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ABREVIATURES I SÍMBOLS 
 
 
 
%GC percentatge de les bases nitrogenades Guanina i Citosina en 

una seqüència nucleotídica 
35S Sofre isòtop 35 

A Adenina 

A230 Absorbància a 230 nm 

A260 Absorbància a 260 nm 

A280 Absorbància a 280 nm 

aa aminoàcid 

Ac-DEVD-cmk Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-clorometilcetona 

AcNPV Virus de la polihedrosi nuclear d’Autographa californica 

AIF Apoptosis Inductor Factor 

Ala Alanina 

ANT Adenine Nucleotide Translocator 

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1 

Arg Arginina 

Asn Asparragina 
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Asp Àcid aspàrtic 

ATP 5’-trifosfat d’ Adenosina 

BH Bcl-2 homology domains 

BHRF1 Proteïna inhibidora de l’apoptosi del virus d’Epstein-Barr 

BSA Albúmina de sèrum boví 

C Citosina 

CAD Caspase Activated DNAse 

CAK Cdk Activating Kinase 

CARD Caspase Recruitment Domain 

Cdk Cyclin Dependent Kinases 

Cdki CDK Inhibitors 

cDNA DNA complementari 

CED Caenorhabditis elegans cell death gene 

CIP Fosfatasa alcalina 

Cys Cisteïna 

dATPs Trifosfat de desoxiadenina  

dCTPs Trifosfat de desoxicitosina 

DD Death Domain 

DED Death Effector Domain 

DEPC Dietilpirocarbonat 

dGTP Trifosfat de desoxiguanina 

DMEM Medi d’Eagle modificat per Dulbecco 

DMRIE-C bromur de (1,2-dimeiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilamoni) 

en una formulació liposòmica contenint colesterol 

DMSO Dimetilsulfòxid 

DNA Àcid desoxiribonucleic 

dNTP 5’-trifosfat de desoxinucleòtid 

DTT Ditiotreitol 

dTTP Trifosfat de desoxitimina  

dUTP Trifosfat de desoxiuracil  

EDTA Àcid etilendiaminotetraacètic 

EGF Epidermis Growth Factor 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
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EMCV Virus de l’encefalomiocarditis 

FCS Sèrum fetal de vedella 

FGF Fibroblast Growth Factor 

G Guanina 

Gln Glutamina 

Glu Àcid glutàmic 

Gly Glicina 

h hora 

HEPES Àcid N-2-hidroxietilpiperazina-N’-3-propasulfònic 

HHV8 Herpesvirus 8 humà 

His Histidina 

HPLC Cromatografia líquida de pressió elevada 

IAP Inhibitor Apoptosis Protein 

ICAD Inhibitor of CAD 

Ki constant d’inhibició 

kDa quilodalton 

KS Sarcoma de Kaposi 

MAb Anticòs monoclonal 

mRNA RNA missatger 

N Necròtiques 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

NVA No viables apoptòtiques 

O2 Oxigen 

OPA o-ftalaldehid 

PAGE Electroforesi en gel de poliacrilamida 

PARP Polimerasa de ploi-ADP-ribosa 

pb parell de bases 

PBS Dissolució salina tamponada amb fosfats 

PCD Programmed Cell Death 

PCR Reacció en cadena de la polimerasa 

PDGF Platelet Differentiation Growth Factor 

pol Polimerasa 

pRB Proteïna de Retinoblastoma  
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PT Mitochondrial Permeability Transition Pore 

RNA Àcid ribonucleic 

RT-PCR Reacció en cadena de la polimerasa amb transcripció inversa 

prèvia 

SDS Lauril sulfat sòdic 

SDS-PAGE Electroforesi en gel de poliacrilamida contenint SDS 

Ser Serina 

T Timina 

TAE Tampó Tris-Acètic-EDTA 

TBE Tampó Tris-Bòric-EDTA 

TdT Transferasa desoxinucleotídica terminal 

TGF-ββββ Transforming Growth Factor β 

THF Tetrahidrofurà 

Thr Treonina 

TNF Tumor Necrosis Factor 

TRIS Tris[hidroximetil]- aminometà 

TUNEL TdT-mediated X-dUTP nick end labeling 

Tyr Tirosina 

VA Viables apoptòtiques 

Val Valina 

VDAC Voltage Dependent Anion Channel 

VEB Virus Epstein Barr 

VNA Viables no apoptòtiques 

X-IAP X-linked inhibitor of apoptosis 

z-VAD-fmk N-benzioxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona 

z-YVAD-cmk N-benzioxicarbonil-Tyr-Val-Ala-Asp-clorometilcetona 

∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψm Potencial mitocondrial de transmembrana  
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SEQÜÈNCIES CODIFICANTS DELS mRNA DELS GENS ESTUDIATS 
 
