (Volts) (minuts)
—————— ———————————  ——————— — "

1 236 37,5:1 (14%) 320 360
49:1 (6%) 120 780

2 677
29:1 (12%) 320/330 420
3 538 49:1 (6%) 120 780
49:1 (6%) 120 780

4 362
29:1 (12%) 320/330 420
5 276 29:1 (12%) 300 240
49:1 (6%) 120 780

6 433
29:1 (12%) 320/330 420
7 299 29:1 (12%) 320/330 420
8 322 29:1 (12%) 320/ 330 420
37.5:1 (14%) 330 540

9 285
29:1 (12%) 320/330 420
10 327 29:1 (12%) 330 420
11 238 37.5:1 (14%) 300 425
12 379 29:1 (12%) 330 420
13 322 29:1 (12%) 330 420
14 276 37,5:1 (14%) 325 360
15 237 37,5:1 (14%) 325 360
16 248 37,5:1 (14%) 325 360
17 317 37,5:1 (14%) 300 480
18 214 37,5:1 (14%) 325 360
19 285 37,5:1 (14%) 325 360
20 208 37,5:1 (14%) 300 425
21 299 37,5:1 (14%) 325 360
22 510 49:1 (6%) 120 780

Condicions per a la técnica del SSCP.

Taula 6.-
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5.5.2.- TINCIO DELS GELS DE POLIACRILAMIDA
Per tal de visualitzar els productes en els gels de Poliacrilamida es van emprar
dues tincions diferents: Bromur d’Etidi i Nitrat de Plata.

5.5.2.1.- TINCIO AMB BROMUR D’ETIDI

Es va deixar el gel de poliacrilamida en tamp6 TBE i Bromur d’Etidi (4ng/ml) durant
30min. en agitaci6. Es va fer un rentat amb tampd TBE i es va visualitzar en un
transil-luminador de llum ultravioleta.

5.5.2.2.- TINCIO AMB NITRAT DE PLATA

Tots els reactius necessaris per la tinci6 amb Nitrat de Plata van ser obtinguts de
MERK. El protocol de tincié va ser com segueix: dos passos de fixacié de 3 min. cada
un (89% H,O destil., 10% Etanol absolut, 1% Acid acétic), un pas de tincié durant 15min
(AgNO; 0,1%), revelat amb una solucié6 de NaOH i formaldehid durant 15-20min. i
finalment un pas d’aturada de la reaccié amb una solucié de NaCO; durant 10min. El
resultat es va comprovar a través d’'una font de llum blanca.

5.6.- SEQUENCIACIO DELS PRODUCTES DE PCR

Els encebadors utilitzats van ser els mateixos que es van utilitzar per la reaccié
de PCR. Es van utilitzar a una concentracio de 3,2 pmol/m i es va emprar el Kit de
sequenciacio de ABI (Perkin Elmer) ABI PRISM& dRhodamine Terminator Cycle
sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTaga ADN Polymerase FS. Les reaccions es
van fer segons les instruccions dels fabricants i les seqliéncies es van llegir en un
seqlenciador Perkin Elmer 3.10.

Per I'ex6 1, es va utilitzar un 5% de DMSO en la reacci6 i una temperatura de
desnaturalitzacié de 95°C.

Es va emprar com a sequiéncia estandard la publicada per Seino i cols. (79) que
segueix la numeracio d’Ebina i cols. (11) i que es detalla en la Figura 9.
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CTASCTTITITCTC TAARIAST s pargsasers »1% kb rordrond i i i OCARCATOCT AACCT CETCTE TAC TCARALAT RO AA RS,
BT G B i e T e L e T AT A TOC C RS CTACT G TECASS T CASE AL AC ANTCTC T IO ARL CTACAROOE ACRODT TE

DT R T o Al T A T A T s T A A s e o oyl T T T o A I ™ i G A s BB P B BT B
T T TR A e By T T A A T T T O A GO A T TG AT A G T A A L TERE T I T TR T T T e P P T TS T

%8

Ercn 4 (As]nbsuiewstysThePiebysleull yPrefyaFrolysvalCystistavliaucloc]l plutysThe [l ek ple o WVa 1'Th

COETCCTTAS T T OTided SO ATOCC TG TOC CTG TOC AN T o TOCCACTTOCT A AACS CO AN CAC T A TECACTOGOT GAC

Figura 9.- Sequencia parcial del gen del receptor d'insulina huma. Els aminoacids i els

nucledtids que els composen es mostren en la figura. També s’assenyala I'inici i el final de cada ex6

amb el numero d’aminoacid. (La figura continua en les tres pagines seguients).
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rlerAlaClntluleshsgtlyCynThe Vol I ladsaCl yiarlawllal lahas [ Lahrg@lyGlyh jan]
G T TGO C ARG T LA CT R TOE AT T T A e A TCTON T AT AT AT TOGA GGG CTEACTETCTC TG TG I GGEGCET
o e T S N T T O G T A TC T O T T AL TG T A LG ARG A ARG R T OE A A e T T T T C Tl M AET 55
T AN TG TG T T CAG TG T CODC A T GEN T AG AL Tl TG T T TR T AT C T AR TEAA A A T T EEE
sreed =3 Wby rrenopre e CEOCAS AT AT T FEACCE AT T TAR AR TR T AAGE AT TTEACA TTOTCTTCTAASC ATCAT
AT T T A TG LT A T T A T A T T L A T AL T TATC T T ACT ATCEAC AATCATLACARGA TTCAANTATGTCTATA
pEl ]
Exon % (Aleskenbsehlallsslelouslohlake nlewS]lyLoul leGluGlul laSarCly Ty
CRAMACCCACTOCATATTCTCTCCT T TOCTTAL  AC AN TC T OO AT TEASC T R A AN O T OO EETEA T ToAAC AR T T TCACEC TN,
k117
rloulys I lehrghog Sec Tyr Ale LouVe ] Sar Lo Ser FionF e s g Lys Lau Aeg Las 1 Lakr @81y La The Lawl 1 1 1e€ 1 [yh
AR AN T e N T T AL T TR G T POAC T T T TTC T IR TR ARG TTACT I CTCNTTTCACCACAL R CTICORAATICG CTA
T T A T T T A T e A T T A T A A T T TE TAT T A AR ARCTTRACCATITET T T qunannnananeds
o=l M on e e A T ARAR T T PO AAC T T C TOTETT AT CACATT CARCASNTA TET CT T CAGT AT O ARIC ARCTE
SRR TT A AT AT A TOARC R RS T AT O AGT A TOOOC ACACTA TO T TEGAG T T T AR A T MO T LT T AL TEALT
a%e
Faca € (CliylsaTyrSsrPhaTyrilalauleopientlofe s Lol gl lnleu TeplapTrpSas Lyn il s dan
BCATCTGIGTGIT TTTTOCATAL GRS TAC T T P T AT T T A SR RACCT A T T A TG A A A =

LeuThe TlaThet Lnf iyl yileaFhafbad la Ty cAsal colyelewtys Lauarclal laf ] sl ysMec O LuG L oVe ] ard Ly The
T AL AT AT Al R AR T T T T T T AL T A T AR O AAAC T T O T PO T C AL AR A TOT R AACA TOC WAL AR TTTTALLARCT
(11
LysSiyArgsins lukrghmsiap] laklsLoul yo Thrlens ] yAapC ok leSerc (ya
A GG AT A A AL N AT A T T T AR AL TCOOC A T M E A TEET G AR T A T T OE AR T T T i
AGOE RO GET TTAG TGEANGERT GET T T T IO A TSl T T TG T e T T T TEASEA TEA TTCAA T ATTACATE TACTAT
A TITATTCCTATTATCATI ACAT ICTasana nennee ~H M gd s opesa s TROOCOERCTMCAS ACTOCECTTATTCADTY
AT T T T AT AT A T T s T A CT EAGTE T A TGO RAGT TEC AR A TR TC T TACE T T TRARTC T TCCCC CATTC
AT A T RGO T AN A N TR0 R0 BT T T ARGEEA N TAGC RO AT CACC T TR T T M A e T T O A A T TCLLn T
LR
Bacn T [T yeCluksnl |uleslauly s Phels

A T T T T C T AR T A A T AN T A TCATT T TIGEC T T T R T LT TARCTTTTOCAS OTEAMMRTEACTTACTTAMATTTNG

rTyx | lehrg Thr SarFhalsplys T leleu LeukrgTrp lufro Ty TrpProf e chapPhebog hipLeu Lau G Ly FhaHet Leu il
TTAC AT TCGERC A TCT T TGAL A KT TG C TGN To SR TG T A T OO O OO A T T e A R S T T T CLC TTCA TR TR T T
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T T T T T T T T T T PO IO O C AR TAAA TATCTT ASGTTCCT T T T TACAATC TCAOC ACTOGA TR0 KTOCA,
AMTCARTACTCICTIGCET IPecceazaszzs =3 ke poadidres e s CAT ARG TS T S A T AL AT CTE M CCTATOGEA
510
Exon # [AljaFraTy

AR T LA L T A T T G A O D A T AL TC T AL TET POT AMCCET AMCTOCCT TCTCCTCTT T IETOT TG COCTTA

rEinAan¥al ThrGloFhadspilyGiskaph laCynGly Sac angar TrpTicVal Valkep [l edapProProleuks gSar Aanka
T A T T A A T T o T T e T T T T R A T T AL T O AR A T T AT CTRACC TEC AMCTTA.

PRreLyE e G LaAs pH L P el Ly Trpladmet Argl 1y Las Ly FroTrpTherS I nTyr ALs T L e e 1 Ly Thiy Lai Ve L The PR
e A T R A A T T P T e T A O T O A C RS T A T ATT T T T CTCAAC AL CTECTCALTET
L1 2]
wEarArps inkrg Arg The Tprol pALslys Sardep 1l I laTyr Vol ClaThrAnphilaThek (anl
TTIOCEAT CAM L G ACT TATEEROOT ARG AC T ATCATT TATETCCAEACRCA T COCACTA CTCACTGTILTCT TOGE ANTCTGART
TCizeztzrpscs =3 BB sooroassisdd HoaaO oI CR TETCTT LAAC T T e T T OO OO TOC TOC OO CRSCTTIC T
5%
Ezge ¥ [AleaFrolsrves lFrofaskspFrel lefervalisrhsnier s

T A AT T T I T AT AT CAL O T TEC T T TE TECCTRCCAD. AL O T ET GO OO T CEA T AN T O T AS TETC TALCTCATT

rEacGliml lallaleslysTrplyafrefroSec AepProfsaClyien [LaThe AL Tyr Léu Vil e TrpClelogGinklaGiaia
A TCC ARG A T T AT T T A AL O AR A A OO G A OO A T A T e A T A T T T T T TG AL ACOCL G AN
(31
plarClulecPrelluleshipTyrlyslaulya S [dyb
T e T T A e T T T T ARG T T A A T T T AL A T G T L TT T AL CTE TR T CTCA TS
CR T T T T A T T A O RS A TN TC T T TOC e To T L P C A TE T DEA RO R AR AC ACRCTCCATTCTATC TEATATCAN
Aharpactzecoas B1E b sz TR TE e TG T A T eI L e TG T TG T D A T e e e T TCTE IO T TR s
T T TG T TG D T A TG T e T TG T T T T T e T e e T e T T T T e e s T P e PE TC TE TR TE T ETE T T ADE O
L5
Ewan 12 (CllylaclyslsuProafecArgThe Trple rProf rofkel lubertlokapis

rGlalyaRiskanGl ateeGluTyrClvlapSar Alell pEluCpalys b Cps Feolys Th Aeplar clm ] lolaw Lya lu LewG]

TORGANGT BT AN NG ARG T GASTNT GAGEA T TS OO DR T AN TR T TRC TET CERARG AT AL TTT C AN T T T AAN CTS O
EI T

whluGsr SerFhelrgLys Thr FhaG lubspTyr Leall iRina l Val Fheval Fiehe igh

COAG TCCTCCTT TACG ARG ACCTTT GAGGAT TACCTEEA AR CTCCTTIICOTOOCCAD CTCALCADT T Cor TR GO TCTOTRAST G

T A T T T T T T TS T CAR SO T CAT T AT TT A GOGADT Calie Al TS TP A T AGACADG GD REAAGES TRLETECASTT
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TIe

Exon 17 (AchgPicSerAsglyshrphrgierlautiphopValGlyAanWalThr¥alhladalFr

CTCTCATCAT A ATETEC T AT E T T TOCAS oA TS TCoEARR GO AL TO e T T G A T T T S AA T T MG ETCLOC CT GO

FhrealhladlsPheFroisnThrSerSarTheSar Vel roThrbar P ool lul luH bakrgProfhas lulyivVel Vel kenlya Sl
BCEE TeC T A T T oo D A AT T C T oA O A T O R R T O O A M A GEC CT T T TG AL AL TEL TEA R AT A
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T TCOTCATC OGSO T T GACACT TCACCCCT T AT CEA O RLC T O MCCTT CLANOT MGG RCALCTCTE AL ARDOOT COAST

ValklabhlaTyr¥altarh lahrgThrdacProdlulila)
ST RO CTACGTCACTCOCAGCAITATEOC G AL CT AT eI OO e Ol T CAC T T CA T Ll TGGn Al AT GG T
CAAGCA ACA T T T A T T ARG A T T AT T T AT T T T AL T TAT TEEoC T TCATTT T TG T T TCALACCCALCCT TSC TOTET
e R T AT Iy R T T L T G T A S I LA T PO A T A T TEAAS T A T T C T O T T AL O OO RASTA
S TGO TRCAGC TG TC T T A AL O A TR T T T T T TAT T T T LA TACKEA TR T T TCADC AT AT TGO O ACCOTCLTCTY
CAMACTOCTELOCTCARETEAT  s4d bEEd i Bad -1 M pogaans sy i EPCADCACCOCAALE T TSCALTATOLACACCTCCOACK
[ F§Y

Ewon 10 (&) laLysl]ahephup ] LaValGlyPreval Thriie

ACTCOGA T A TOCARGAG TT A AT T TCTEAS T ICE TCTEC TTACAS Do AACC T TEATCACK TTC T e CCTE TOALTONT

LulleFhallohaskanys IVe lHL s lauset TrpClnGluFrolysCluFrefe il ylew] le¥al lauTyrcioWe | RerTyrke gk

AR T CTTTCAG AN ARG T oG T O AT TG A T T A A G T C AN AT LA ToO TO A TCET G TETATEAAL TEAS TTATC RO
LLE]
FgTyrilylaplls

GATATCCTCATOAS &TRAGCT T Tl T T e A P C T T A AL T AL ATCOOCCT T CAD ACT TOC ACT TOO TACCTCLT

T T A T T T AT T A T e T T T TS AT AT T A TO TGO T AT TACT AL T TARMGCL T T LA T AL TEAC T TOCC ALCARSKT

BECTEADAMATCCC AN TCTACCACCTIGTTACTIEICTTAD stk et ke —6 Kb B8 a0 n i nn pn 0 i TR ToTCACCTOCCTRLL

L1
Exon 14 GluLsulisleuCysValSsrksyg
AL S TOCAC R T OO A A T T G AT T A MO T T IC e e T T T I e ook SRS T A FC TS e ot ies

1.--kuinn.u-uutl.uhﬂ-.l.Erllﬂlﬂhﬁlrhﬂ-ﬁ-ﬂrﬂrh-ﬁrh r¥alherg! lakrghlaThe SarLaukl &)y
AL AT TOGE T TOEAR GGG G TG CAGCE T U TS TG C A O GGG AN T ARG TG TG hA T OO A AL TOOC T TLC GEGCA
L FEY
anGlySerTepTheCluPeaThrTyrPhaTyrval ThrhspTyrl (su]
RS TC TTOOAL CEARCC CAC CTATTIC TACCTCAC RCACTATT CTAMSTCTCONT G AST CTC ARE TEACTE L T TGO TTAGE
CTCRCA T O TGO KT T o A e A T A T T A A S A T T O T e T TR TE T AL T A TEASC T EE TGO G T
COTTeOCertadtesats =3 b DER10§003 50 POCCACCCATTCC ADGASTOOATOTCATTTTTCATOTCARCTT TET TR ARREA
L FH
Exca 15 {LisulspValProfarban]leslalys [lallel leClyProlaul L afbal
CATTGATATGAMACATATATT T REFTATTETATTTOALD TACAOOTOCC T ARL T AT T ARARA T TATCA T LS CE T EAT CT T T
#55
1PhslecPhafer¥aiVal [ leGlySer 1 LaTye Lai Phs LashegLya Ar (g)
CTITCTC T ICAG TG T T eATT CohkACT ATTTATCTATTCCTCACAAAL AL CoGAST FCACTCACT TCACTGOTCTOl TROORA C AT
T e A AT K T O TG A TA T AC G T T A A A T T AR T T AT A T AR T T T T TR T A TALCATC T TANC NTGC ANT
T R R T AR T T T A T Rl T Tl T A T A A A T T T A T T T AR T T S T T A A AL T T A T T T A ACAA T T TE T TAT TGATT
TTTITTOTIGOCCAMN: 12 et ead it ~F Mh sorrwna iveas s AAARAD AT AANAAC RAK KA RARAEIRNNE LT MOTT AGEEA
oA R T T e A T T T A T AT T AL ATACC T C T TeA T T Tt AT AAAAE N T AR T COE AT OO RO O T ACAST
AT TR T T A TECEo A TT Tl TGG T A GG TR N T T Tt T HreGG AT O TT CTA TEARAC AL TTTCTGE AL ACT OO AT GG
L B3]
Ewmoa 168 (ArigSinProfapslyProleactlyProleulyrhladsrischanPiotluTyol:
AR TCTC AR T AT O TS TITIOC IO TICAS | OGO ACA Teta G T e A C O T T T ACCC TTC T ARA CEC AL TA TS
Ll ]
ufarhlatechapVial}
CACTOCACTGATE CHeRe T A A T T T L T TS TOGC C AR N OO TAC TOA TEA T e T T e TTC AL AT T AL TEACK:
PR LA TS T OO C GGG AN A A A O T T AT TEA T T T A T T AN LT OO T T TR TGOAG s s s s r sz g
P o=1 kb zzipzsiiClDGOrATEGET O AT A AR TCATTTC AT CACTCT T T T CCACCLe T TTCLCT GRS C TICCaT oS
e
Emon 17 (VjalFhafrolysfervalTyrvalProlsy
AAOG TEGC T AGAD COCT AAGGEA TOCTEC RASGATECTETETACAT AAST AAGAACTAS TETTICCATGCTCT GG T ALCTROTGEN