 
 

En aquest Annex es mostren, en primer lloc, els cDNAs que codifiquen per a proteïnes endògenes 

involucrades en la PCD (els gens protectors bcl-2, bcl-x, bcl-w, mcl-1, i x-iap; i els gens promotors: 

bax, bak, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 3, i caspasa 9) i, seguidament, els cDNAs de proteïnes 

víriques protectores de l’apoptosi que també han estat estudiades en aquest treball (bhrf-1,  p35 i 

ksbcl-2). D’aquestes darreres: bhrf-1 fou aïllat a partir d’una extracció de RNATOT d’un limfoma de 

Burkitt transformat amb virus Epstein-Barr; la seqüència de la p35 fou amplificada per PCR a partir 

d’una mostra de DNA genòmic del nucleopolihedrovirus Autographa californica cedida gentilment 

per la Dra. M. Carmen Vela (Ingenasa):  la seqüència del ksbcl-2 fou alliberada amb Bgl II d’un 

vector pSG-5 que contenia aquest cDNA amb un HA-tag en 5’, cedit gentilment per la Dra. J-M. 

Hardwick (John Hopkin’s Hospital). Per a cada seqüència, s’inclou el codi d’accés al GenBank i la 

zona de reconeixement dels encebadors emprats per a la seva amplificació per RT-PCR a partir del 

RNA total extret de mostres de l’hibridoma KB26.5. Les seqüències completes dels encebadors es 

troben a l’apartat 7.6.3. del capítol de Materials i Mètodes. 
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A1. bcl-2 (Mus musculus) Ref.: NM_009741 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGCGCAAG CCGGGAGAAC AGGGTATGAT AACCGGGAGA TCGTGATGAA GTACATACAT TATAAGCTGT CACAGAGGGG CTACGAGTGG 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GATGCTGGAG ATGCGGACGC GGCGCCCCTG GGGGCTGCCC CCACCCCTGG CATCTTCTCC TTCCAGCCTG AGAGCAACCC AATGCCCGCT 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
GTGCACCGGG AGATGGCTGC CAGGACGTCT CCTCTCAGGC CCCTCGTTGC CACCGCTGGG CCTGCGCTCA GCCCTGTGCC ACCATGTGTC 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CATCTGACCC TCCGCCGGGC TGGGGATGAC TTCTCTCGTC GCTACCGTCG TGACTTCGCA GAGATGTCCA GTCAGCTGCA CCTGACGCCC 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
TTCACCGCGA GGGGACGCTT TGCCACGGTG GTGGAGGAAC TCTTCAGGGA TGGGGTGAAC TGGGGGAGGA TTGTGGCCTT CTTTGAGTTC 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
GGTGGGGTCA TGTGTGTGGA GAGCGTCAAC AGGGAGATGT CACCCCTGGT GGACAACATC GCCCTGTGGA TGACTGAGTA CCTGAACCGG 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
CATCTGCACA CCTGGATCCA GGATAACGGA GGCTGGGATG CCTTTGTGGA ACTATATGGC CCCAGCATGC GACCTCTGTT TGATTTCTCC 
 