EleTrpiluvalisrhrgtlulyal IsThr LeaulaukrgG luleuGl pG lac Ly Ser Fhet L et VAl Ty ro lub Lyhsnh ek rghap
CAGT OO AL To T T G e A T R PO T T A R TG AL T C T TG ECATOC TOT ATC AGG L AN TG CTAGGE AT
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IlellelysGlyGluAlaGluThrArgValAlavalLysThrValAsnGluSerAlaSerLeuArgGluArglleGluPheLleuAsnGlu
10801 ATCATCAAGGCGTCAGGCAGAGACCCCCGTGCCGGTCAAGACCGTCAACGAGTCAGCCAGTCTCCGAGAGCGGATTGAGTTCCTCAATGAC
1059
AlaSerValMetLysClyPheThrCysHisHisVal
10891 GCCTCGGTCATGAAGGGCTTCACCTGCCATCACGTG GTGAGTCCAGTGGCGGTGGGACATGGGCTGGCTTTCCTGACCCTTCCCTTITCTC
10981 TGCCTCCTCCTCCTGCACAGAGCGACAGAGGACACAGCGTGTAACCTCCTA z2333:3332 =2 kb 21222220223 3ACCCTGCAT
11071 CCAGGCCACAGCCTGCTCTGTGTGACATAGACACCAGGGAGGGAGGAGAAMCCCTGCTGAGTCGAATCACGGACCCTCCTCCAAGAACCCT
1060
Exon 18 ValArgleuleuGlyValValSerLysGlyGlnProThrleuValValMetGluLeuMetAlaH1sGlyAsp!
11161 GCTTGCTTGCTCTGCAG GTGCGCCTCCTGGGAGTGGTGTCCAAGGGCCAGCCCACGCTCOCTCECTGATGCCAGCTCATCGCTCACGCGAGACT
109¢
eulysSerTyrLeuArgSerLeuArgProGluAlaGlu
11251 TGAAGAGCTACCTCCGTTCTCTGCCGCCAGAGGCTGAG GTAAGCTGCTTCGGGGGACCCAGCGGGGTACTCGGTGGAGCACCCGCTCCT(
1097
Exon 19 AsnAsnP:
11341 GCCTCCTC:s:zzsizss ~0.5 kb s:::z222::::GATCCCAGTGCTCCTGAAACACCANCCCCGTIGTTITCTCTTTTAG AATAATCC

©oGlyArgProProProThrileuGlnGluMetIieGilnMetAlaAlaGlulleAlaAspGlyMetAlaTyrLeuAsnAlaLlysLlysPheVa
11431 TGGCCGCCCTCCCCCTACCCTTCAAGAGATGATTCAGATGGCGGCAGAGATTGCTGACGGGATGGCCTACCTGAACCCCAAGAAGTTTGT
1150
1HisArgAspleuAlaAlaArgAsnCysMetValAlaHisAspPheThrVallysIleGlyA(sp)
11521 GCATCCGGACCTGGCAGCGAGAAACTGCATGGTCGCCCATGATTTTACTGTCAAAATTIGGAG GTTCGTCTGGCTTITCTGCTTTGAAAMC)
11611 TAACGACCCAGGCCAGGTTTGATTTCAGAAGGAAGTTGTCTATAATGAGCCGTTAAGTCTITICTGATAATATAAAGGGGCAAGTACTTC
11701 ::z:zz:zsszs ~0.5 kb ::::iii::s::GACGTGGGCCAGGTGAACCCCTCTTAGCGCTCTCTGAGAGGTGGGGCAGTCAAGGTGGCA
- 1150
Exon 20 (A)spPheGlyMetThrArgAsplleTyrGluThrAspl
11791 GATGCTAGGACCAAGGCTGAAGGTTAAGAGCGTGTGAACCTTTTGTGCTTGTCAG ACTTTGGAATGACCAGAGACATCTATGAAACGGAT]

yrTyrArgLysGlyGlylysGlyLeuleuProValArgTrpMetAlaProGluSerLeulysAspGlyValPheThrThrSerSerAspM
11881 ACTACCGGAAAGGGGGCAAGGGTCTGCTCCCTCTACCCTGGATCCCACCCEAGTCCCTCAAGCATCCGGTCTTCACCACTICTTCTCGACA
1193
etTr (p)
11971 TGTG GTGAGTTGIGTGTGGATCGCTGCATCGACCCTGGCCTTGAATTC 22333232223 ~1 kb 2:3::5:3: 83 sTTCGCCTGTGTG)
1193
Exon 21 (Tr)ps
12061 GTGCGTTITGCCIGTGIGTIGTTTGCGOGCGCGOGTGTGTGTGTGTGTCTAAATGGCTTICTTIGTTACTACTATCAACTGTCATCGGCAG G

erPheGlyValVallsuTrpGlulleThrSerLeulAlaGluGlnProTyrGlnGlyLeuSerAsnGluGlnValLeuLlysPheValMetA
12151 CCTTTGGCGTGGCTCCTITGGGAAATCACCAGCTTGGCAGANCAGCCTTACCAAGGCCTGTCTAATGAACAGGYGTTGAAATTTGTCATGS
1238
spGlyGlyTyrieuAspClnProAspAsnCysProGluArgVa (1)
12241 ATGGAGGGTATCTGGATCAACCCGACAACTGTCCAGAGAGAGT GTAAGTGTAGAAAGGGTTTAAGGTGTCTGAGGTGTTCGTTGAAAGGL
12331 TATIGCCCTTTACACGTGTGCTTGLTTTTGCCTTTCCTATGTC TACACGCTCACCGTGTTTIGCATGCTGTATGTTACAGGTGTICTTIGTG
12421 TTTGCATAGCTTGTCTTTACATGCATGCTTGCATTT:sss:3::::: ~2 kb z::::3::::::CTGCAGGGACAAGAGTCCGGCTTT

Exon 22 (Va)lThrAspLeuMetArgMetCysTrpGlnPhel
12511 GGGAGGATGCGTGGCAGGGCCCCCAGACTCACCCAGGACGTGTCCTTCTGOCCCGCAG CACTGACCTCATGCGCATGTGCTGGCAATTC)

snProlysMetArgProThrPheleuGlulleValAsnLeuleulysAspAspleuliisProSerPheProGluvValSerPhePheliss
12601 ACCCCAAGATGAGGCCAACCTTCCTGGAGATTGTCAACCTGCTCAAGGACGACCTGCACCCCAGCTTITCCAGAGCTCTCGTTCTTCCACA

erGluGluAsnLysAlaProGluSerGluGluLeuGluMetGluPheGluAspMetGluAsnValProLeuAspArgSerSeriisCysG
12691 GCGAGGAGAACAAGGCTCCCGAGAGTCAGGAGCTGGAGATGCAGTTTGAGGACATGCAGAATGTGCCCCTGCACCGTTCCTCGCACTGTC

1nArgGluGluAlaGlyGlyArgAspGlyGlySerSerLeuGlyPhelysArgSerTyrGluGluHisYleProTyrThrHisMetAsnG

12781 AGAGGGAGGAGGCGCGGGGCCCGGATCCGACGGTCCTCGCTGGCTTTCAAGCGGAGCTACGAGGAACACATCCCTTACACACACATGAACC
1355

lyGlyLyslysAsnGlyArgIleleuThrLeuProArgSerAsnProSerOC
12871 GAGGCAAGAAAAACGGGCGGATTCTGACCTTGCCTCGGTCCAATCCTTCCTAACAGTGCCTACCGTGGCGGGGGCGLGCAGCGGTTCCCA
12961 TTITTCGCTTTCCTCTGGTTTGAAAGCCTCTGGAAAACTCAGGATTCTCACGACTCTACCATGTCCAGTGGAGTTCAGAGATCGTTCCTAT
13051 ACATTTCTGTTCATCTTAAGGTGGACTCGTTTGGTTACCAATT TAACTAGTCCTGCAGAGGATTTAACTGTGAACCTGGAGGGCAAGGCS
13141  TTTCCACAGTTGCTGCTCCTTTGGCGCAACGACGGTTTCAAACCAGGATTTTCTGTTTTTTCGTTCCCCCCACCCGCCCCCAGCAGATGG
13231  AAAGAAAGCACCTGTTITTACAAATTCTITI T T T T I I T T T T IT I T I T T I TT T TTTGCTGGTCTCTGAGCTTCAGTATAAAAGACAAAACT
13321 TCCTGTTTCTGGAACAAMATTTCCAAAGAAAAAACCAAA
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5.7.- MUTAGENESI DIRIGIDA

Per la técnica de mutagenesi es va emprar el segient material.

5.7.1.- ADNc DEL RECEPTOR D’INSULINA
Es va utilitzar TADNCc del receptor d'insulina estandard segons Ullrich i cols. (10).

5.7.1.1.- PRC.CMV.RI

L’ADNCc del receptor d'insulina estandard segons Ullrich i cols. (10) es va subclonar
en el vector d’expressié pRc.CMV (Invitrogen, Leek, Netherlands), que té 5,5Kb de
longitud, mitjancant els llocs de restriccidé Hindlll. Aquest vector va ser cedit
desinteressadament per Jonathan Whitehead (Addenbrooke’s Hospital, Cambridge
University, UK). Com a caracteristigues generals importants aquest vector conté el
promotor CMV (CitoMegaloVirus huma), que permet un alt nivell de transcripcié en
cél-lules de mamifer, un gen de resisténcia a I’Ampicilina (Ampr), un gen de resisténcia a
la Neomicina (Neor), que permet seleccionar les cel-lules transfectades amb aquest
vector de manera estable mitjancant I'antibiotic G418S, i multiples punts de restriccio per
permetre la clonacié (figura 10).
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Figura 10.- Esquema del vector pRc.CMV amb [linsert Receptor d’Insulina huma (segons
Ullrich). Promotor CMV; promotor citomegalovirus. Ampr; gen de resisténcia a I'’Ampicilina. Neor; gen
de resisténcia a la Neomicina
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5.7.1.2.- pUC18.RI

L’ADNCc del receptor d'insulina huma (segons Ullrich) subclonat en el vector
fagemid pUC18, mitjancant els llocs de restricci6 Hind Ill, també va ser cedit
desinteressadament per Jonathan Whitehead (Addenbrooke’s Hospital, Cambridge
University, UK). Aquest vector és un vector petit de 2,7 Kb aproximadament. Aquest
vector esta dissenyat per expressar gens exogens en cél-lules procariotes en un
elevat numero de copies. Presenta un gen de resistencia a I’Ampicilina (Ampr) i el gen
LacZ com a marcador per detectar 'insert (figura 11).

Hined 1l

| Mhatrighar Hocs ngd Bl

Figura 11.- Esquema del vector pUC18 amb l'insert Receptor d’Insulina huma (segons Ullrich).
Ampr; gen de resisténcia a I’Ampicilina. ORI; origen de replicacio.
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5.7.2.- ENCEBADORS MUTAGENICS
Els encebadors portadors de les mutacions van ser sintetitzats per GIBCO. La
Taula 7 en resumeix les caracteristiques:

ENCEBADOR SEQUENCIA %GC | PB
LEU140 SENSE 5-C CTG GAT TCCITG GAG GAT AAT TAC ATC G-3’ 44 29
LEU140 ANTI-SENSE 5'- C GAT GTAATT ATC CTC CAA GGA ATC CAG G-3 44 29
VAL1028 SENSE 5- GAG ACC CGC GTG GTIG GTG AAG ACG GTC-3 66 27
VAL1028 ANTI-SENSE 5'- GAC CGT CTT CAC CAC CAC GCG GGT CTC-3 66 27
1028 ANTI-LONG* 5'- GTT GAC CGT CTT CAC CAC CAC GCG GGT CTC TG-3 67 32
1028 ANTI-SHORT* 5'-GT CTT CAC CAC CAC GCG -3’ 65 17
Stop 1239 sense * 5'- CCT GTC CAG AGA GAG TCT GAG ACC TCATGC GCATGT GC -3 599 | 38
Stop 1239 a-sense * 5'- GCA CAT GCG CAT GAG GTC TCA GAC TCT CTC TGG ACA GG -3 579 | 38

__________________________________________________________________________________________________________________________|]
Taula 7.- Caracteristiques dels encebadors mutagenics. (*) indica que els encebadors estan
purificats. Els nucleotids subratllats i en negreta corresponen a la mutacié que es vol introduir. La
mutacié en els encebadors LEU140 SENSE/ANTI-SENSE introdueix una Leu (TTG) en el lloc d’'una Val
(GTG). En els encebadors VAL1028 SENSE/ANTI-SENSE i 1028 ANTI-LONG/ANTI-SHORT la
mutacio canvia una Ala (GCG) per una Val (GTG). Els encebadors Stop 1239 sense i antisense
introdueixen una Aturada (TGA) en el cod6 1239 en comptes de la Thr (ACT).

5.7.3.- GENE EDITOR™ IN VITRO SITE-DIRECTED MUTAGENESIS SYSTEM

Es va utilitzar el sistema GeneEditora in vitro Site-Directed Mutagenesis System
(PROMEGA, Southampton, UK). La reacci6 de mutagenesi inclou la hibridacié de
I'encebador de Seleccio i de 'encebador Mutagénic a 'ADN motlle, seguit de la sintesi de
la cadena mutada mitjangant ’ADN polimerasa T4 i 'ADN lligasa T4. L’ADN heteroduplex
és transformat en la soca reparacié minus d’E. Coli BMH-71-18 mutS. Les ceél-lules es
van fer créixer en un medi selectiu per seleccionar els clons que contenen el plasmid
mutant. Els plasmids resistents a la barreja d’Antibiotics de Seleccié GeneEditord , sén
aillats i transformats en la soca JM109, utilitzant les mateixes condicions de selecci6
(figural2).
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Figura 12.- Esquema del procediment de mutagenesi amb el sistema GeneEditora in vitro Site-

Directed Mutagenesis System.
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5.7.3.1.- DESNATURALITZACIO ALCALINA DE LA DOBLE CADENA D’ADN

Es van desnaturalitzar 0,5pmol (2ng aprox.) de ’ADN de doble cadena (ADNdc)
motlle afegint 2nL. de NaOH 2M/EDTA 2mM en un volum final de 20ni, durant 5min.
Seguidament es van afegir 2L d’acetat amonic 2M (pH4,6) i 75m. d’Etanol 100%, i es va
mantenir a -70°C durant 30min. per precipitar 'ADNdc. Es va obtenir el pellet mitjancant
centrifugacié durant 15 min. a 4°C a maxima velocitat en una microcentrifuga. Es va
rentar el pellet amb Etanol al 70% i es va repetir el pas de centrifuga. Un cop obtingut el
pellet es va assecar al buit. El pellet va ser resuspes en 100nL de tampo TE (pH 8,0).
Per comprovar la desnaturalitzacié es va fer correr una aliquota de 10ni de la mostra
en un gel d’Agarosa al 0,8%. El marcador de Pes Molecular va ser el 1KB Ladder
(GIBCO) que té un rang de bandes que van des de 100pb fins a 12.000pb (amb
increments de 100pb).

5.7.3.2.- HIBRIDACIO DELS ENCEBADORS AL MOTLLE

S’obté un increment significant en el nombre de mutants quan els encebadors
estan 5’ fosforilats. Aixi doncs es van fosforilar els encebadors abans de comencar
amb la reacci6 d’hibridacié. Es van preparar dos tipus de reaccié d’hibridacioé: la control i
la de mutagenesi.

5.7.3.2.1.- FOSFORILACIO DELS ENCEBADORS
Els encebadors Control i de Seleccié estaven préviament 5'-fosforilats. Els

encebadors mutagénics van ser sotmesos a la seglent reaccié de fosforilacio:

Encebador 100 pmol
Tamp6 Quinasa 10X 2,5n
T4 Polinucledtid Quinasa 5U
ATP, 10mM 2,5n
H,O desionitzada estéril fins a volum final 20nL

Aquesta barreja es va incubar a 37°C durant 30min., i seguidament 10min. a
70°C per tal d’inactivar I'enzim T4 Polinucleotid Quinasa. Un cop finalitzada la reaccio es
va guardar a —20°C o es va afegir directament a la reaccié d’hibridacio.
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5.7.3.2.2.- REACCIO CONTROL
En la reaccié Control es va utilitzar:

Vector pGEMa -Zf(+) alcalino-desnaturalitzat
Encebador de Selecci6 (cadena sentit)(2,9ng/m.)
Encebador Control Knockout LacZ (cadena sentit) (13,2ng/mni.)