                                                                                      711 
       640        650        660        670        680        690        700        710 
TGGCTGTCTC TGAAGACCCT GCTCAGCCTG CCCTGGGTCG GGGCCTGCAT CACTCTGGGT GCATACCTGG GCCACAAGTG A 
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A2. bcl-x (Mus musculus) Ref.: M_009743 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGTCTCAGA GCAACCGGGA GCTGGTGGTC GACTTTCTCT CCTACAAGCT TTCCCAGAAA GGATACAGCT GGAGTCAGTT TAGTGATGTC 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GAAGAGAATA GGACTGAGGC CCCAGAAGAA ACTGAAGCAG AGAGGGAGAC CCCCAGTGCC ATCAATGGCA ACCCATCCTG GCACCTGGCG 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
GATAGCCCGG CCGTGAATGG AGCCACTGGC CACAGCAGCA GTTTGGATGC GCGGGAGGTG ATTCCCATGG CAGCAGTGAA GCAAGCGCTG 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
AGAGAGGCAG GCGATGAGTT TGAACTGCGG TACCGGAGAG CGTTCAGTGA TCTAACATCC CAGCTTCACA TAACCCCAGG GACCGCGTAT 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
CAGAGCTTTG AGCAGGTAGT GAATGAACTC TTTCGGGATG GAGTAAACTG GGGTCGCATC GTGGCCTTTT TCTCCTTTGG CGGGGCACTG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
TGCGTGGAAA GCGTAGACAA GGAGATGCAG GTATTGGTGA GTCGGATTGC AAGTTGGATG GCCACCTATC TGAATGACCA CCTAGAGCCT 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
TGGATCCAGG AGAACGGCGG CTGGGACACT TTTGTGGATC TCTACGGGAA CAATGCAGCA GCCGAGAGCC GGAAAGGCCA GGAGCGCTTC 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710 713 
AACCGCTGGT TCCTGACGGG CATGACTGTG GCTGGTGTGG TTCTGCTGGG CTCACTCTTC AGTCGGAAGT GACCAGACAC TGA 
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A3. bcl-w (Mus musculus) Ref.: NM_007537 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGCGACCC CAGCCTCAAC CCCAGACACA CGGGCTCTAG TGGCTGACTT TGTAGGCTAT AAGCTGAGGC AGAAGGGTTA TGTCTGTGGA 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GCTGGCCCTG GGGAAGGCCC AGCCGCCGAC CCGCTGCACC AAGCCATGCG GGCTGCTGGA GACGAGTTTG AGACCCGTTT CCGCCGCACC 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
TTCTCTGACC TGGCCGCTCA GCTACACGTG ACCCCAGGCT CAGCCCAGCA ACGCTTCACC CAGGTTTCCG ACGAACTTTT CCAAGGGGGC 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CCTAACTGGG GCCGTCTTGT GGCATTCTTT GTCTTTGGGG CTGCCCTGTG TGCTGAGAGT GTCAACAAAG AAATGGAGCC TTTGGTGGGA 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
CAAGTGCAGG ATTGGATGGT GGCCTACCTG GAGACACGTC TGGCTGACTG GATCCACAGC AGTGGGGGCT GGGCGGAGTT CACAGCTCTA 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
TACGGGGACG GGGCCCTGGA GGAGGCACGG CGTCTGCGGG AGGGGAACTG GGCATCAGTG AGGACAGTGC TGACGGGGGC CGTGGCACTG 
 
                                           582 
       550        560        570        580 

GGGGCCCTGG TAACTGTAGG GGCCTTTTTT GCTAGCAAGT GA 
(*)
 

 
(*) Per l’amplificació d’aquest cDNA, es va emprar la seqüència 3’ immediatament posterior al codó d’aturada 
del gen (veure la seqüència de l’encebador a l’apartat de Materials i Mètodes) 
 



A N N E X  A :  SEQÜÈNCIES DELS GENS ESTUDIATS 

 245 

 
 
 

A4. mcl-1 (Mus musculus) Ref.: U35623 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGTTTGGCC TGCGGAGAAA CGCGGTCATC GGCTTGAACC TGTACTGCGG CGGCGCCAGC CTCGGCGCGG GCGGCGGTTC TCCGGCAGGG 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GCGCGCCTGG TGGCCGAGGA GGCCAAGGCG CGGCGCGAGG GGGGAGGGGA GGCCGCCCTG CTGCCCGGCG CGCGGGTGGT CGCCCGGCCG 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
CCGCCCGTGG GCGCCGAGGA CCCCGACGTC ACCGCGTCGG CCGAAAGGCG GCTGCATAAG TCGCCCGGCC TCCTCGCCGT GCCGCCCGAG 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
GAGATGGCCG CGTCGGCCGC CGCCGCCATC GTGTCTCCGG AGGAGGAACT GGACGGCTGC GAGCCGGAGG CCATCGGCAA GCGCCCGGCC 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
GTGCTGCCCC TCCTGGAGCG CGTGAGCGAG GCGGCCAAGA GCTCCGGGGC CGACGGCTCT CTGCCCTCCA CGCCGCCGCC GCCCGAGGAG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
GAAGAGGACG ACCTATACCG CCAGTCGCTG GAGATCATCT CGCGCTACTT GCGGGAGCAG GCGACCGGCT CCAAGGACTC GAAGCCTCTG 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
GGCGAGGCGG GCGCGGCGGG CCGGAGAGCG CTGGAGACCC TGCGGCGCGT GGGCGACGGC GTGCAGCGCA ACCACGAGAC GGCCTTCCAG 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
GGCATGCTCC GGAAACTGGA CATTAAAAAC GAAGGCGATG TTAAATCTTT TTCTCGAGTA ATGGTCCATG TTTTCAAAGA TGGCGTAACA 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
AACTGGGGCA GGATTGTGAC TCTTATTTCT TTCGGTGCCT TTGTGGCCAA ACACTTAAAG AGCGTAAACC AAGAAAGCTT CATCGAACCA 
 