10nL (0,05pmol)
1nt (0,25 pmol)
1 (1,25 pmol)

Tampo6 d’'Hibridacié 10X 2n
H,O desionitzada esteril fins a volum final 20
5.7.3.2.3.- REACCIO DE MUTAGENESIS
En la reaccié de mutagenesi es va utilitzar:
ADNdc motlle 10nt (0,05pmol)
Encebador de Seleccio (2,9ng/nl.) fosforilat 1ni (0,25 pmol)
Encebador Mutagénic fosforilat 1,25 pmol
Tampo d'hibridacié 10X 2ni
H20 desionitzada estéril fins a volum final 20

Es van incubar, tant la reaccié Control com la de Mutagénesis, durant 5min. a

75°C i seguidament es van refredar lentament (1,5°C / min.) fins a 37°C per tal de

minimitzar la hibridacié inespecifica dels encebadors.

5.7.3.3.- SINTESI DE LA CADENA MUTADA

Un cop les reaccions dhibridacié van estar a 37°C, es va fer un pic de

centrifuga per tal de recollir tota la reaccio al fons del tub. Es van afegir els seglients

reactius segons l'ordre indicat:

Reacci6 d’hibridacio
H20O desionitzada esteéril
Tampo de Sintesi 10X
T4 ADN Polimerasa

T4 ADN Lligasa

Volum final

20nL
sni
3nL

1nt (5-10u)
1nt (1-3u)

30m
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Aquesta reacci6 es va incubar a 37°C durant 90min per sintetitzar la cadena
mutada i perqué es dugués a terme el procés de lligacié.

5.7.3.4.- TRANSFORMACIO EN LES CEL-LULES COMPETENTS BMH71-18 MUTS

Es va refredar, en gel, un tub de polipropilé (17 x 200mm) per a cada reaccio
d’hibridacio. Un cop les cel-lules BMH71-18 van estar descongelades, se’'n va aliquotar
40nL a cada tub pre-refredat. A les cel-lules s’hi va afegir 2nL de cada reacci6 de
mutagenesi o de control i es va remenar suaument picant amb els dits als tubs. Es van
mantenir els tubs en gel durant 10min., passat aquest temps, les cel-lules van ser
sotmeses a un xoc termic de 47seg. a 42°C i posades en gel durant 2min. Es va afegir a
cada tub 900nL de medi de cultiu LB sense antibiotics, i es va incubar a 37°C durant
60min. en agitacio (225rpm). Passat aquest temps es van afegir 4mL de medi LB amb la
barreja d’Antibiotics de Seleccid i es van mantenir en cultiu O/N (16-18 hores) a 37°C en
agitacio.
5.7.3.5.- PURIFICACIO DE L’ADN PLASMIDIC

Per la purificacié6 de I'ADN plasmidic es va utilitzar el kit Wizarda Plus SV
Minipreps ADN Purification System (PROMEGA, Madison, USA) seguint les instruccions
del fabricant.

Es va centrifugar 1,4mL del cultiu O/N durant 2min. a 10.000xg i es va descartar
el sobrenedant. Es van afegir 250nL de solucié de resuspensio, i es va resuspendre el
pellet totalment mitjancant vortex. Es van afegir 250nL de solucio de lisis, es va barrejar
per inversio i es va incubar de 1-5min. Un cop el llista es va aclarir es van afegir 10ni

de solucié de proteasa alcalina, es va barrejar per inversié i es va incubar durant 5min.

Rapidament es van afegir 350nL de solucié neutralitzant, es va barrejar per
inversid i es va centrifugar durant 10min. a 14.000xg. Es va recuperar el sobrenedant,
tenint molta cura de no tocar el pellet, i es va passar a una columna de centrifugat. Es
va centrifugar durant 1min. a 14.000xg i es va descartar el fluid obtingut en el tub
col-lector. Després d’afegir 700nL de solucié de rentat es va repetir una centrifugacio
d’lmin. a 14.000xg i es va tornar a descartar el fluid recollit. Es va fer un altre rentat
amb 250 de solucio de rentat seguit d'una altra centrifugacié de 2min.

Per altim es va eluir TADN en 60nmL. d'H,O sense nucleases centrifugant les

columnes durant 1min. a 14.000xg. L’ADN obtingut va ser sotmés a una electroforesi en
gel d’agarosa al 0.8%, per tal de comprovar-ne la recuperacio i la qualitat.
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El marcador de Pes Molecular va ser el 1KB Ladder. La concentracio i la puresa
d’'aquest ADN van ser mesurades en un espectrofotometre GeneQuant (Pharmacia
Biotech).

5.7.3.6.- TRANSFORMACIO EN LES CEL-LULES JM109

Es van refredar, en gel, dos tubs de polipropilé (17 x 100mm) per cada reaccio i
s’hi van aliquotar 100nL de cel-lules Competents JM109. Després d’afegir de 5-10ng
d’ADN plasmidic i de barrejar-ho suaument, es va incubar a 4°C durant 30min. Passat
aquest temps, les cél-lules es van sotmetre a un xoc térmic de 47seg. a 42°C i 2min en
gel. Es va afegir 900nL de medi SOC a cada reaccio de transformacio i es va incubar

durant 60min. a 37°C en agitacio (225rpm aprox.).

Per cada reacci6 es van preparar dues plaques de cultiu que contenien 100
de la barreja d’Antibiotics de Selecci6 i 125my/mL d’Ampicilina. Per les mostres Control
es va afegir a les plagues, a més dels antibidtics, 100nL d'IPTG a 85mM i 40nL de X-Gal
a 20mg/mL (per detectar la inactivacié del gen LacZ, les colonies mutades sén
blangques, mentre que les normals sén blaves).

De cada reacci6 es va sembrar una placa amb 100nL del cultiu directament
(placa diluida), i una altra placa amb 150ni, aproximadament, del cultiu un cop
centrifugat, descartat el sobrenedant i resuspes el pellet amb la resta de medi que
gqueda en el tub (placa concentrada). Les plagues van ser incubades O/N a 37°C.

5.7.3.7.- ANALISI DELS TRANSFORMANTS

Les coldnies control es van analitzar directament de visu. Les colonies blanques
eren mutades i les colonies blaves eren normals. Les colonies de les reaccions de
mutagenesi es van analitzar mitjancant seqlienciacié directa. La mateixa colonia es va
utilitzar per fer un cultiu en placa i per inocular la barreja de la reaccié de seqlenciacio6.
De cada reacci6 de mutagenesi es van analitzar 10-15 colonies.
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Els encebadors utilitzats per amplificar la regié on es va introduir la mutacié

s’esquematitzen en la Taula 8.

ENCEBADOR SEQUENCIA %GC PB
|
#5 5- TTCGAGATGGTTCACCTCAAG-3 47,6 21
#6 5'- CTCAGGGATGCACTTGTT -3 50 18
#7 5- TGTCTCGAGAGAAGATCACC -3 50 20
#8 5'- TGCCATCCACCGTACAGGGAGCAG -3 62,5 24
Taula 8.- Encebadors emprats per amplificar la regié que comprén les mutacions inserides

Leul40, Val1028.

5.7.3.7.1.- SEQUENCIACIO DIRECTA (BIG DYE)
Es va utilitzar el Kit ABI PrismO BigDyeO Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit (Perkin Elmer). Les reaccions es van fer de la manera segient:

BigDye Dilution 2m
BigDye 2m
Encebador #5 3,2 pmol
ADN motlle 30-90 ng
Volum final 10m

El protocol d’amplificacio va ser:

Desnaturalitzacio 96°C 10 segons
Hibridacio 50°C 5 segons
Extensio 60°C 4min.

25 cicles d’'amplificacio
a 4°C fins purificar-los

Es va fer una purificacié dels productes mitjancant una precipitacié en
Etanol/Acetat sodic i es van carregar en el gel de sequienciacio.
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5.7.4.- QUIKCHANGE™ SITE-DIRECTED MUTAGENESIS KIT
Es van fer dos tipus de reaccio, la Control i la de Mutagénesi. El procediment
s’esquematitza en la Figura 13.
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Figura 13.- Esquema del procediment de mutagenesi emprant el sistema QuikChangeéa Site-

Directed Mutagenesis Kit.
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5.7.4.1.- REACCIO CONTROL
Per la mostra Control es va fer la seguent reaccio:

Tampéd de Reaccié 10X 5nL
Plasmid Control pWhitescripa (5ng/ni) 2m.
Encebador Control 1 (34-mer (100ng/mi.)) 1,25nL
Encebador control 2 (34-mer (100ng/ni.)) 1,25nL
Barreja de dNTPs 1nL
H,O bidestilada fins a volum final 50nL

Un cop feta aquesta barreja es va afegir 1ni de PfuTurbo™ ADN polymerase (2,5U/nL).

5.7.4.2.- REACCIO DE MUTAGENESI
Es va fer la seglient reaccié de mutagénesi:

Tampo de Reaccio 10X 5L
ADNdc motlle 5-50ng
Encebador Mutageénic up 125ng
Encebador Mutagénic down 125ng
Barreja de dNTPs Ini
H,O bidestilada fins a volum final 50nL

Un cop feta aquesta barreja es va afegir 1nL de PfuTurbo ADN polimerasa (2,5U/n.).

5.7.4.3.- PROTOCOL D’'AMPLIFICACIO
Les mostres va ser sotmeses al segtient protocol d’amplificacio:

1 cicle de 30seg. a 95°C

12 cicles 30seg. a 95°C
Imin. a 55°C

2 min./Kb de plasmid a 68°C.

Després d'aquesta termociclacié es van refredar les mostres fins a 37°C.
Per comprovar l'eficiencia d’amplificacié es va fer cOrrer una aliquota de cada

mostra en un gel d’agarosa al 0,8%. El marcador de Pes Molecular va ser el 1KB
Ladder.
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5.7.4.4.- DIGESTIO DELS PRODUCTES

Per digerir les cadenes parentals no mutades d’ADN es va afegir 1 de I'enzim
de restriccié Dpn | (10U/ nL) al fons del tub de reaccié. Es va barrejar bé i es va incubar
durant 60min. a 37°C

5.7.4.5.- TRANSFORMACIO EN LES CEL-LULES SUPERCOMPETENTS E. COLI XL1
BLUE

Es va prerefredar un tub de polipropilé (17x100mm) per a cada reaccié, i s’hi va
aliquotar 50nL de cél-lules Supercompetents XL1-Blue, i s’hi va transferir 1ni. de 'ADN
tractat amb I'enzim Dpn |. Aquesta barreja es va incubar en gel durant 30min. Després
va ser sotmeés a un xoc térmic de 42seg a 42°C i 2min. en gel. Es va afegir a cada tub
de reaccio 0,5mL de medi SOC a 42°C i es va incubar durant 60min. a 37°C en agitacio
(225-250rpm). Passat aquest periode d’incubacio, es va sembrar cada mostra en dues
plaques d’agar amb ampicilina (placa diluida i placa concentrada, tal i com s’ha explicat
en l'apartat 5.7.2.6). Per les mostres control es van preparar plagues amb ampicilina,
100nL IPTG (85mM) i 40nL. X-Gal (20mg/ml). Les plaques es van incubar a 37°C O/N.

5.7.4.6.- ANALISI DELS TRANSFORMANTS

Les plaques control es van analitzar de visu. Les coldonies mutades eren de
color blau, mentre que les normals eren blanques. Per la mutacié Val1028 les plagues
amb les mostres problema es van analitzar sequienciant les colonies directament amb
I'encebador #8 tal com s’explica en l'apartat 5.7.3.7. Per la mutacié d'splicing es va
amplificar el fragment delimitat pels encebadors #9 i 22 antisentit i es va sequenciar el
producte d’amplificacié amb I'encebador #9 (taula 9).

ENCEBADOR SEQUENCIA %GC | PB
—

#8 5- TGCCATCCACCGTACAGGGAGCAG -3 62,5 | 24

#9 5- TCACCAGCTTGGCAGAACAG -3’ 55 20

22 antisentit 5- GAACGATCTCTG AACTCCACT -3 47,6 | 21

Taula 9.- Encebadors emprats detectar les mutacions Val1028 i la mutacié d’splicing.
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5.8.- CLONACIO DEL RI.VAL1028 EN EL VECTOR pRc.CMV

Un cop es va obtenir el Rl amb la mutacié Val1028 (R1.Val1028) en el vector
pUC18, va ser necessari clonar aquest RI.Val1028 en el vector pRc.CMV per poder-lo
expressar en cél-lules de mamifer.

5.8.1.- DIGESTIO DEL pUC18.RI1028 | DEL pRc.CMV AMB Hindlll

Es va digerir amb I'enzim Hind 1ll, tant el pUC18.R1.Val1028 (per tal de treure
l'insert del vector), com el pRc.CMV (per tal dobrir el vector i poder inserir el
R1.Val1028), creant aixi extrems Hind Il tant en el vector receptor com en l'insert. Es va
digerir 1ng tant de pRc.CMV com de pUC18.RI.Val1028 mitjan¢ant la segiient reaccio:

ADN (pRc.CMV/ pUC18.RI11028) 10n
Tampo 2 10X 2m
Enzim Hind Il (10U/rL) Ini
H,O destil. Esteéril fins a volum 20niL

Aguestes reaccions es van incubar durant 90min. a 37°C.

5.8.2.- DEFOSFORILACIO DE pRc.CMV DIGERIT AMB Hind Il

Per tal d’evitar la recircularitzaci6 del vector pRc.CMV digerit amb Hindlll i per
permetre la uni6 del RI.Vall028 fosforilat, es va procedir a defosforilar el vector
mitjancant una Fosfatasa Alcalina. La reaccid es va incubar durant 30min. a 37°C.

5.8.3.- ELECTROFORESI DE COMPROVACIO EN GEL D’AGAROSA
Per tal de comprovar que la digestié amb Hind Ill havia funcionat, es va procedir
a correr els productes digerits en un gel d’'agarosa al 0,8%. En el gel es van carregar:

B 20ni de pUC18.RI.Val1028 + 10nk dH,O destil. + 10mL de tampd de carrega 5X
B 3nL de pRc.CMV (defosforilat) + 2n tampé de carrega 2,5X
P 2nL de pRc.CMV no digerit ni defosforilat + 2niL. tampd de carrega 2,5X
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El gel es va fer cOrrer a 75 volts durant 90min. i es va visualitzar en un
transil-luminador de llum ultravioleta. El marcador de Pes Molecular va ser el 1KB Ladder.

5.8.4.- PURIFICACIO DE EL RI.VAL1028 DEL GEL D'’AGAROSA

Per recuperar i purificar la banda del RI1028 del gel d’agarosa es va utilitzar el kit
GENECLEANa (BIO 101, Vista, California, USA). Un cop Vvisualitzada la banda
RI.Val1028 en el gel d’agarosa, es va tallar del gel i es va pesar. Es van afegir 3 volums
de solucié Na | per cada volum d’agarosa (0,1g equival a 100nL aproximadament) i es
va incubar a 55°C durant 2min. per tal de desfer 'agarosa. Per capturar I'’ADN es van
afegir 5nL. de GLASSMILK (silicagel) i es va incubar 5-10min. a temperatura ambient. Per
ultim es van fer tres rentats de 5seg de centrifuga a velocitat maxima, descartar
sobrenedant, resuspendre i rentar amb 500mL de solucid6 New wash. Es va resuspendre
el pellet amb el mateix volum d’aigua destil-lada esteril, es va incubar durant 2min. a
55°C, es va fer un pic de centrifuga, es va transferir el sobrenedant a un tub de 0,5mL i
s’hi van afegir 6nL d'H,O i després d’una incubacioé de 2min. a 55°C i un altre pic de
centrifuga, es va transferir el sobrenedant a un nou tub i es va fer la comprovacio de la
recuperacio i la quantificacié en un gel d'agarosa al 0,8%. El marcador de Pes Molecular
va ser el 1KB Ladder.

5.8.5.- LLIGACIO DEL RI.VAL1028 EN EL pRc.CMV
Un cop comprovat que es tenia el RI.Val1028 purificat es va procedir a clonar-lo
en el vector pRc.CMV mitjangant la T4 Lligasa. Es van fer quatre reaccions de lligacio:
P pRc.CMV no defosforilat (c+)
P pRc.CMV defosforilat (c-)
P pRc.CMV + RI1028 (relaci6 1/3)
P pRc.CMV + RI1028 (relacio 1/5)

Per calcular la quantitat d’'insert necessari per a cada relacioé es va emprar la
seglent férmula:

Vector (ng) x Insert (Kb) x relacié molar Insert = Insert (ng)
Vector (Kb) Vector
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En totes les relacions es va utilitzar 10ng de vector, 0,6nL d’enzim T4 Lligasa,
1nL de tampd de lligacié i H,O destil. estéril fins un volum de 10nL per a cada reaccio.

Aquestes barreges de reacci6 es van incubar O/N a 14°C.

5.8.6.- TRANSFORMACIO EN LES CEL-LULES COMPETENTS JM109
El producte obtingut de la lligacio va ser transformat en les cél-lules Competents
JM109 tal i com s’ha explicat en I'apartat 5.7.3.6.

5.8.7.- ANALISI DE L’ORIENTACIO DE L’INSERT RI.VAL1028 EN EL pRc.CMV

El Control Positiu (c+) i el Control Negatiu (c-) es van analitzar de visu per la
preséncia o abséncia de colonies respectivament. Les colonies de les plaques
problema es va analitzar mitjangant una PCR utilitzant un encebador especific per l'insert
(Fsp | Sense) i un altre encebador especific pel vector (pCMV 3’) (taula 10).