       820        830        840        850        860        870        880        890        900 
TTAGCAGAAA CTATCACAGA TGTTCTTGTA AGGACGAAAC GGGACTGGCT TGTCAAACAA AGAGGCTGGG ATGGGTTTGT GGAGTTCTTC 
 
       910        920        930        940        950        960        970        980        990 
CACGTACAGG ACCTAGAAGG CGGCATCAGA AATGTGCTGC TGGCTTTTGC GGGTGTTGCT GGAGTAGGGG CTGGTCTGGC ATATCTAATA 
 
   996 

AGATAG 
(*)
 

 
(*) Per a l’amplificació d’aquest cDNA, es va emprar la seqüència 3’ immediatament posterior al codó 
d’aturada del gen (veure la seqüència de l’encebador a l’apartat de Materials i Mètodes) 
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A5. bak (Mus musculus) Ref.: NM_007523 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGCATCTG GACAAGGACC AGGTCCCCCG AAGGTGGGCT GCGATGAGTC CCCGTCCCCT TCTGAACAGC AGGTTGCCCA GGACACAGAG 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GAGGTCTTTC GAAGCTACGT TTTTTACCTC CACCAGCAGG AACAGGAGAC CCAGGGGCGG CCGCCTGCCA ACCCCGAGAT GGACAACTTG 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
CCCCTGGAAC CCAACAGCAT CTTGGGTCAG GTGGGTCGGC AGCTTGCTCT CATCGGAGAT GATATTAACC GGCGCTACGA CACAGAGTTC 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CAGAATTTAC TAGAACAGCT TCAGCCCACA GCCGGGAATG CCTACGAACT CTTCACCAAG ATCGCCTCCA GCCTATTTAA GAGTGGCATC 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
AGCTGGGGCC GCGTGGTGGC TCTCCTGGGC TTTGGCTACC GTCTGGCCCT GTACGTCTAC CAGCGTGGTT TGACCGGCTT CCTGGGCCAG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
GTGACCTGCT TTTTGGCTGA TATCATACTG CATCATTACA TCGCCAGATG GATCGCACAG AGAGGCGGTT GGGTGGCAGC CCTGAATTTG 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620     627 
CGTAGAGACC CCATCCTGAC CGTAATGGTG ATTTTTGGTG TGGTTCTGTT GGGCCAATTC GTGGTACACA GATTCTTCAG ATCATGA 
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A6. bax (Mus musculus) Ref.: NM_007527 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGACGGGT CCGGGGAGCA GCTTGGGAGC GGCGGGCCCA CCAGCTCTGA ACAGATCATG AAGACAGGGG CCTTTTTGCT ACAGGGTTTC 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
ATCCAGGATC GAGCAGGGAG GATGGCTGGG GAGACACCTG AGCTGACCTT GGAGCAGCCG CCCCAGGATG CGTCCACCAA GAAGCTGAGC 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
GAGTGTCTCC GGCGAATTGG AGATGAACTG GATAGCAATA TGGAGCTGCA GAGGATGATT GCTGACGTGG ACACGGACTC CCCCCGAGAG 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
GTCTTCTTCC GGGTGGCAGC TGACATGTTT GCTGATGGCA ACTTCAACTG GGGCCGCGTG GTTGCCCTCT TCTACTTTGC TAGCAAACTG 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
GTGCTCAAGG CCCTGTGCAC TAAAGTGCCC GAGCTGATCA GAACCATCAT GGGCTGGACA CTGGACTTCC TCCGTGAGCG GCTGCTTGTC 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
TGGATCCAAG ACCAGGGTGG CTGGGAAGGC CTCCTCTCCT ACTTCGGGAC CCCCACATGG CAGACAGTGA CCATCTTTGT GGCTGGAGTC 
 
       550        560        570       579 
CTCACCGCCT CGCTCACCAT CTGGAAGAAG ATGGGCTGA 
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A7. x-iap (Mus musculus) Ref.: U88990 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGACTTTTA ACAGTTTTGA AGGAACTAGA ACTTTTGTAC TTGCAGACAC CAATAAGGAT GAAGAATTTG TAGAAGAGTT TAATAGATTA 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
AAAACATTTG CTAACTTCCC AAGTAGTAGT CCTGTTTCAG CATCAACATT GGCGCGAGCT GGGTTTCTTT ATACCGGTGA AGGAGACACC 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
GTGCAATGTT TCAGTTGTCA TGCGGCAATA GATAGATGGC AGTATGGAGA CTCAGCTGTT GGAAGACACA GGAGAATATC CCCAAATTGC 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
AGATTTATCA ATGGTTTTTA TTTTGAAAAT GGTGCTGCAC AGTCTACAAA TCCTGGTATC CAAAATGGCC AGTACAAATC TGAAAACTGT 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
GTGGGAAATA GAAATCCTTT TGCCCCTGAC AGGCCACCTG AGACTCATGC TGATTATCTC TTGAGAACTG GACAGGTTGT AGATATTTCA 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
GACACCATAT ACCCGAGGAA CCCTGCCATG TGTAGTGAAG AAGCCAGATT GAAGTCATTT CAGAACTGGC CGGACTATGC TCATTTAACC 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
CCCAGAGAGT TAGCTAGTGC TGGCCTCTAC TACACAGGGG CTGATGATCA AGTGCAATGC TTTTGTTGTG GGGGAAAACT GAAAAATTGG 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
GAACCCTGTG ATCGTGCCTG GTCAGAACAC AGGAGACACT TTCCCAATTG CTTTTTTGTT TTGGGCCGGA ACGTTAATGT TCGAAGTGAA 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
TCTGGTGTGA GTTCTGATAG GAATTTCCCA AATTCAACAA ACTCTCCAAG AAATCCAGCC ATGGCAGAAT ATGAAGCACG GATCGTTACT 
 
       820        830        840        850        860        870        880        890        900 
TTTGGAACAT GGACATCCTC AGTTAACAAG GAGCAGCTTG CAAGAGCTGG ATTTTATGCT TTAGGTGAAG GCGATAAAGT GAAGTGCTTC 
 
       910        920        930        940        950        960        970        980        990 
CACTGTGGAG GAGGGCTCAC GGATTGGAAG CCAAGTGAAG ACCCCTGGGA CCAGCATGCT AAGTGCTACC CAGGGTGCAA ATACCTATTG 
 
      1000       1010       1020       1030       1040       1050       1060       1070       1080 
GATGAGAAGG GGCAAGAATA TATAAATAAT ATTCATTTAA CCCATCCACT TGAGGAATCT TTGGGAAGAA CTGCTGAAAA AACACCACCG 
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140       1150       1160       1170 
CTAACTAAAA AAATCGATGA TACCATCTTC CAGAATCCTA TGGTGCAAGA AGCTATACGA ATGGGATTTA GCTTCAAGGA CCTTAAGAAA 
 
      1180       1190       1200       1210       1220       1230       1240       1250       1260 
ACAATGGAAG AAAAAATCCA AACATCCGGG AGCAGCTATC TATCACTTGA GGTCCTGATT GCAGATCTTG TGAGTGCTCA GAAAGATAAT 
 
      1270       1280       1290       1300       1310       1320       1330       1340       1350 
ACGGAGGATG AGTCAAGTCA AACTTCATTG CAGAAAGACA TTAGTACTGA AGAGCAGCTA AGGCGCCTAC AAGAGGAGAA GCTTTCCAAA 
 
      1360       1370       1380       1390       1400       1410       1420       1430       1440 
ATCTGTATGG ATAGAAATAT TGCTATCGTT TTTTTTCCTT GTGGACATCT GGCCACTTGT AAACAGTGTG CAGAAGCAGT TGACAAATGT 
 