ENCEBADOR SEQUENCIA %GC pb
—————————————————————————————————— —————

Fsp 5- CTCATGCGATGTGCTGGC —-3' 61,1 18

pCMV 3 5- TAATACGACTCACTATAGGG -3 | 40 20

Taula 10.-  Caracteristiques dels encebadors emprats per analitzar I'orientacié de l'insert
Receptor d’Insulina huma en el vector pRc.CMV.

De manera que nomeés s’obtenia amplificacid quan l'insert tenia la mateixa

orientacio que el promotor CMV. D’aquesta manera l'insert pot ser expressat amb sentit.

El protocol d’amplificacio va ser el seguent:

1 cicle de desnaturalitzaci6 inicial de 3min. a 94°C
desnaturalitzacio durant 45seg. a95°C

35 cicles { hibridacié dels encebadors durant 45seg. ab56°C
extensio durant 45seg. a72°C.

Es va afegir un altim cicle d’extensio final de 5min. a 72°C.
Els productes de PCR van ser analitzats en un gel d’agarosa al 1,6% i

visualitzats mitjangant un transil-luminador de llum ultravioleta. El marcador de Pes

Molecular va ser el 1KB Ladder.
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5.8.8.- OBTENCIO DE L’ADN PLASMIDIC pRc.CMV.RI1028

Les colonies que van donar positiu en I'analisi de I'orientacié del R1.Val1028 en el
vector pRc.CMV, en van posar en cultiu liquid (amb medi 2X Tyr amb ampicilina) O/N a
37°C. L’obtenci6 de I'ADN plasmidic es va fer tal com s’explica en I'apartat 5.7.3.5. La
concentracié i puresa d'aquest ADN van ser mesurats en un espectrofotometre
GeneQuant (Pharmacia Biotech).

5.9.- CULTIUS CEL-LULARS

Es va treballar amb dos tipus cel-lulars diferents, un per dur a terme la
transfeccio (cél-lules d’ovari de hamster) i I'altre com a control positiu de I'eficiencia de
transfeccié (cel-lules CL6).

5.9.1.- CEL-LULES D’OVARI DE HAMSTER XINES (CHO)

Aquestes cél-lules representen un bon sistema per [I'estudi, mitjancant
transfeccid, del receptor d’'insulina, ja que expressen uns nivells de receptor d’insulina
endogens molt baixos.

Es van mantenir les cél-lules en cultiu a 37°C amb un aport d’'un 5% de CO.,.
L’aport nutricional va ser mitjangant el medi Nutrient Mixture HAM F-12 (SIGMA) (+
Sérum + Penicil-lina + Streptavidina). Les cél-lules van ser utilitzades per a la transfeccio
guan assolien una confluéncia del 40-70%.

5.9.2.- CEL-LULES CL6

Aquestes son cel-lules CHO que sobre-expressen el Rl d’'una manera estable (el
vector porta un gen per a la resisténcia a la Neomicina com a marcador de seleccio), pel
gue es van utilitzar com a control positiu per mesurar I'eficiéncia de transfeccio del Rl en
les cel-lules CHO.
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Es van mantenir en cultiu a 37°C amb un aport del 5% de CO,. El medi nutricional
emprat va ser el G418 (porta neomicina) (LIFE TECHNOLOGIES& , GIBCO) per tal de
seleccionar les cél-lules que expressen el RIl. Aquestes cél-lules es van utilitzar quan
assolien una confluéncia del 40-70% (paral-lelament a les cél-lules CHO).

5.9.3.- CEL-LULES MOCK

Les cel-lules MOCK s6n cél-lules CHO i pateixen el mateix procés de transfeccio
que les cél-lules CHO, perd en comptes de ser transfectades amb ADN, sén
“transfectades” amb H,0. Aixi doncs el nivell de RI que expressen és endogen.

5.10.- TRANSFECCIO EN CEL-LULES D'OVARI DE HAMSTER XINES CHO

Es va fer la transfeccié mitjancant la formacioé de liposomes portadors de I'ADN
gracies al reactiu LIPOFECTAMINE& Reagent (LIFE TECHNOLOGIES,, GIBCO) que
permet la transfeccié d’ADN en cél-lules eucariotes en cultiu. Aquest reactiu esta
compost pel lipid policationic 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-
dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate (DOSPA) i pel lipid neutre dioleoyl
phosphatidylethanolamine (DOPE) amb una relacio 3:1 (w/w).

Per cada reaccio6 de transfeccié es va fer la seglient barreja (totes les mesures
estan fetes per cada 10cm? de cél-lules a ser transfectades, els volums es van ajustar
a la superficie cel-lular a ser transfectada):

OPTI-MEM?® | Reduced Serum Medium (GIBCO BRL4 ) 200m.
ADN (pRc.CMV.RI.Mut, pRc.CMV.RILWT, volum dH,O

equivalent en les cel-lules MOCK) 0,5ny
LIPOFECTAMINE 8nL

Es va incubar a temperatura ambient 30min. per deixar que es formessin els
complexos ADN-Liposomes. Un cop la barreja de transfeccio va estar a punt, es va fer

un rentat de les cél-lules amb 1mL de medi OPTI-MEM i se n’hi van afegir 800nL.
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La transfeccié es va fer per duplicat per cada mostra. Es van afegir 190 de la barreja
de transfeccié gota a gota i remenant suaument. Es va incubar a 37°C durant 60min.
Passat aquest temps es van agitar suaument les plaques i es van incubar a 37°C durant
2 hores més. Es va aspirar el medi OPTI-MEM (la LIPOFECTAMINE es toxica per les
cel-lules) i es va rentar amb medi HAM F-12 complet, es va afegir ImL d’aquest medi i es
va incubar minim 1hora a 37°C. Les cel-lules CL6 van ser tractades d’igual manera a
partir d'aquest pas. El seguent pas va ser el rentat de les cél-lules amb medi HAM F-12
sense serum i la incubacié O/N amb 1mL d’aquest medi (pas de deprivacio).

5.11.- ESTIMULACIO I LISIS DE CEL-LULES

Després del pas de deprivacio (cél-lules en cultiu O/N amb medi sense sérum),
es van estimular les cél-lules amb insulina freda (5mM). Es van afegir 40m d'insulina als
pous i es van incubar a 37°C durant 2min. Passat aquest temps es van treure les
plaques de l'estufa i es van posar immediatament en gel. Es van rentar amb 1 mLde PBS
fred i s’hi va afegir 100/200 m de Tampé de Lisis. Les cél-lules es van recuperar dels
pous mitjangant escombrat de les plaques. Es van centrifugar 10min. a 12.000rpm a
4°C. Es van fer dues aliqliotes; pels assajos d’autofosforilacio i expressio es va afegir
Tampo6 de Carrega 5X i es va guardar a -80°C fins la seva utilitzaci6. Pels assajos del
binding “in vitro”, I'activitat Tirosina quinasa i la Biotinitzaci6 es va congelar directament
a -80°C fins la seva utilitzacio.

5.12. TRACTAMENT AMB METFORMINA DE LES CEL{ ULES TRANSFECTADES CHO-
RLVAL1028, CHO-RL.WTAAL1028 1 CHO-RLWT.

Per tal d’estudiar I'efecte que exerceix la Metformina (Roche) en el receptor
d’insulina es van incubar les cél-lules transfectades CHO-RI.Val1028 (mutacié en el
domini tirosina quinasa), les cél-lules CHO-RI.WT i les cel-lules CHO-RI.WT/Val1028 amb
Metformina (5ng/mL) (82) o sense, durant 30min. a 37°C, amb la posterior estimulacio o
no amb insulina (5mM). Es va procedir a fer els estudis funcionals tal i com s’explica en

els seglients apartats.
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5.13.- ANALISI D'UNIO DE LA INSULINA AL RECEPTOR; BINDING

Es va estudiar la capacitat d’unié de la insulina als seus receptors tant in situ
com in vitro.

5.13.1.- LISAT DE CEL-LULES. ‘IN VITRO’
Es van cobrir els pous d’'una placa de 96 pous amb I'anticos 83-7 anti-receptor
d’insulina (83-7 a RI) diluit amb NaHCos i es van incubar en agitacié O/N a 4°C.

Es van afegir 50m de la mostra (llisat de cél-lules) i es va incubar a 4°C O/N en
agitacié. Un cop incubat, es va rentar dues vegades amb tampo de Roth i s’hi va afegir
la insulina marcada (**°I-Insulin). Després d’incubar-ho de 4-6 hores a 4°C en agitaci6
es van rentar tres vegades amb PBS, s’hi va afegir SDS 0,03% durant 10min. i es va
transferir la mostra als tubs pel comptador g.

5.13.2.- CEL-LULES SENCERES. ‘IN SITU’

Es van recuperar les cél-lules de les plaques de Petri amb el Tampé
PBS/Glucosa/EDTA, es van rentar dues vegades amb PBS i es van resuspendre els
pellets amb Tamp6 de Roth. En els tubs de comptador es va posar 100m de la insulina
freda, 50n de la **I-insulin (10°, 107, 10®,10°i 10 M) i 100nL de la mostra. Es va
incubar en agitacié a 15°C durant 2 hores i 30min. Després de tres rentats amb PBS +
BSA 0,1% i la posterior centrifugacio es va aspirar el sobrenedant i es va comptar
durant 1min. en un comptador g.

5.14.- WESTERN BLOT

Es van utilitzar minigels SDS-PAGE (37,5:1 30%). La part de carrega (Stacking)
va ser al 4% mentre que la part resolutiva (Resolving) va ser al 8%. Es van carregar 15
m de cada mostra préviament escalfada a 100°C durant 3min. El marcador de pes
molecular va ser el Prestained Protein Marker Broad Range (New England BioLabs). Es
va fer correr a 130 volts durant 1 hora.

Es va fer una transferéncia semi-seca a la membrana fent cérrer durant 1 hora
a 180mA de corrent constant. Un cop els gels es van transferir es va aturar la reaccio
amb tampé d’'aturada i es va procedir al marcatge amb els anticossos.

5.14.1.- AUTOFOSFORILACIO
Per detectar I'autofosforilacié es va emprar com a primer anticds antireceptor el
Carl 10 (anticos monoclonal de conill). Com a segon anticos es va utilitzar el HRP Goat
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a-Rabbit (anticos de cabra contra conill marcat amb peroxidasa). La detecci6 es va fer
mitjancant I'addiccid d'un potenciador de la quimioluminiscéncia (ECL, Amersham Life
Sciences, England). Es va fer un revelat automatic del film.

5.14.2.- EXPRESSIO DEL RECEPTOR

Per detectar I'expressié del receptor es va emprar com a primer anticos el
Mouse a Phosphotyrosine (4G10, Upstate Biotechnology, New York, USA) (anticos de
ratoli). Com a segon anticos es va emprar el HRP Goat a Mouse (anticos de cabra
contra ratoli marcat amb peroxidasa). La deteccio es va fer mitjan¢ant I'addiccio d’'un
potenciador de la quimioluminiscencia (ECL, Amersham Life Sciences, England). Es va
fer un revelat automatic del film.

5.15.- EXPRESSIO DEL RECEPTOR EN MEMBRANA; BIOTINITZACIO

Es va utilitzar el Kit ECL Protein Biotinylation Module (Amersham Life Science,
England) i es van seguir les instruccions del manual. La immunoprecipitacié dels
receptors es va fer utilitzant la ProteinA-agarosa (SIGMA, USA) i I'anticos a-IR rabbit
Carl 10. Les mostres es va sotmetre a western blot, el marcatge va ser amb I'anticos
HRP Goat a-rabbit i la detecci6 amb el potenciador de quimioluminiscencia ECL

(Amersham Life Sciences). El revelat del film va ser automatic.

5.16.- ANALISI DE L’ACTIVITAT TIROSINA QUINASA

Es van capturar els receptors d’'insulina en plaques de 96 pous recoberts de
I'anticos a-RI 83-7, després d'una incubacié O/N a 4°C en agitacio. Es van rentar els
pous amb el tampé WGBT, es va afegir el tamp6 d’assaig, on hi ha el **P-ATP, i es va
incubar 15min. La reaccio6 es va aturar amb HCI i es va transferir a les columnes Pierce
Phosphocellulose Units (Pierce, USA). Aquestes es van rentar tres vegades amb acid
fosforic 75mM i es van transferir les membranes de les columnes als tubs de comptador
amb liquid de centelleig. Es van comptar en un comptador b.
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5.17.- EXTRACCIO D'’ARN A PARTIR DE FIBROBLASTS EN CULTIU

Es van llisar els fibroblasts amb TRIS (TRIS Reagent, SIGMA, USA), es va afegir
cloroform i es va agitar bé. Després de 5min. d’incubacio en gel, es van centrifugar
15min. a 4°C i es va traspassar la fase aquosa. Es va afegir un volum igual
d’Isopropanol i es va incubar 30min. en gel. Es va centrifugar en iguals condicions i es
va aspirar el sobrenedant . Es va rentar el pellet amb Etanol al 75% i es va deixar
assecar. L’ARN es va resuspendre en aigua DEPC, ADNasa i Inhibidor d’ARNasa i es va
incubar a 37°C durant 30min. Després de fer un gel d’agarosa de comprovacio, es va
guardar a -80°C.

5.18.- AMPLIFICACIO DE L’ARN MITJANCANT LA RETRO-TRANSCRIPTASA
INVERSA (RT-PCR)
Es va incubar 'ARN total (0,6 ng) a 70°C durant 5min. per tal d’'inactivar les

ADNases de la mostra. Es van afegir els seglients reactius per a la reaccio:

M-MLV RT 5X buffer am
"Primer 22 antisentit i
DNTPs (10mM) 2m
RNase Inhibitor 0,75m
M-MLV RT 1,5m
H,O fins a 20m

Es va incubar la reaccio 1 hora a 42°C i 5min. a 95°C. Per fer la reacci6é de PCR
es van emprar les Ready to Go PCR beads (Pharmacia/Biotech- Amersham Life
Sciences, England). Es va fer amb 2m de ADNc i els encebadors es van emprar els

encebadors de la Taula 11.

" 5’- GAA CGA TCT CTG AAC TCC ACT -3’ Encebador que s’uneix a la regio 3'-UTR del gen del
receptor d’insulina huma.
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ENCEBADOR SEQUENCIA %GC | PB

22 antisentit 5'- GAACGATCTCTG AACTCCACT -3’ 476 | 21

1174 sense | 5- CTGCTCCCTGTACGGTGGATGGCACCG -3’ 64,2 | 28

Taula1l.- Encebadors emprats per amplificar el producte obtingut de la reacci6 RT.

El protocol d’amplificacié va ser el segient:

Pas Temps Temperatura (°C)
“Hot start” 3min. / 2min. 95
Desnaturalitzacio 45 segons 95
Hibridacio 45 segons 56/58/60/62
Extensio 45 segons / 1,5min. 72
Extensio final 5min. 72
Final indefinit 4

Es van fer 35 cicles d’amplificacio.

Els productes es van visualitzar mitjangant una electroforesi en gel d’agarosa.

5.19.- CLONACIO DELS PRODUCTES DE LA RT-PCR

Per aillar les possibles diferents bandes que s’'esperava obtenir i per augmentar
la quantitat de producte de cada una d’elles, es va passar a la clonacié dels productes
mitjancant la TOPOO TA CloningO (Invitrogen, Noruega) que permet inserir productes

amplificats amb I'enzim Taq polimerasa dins del vector TOPO en només 5min.

La reacci6 de clonacio va ser la seglient:

Producte de PCR (10ng/m) 0,5a2m
Aigua esteril fins a an
Vector pCR-TOPO in
Volum final 5m

Es va incubar la reacci6 5min. a temperatura ambient i es va procedir a la
transformacio.
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Es van afegir 2nL de la reaccié de clonaci6 a les cél-lules amb b-Mercaptoetanol
i es va incubar durant 30min. en gel. Es va fer un xoc térmic de 30 seg. a 42°C i
immediatament es van posar els tubs en gel durant 2min.

Es van afegir 250mLde medi SOC i es va incubar en agitacié durant 1 hora a
37°C. Es van sembrar les cél-lules en plagues d’agar amb ampicilina, IPTG i X-Gal i es
van incubar a 37°C O/N.

5.20.- PURIFICACIO | SEQUENCIACIO DELS PRODUCTES CLONATS

De les colonies blanques i les blau cel se'n van fer cultius liquids i se’'n va
extreure ’ADN mitjancant Minipreps. Les recuperacions de 'ADN es van comprovar en
un gel d’agarosa al 0.8%. Es va fer una amplificacié per PCR del fragment comprés
entre els encebadors 1174 sense i Ex6 22 3'. El programa emprat va ser el mateix que el
de l'apartat 5.18. Els productes de la PCR van ser analitzats en un gel d’agarosa al 1,6%
i posteriorment purificats segons I'apartat 5.4. La seqlenciacio es va realitzar segons
l'apartat 5.7.3.7.1.

5.21.- STOCKS DE GLICEROL

Un cop es van tenir identificats els clons portadors de les mutacions, es van
posar en cultiu en placa O/N. Es va aillar una sola colonia d’aquesta placa i se’'n va fer
un cultiu liquid saturat O/N. Finalment es van posar 0,85 mLdel cultiu amb 0.15 mLde
glicerol estéril en un criotub i es van conservar a -80°C.
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