                                                    1491 
      1450       1460       1470       1480       1490 
CCCATGTGCT ACACCGTCAT TACGTTCAAC CAAAAAATTT TTATGTCTTA G 
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A8. caspasa 1 (Mus musculus) Ref.: L28095 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGCTGACA AGATCCTGAG GGCAAAGAGG AAGCAATTTA TCAACTCAGT GAGTATAGGG ACAATAAATG GATTGTTGGA TGAACTTTTA 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GAGAAGAGAG TGCTGAATCA GGAAGAAATG GATAAAATAA AACTTGCAAA CATTACTGCT ATGGACAAGG CACGGGACCT ATGTGATCAT 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
GTCTCTAAAA AAGGGCCCCA GGCAAGCCAA ATCTTTATCA CTTACATTTG TAATGAAGAC TGCTACCTGG CAGGAATTCT GGAGCTTCAA 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
TCAGCTCCAT CAGCTGAAAC ATTTGTTGCT ACAGAAGATT CTAAAGGAGG ACATCCTTCA TCCTCAGAAA CAAAGGAAGA ACAGAACAAA 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
GAAGATGGCA CATTTCCAGG ACTGACTGGG ACCCTCAAGT TTTGCCCTTT AGAAAAAGCC CAGAAGTTAT GGAAAGAAAA TCCTTCAGAG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
ATTTATCCAA TAATGAATAC AACCACTCGT ACACGTCTTG CCCTCATTAT CTGCAACACA GAGTTTCAAC ATCTTTCTCC GAGGGTTGGA 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
GCTCAAGTTG ACCTCAGAGA AATGAAGTTG CTGCTGGAGG ATCTGGGGTA TACCGTGAAA GTGAAAGAAA ATCTCACAGC TCTGGAGATG 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
GTGAAAGAGG TGAAAGAATT TGCTGCCTGC CCAGAGCACA AGACTTCTGA CAGTACTTTC CTTGTATTCA TGTCTCATGG TATCCAGGAG 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
GGAATATGTG GGACCACATA CTCTAATGAA GTTTCAGATA TTTTAAAGGT TGACACAATC TTTCAGATGA TGAACACTTT GAAGTGCCCA 
 
       820        830        840        850        860        870        880        890        900 
AGCTTGAAAG ACAAGCCCAA GGTGATCATT ATTCAGGCAT GCCGTGGAGA GAAACAAGGA GTGGTGTTGT TAAAAGATTC AGTAAGAGAC 
 
       910        920        930        940        950        960        970        980        990 
TCTGAAGAGG ATTTCTTAAC GGATGCAATT TTTGAAGATG ATGGCATTAA GAAGGCCCAT ATAGAGAAAG ATTTTATTGC TTTCTGCTCT 
 
      1000       1010       1020       1030       1040       1050       1060       1070       1080 
TCAACACCAG ATAATGTGTC TTGGAGACAT CCTGTCAGGG GCTCACTTTT CATTGAGTCA CTCATCAAAC ACATGAAAGA ATATGCCTGG 
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140       1150       1160       1170 
TCTTGTGACT TGGAGGACAT TTTCAGAAAG GTTCGATTTT CATTTGAACA ACCAGAATTT AGGCTACAGA TGCCCACTGC TGATAGGGTG 
 
      1180       1190       1200      1209 
ACCCTGACAA AACGTTTCTA CCTCTTCCCG GGACATTAA 
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A9. caspasa 2 (Mus musculus) Ref.: NM_007610 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGCGGCGC CGAGCGGGAG GTCGCAGTCC TCCCTGCACA GGAAGGGGCT GATGGCGGCT GACAGGAGGA GCAGGATTTT GGCAGTGTGT 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
GGAATGCATC CTGACCACCA GGAAACACTG AAAAAGAATC GAGTGGTGCT GGCCAAGCAG CTGCTGCTGA GCGAGCTGTT AGAACACCTC 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
CTAGAGAAGG ACATTATCAC TTTGGAAATG AGGGAGCTCA TCCAGGCCAA AGGGGGCAGT TTCAGCCAGA ATGTGGAACT CCTCAACCTG 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CTGCCAAAGA GAGGACCCCA GGCTTTTGAT GCCTTCTGTG AAGCCCTGCG GGAGACCAGG CAGGGTCACT TGGAAGACTT ACTGCTCACA 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
ACCCTCTCAG ATATTCAGCA CGTACTCCCA CCGTTGAGCT GTGACTATGA CACAAGTCTC CCTTTCTCGG TGTGTGAGTC CTGCCCTCCT 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
CACAAGCAGC TCCGCCTATC CACAGATGCT ACGGAACACT CCTTAGATAA TGGTGATGGT CCTCCCTGTC TTCTGGTGAA GCCATGCACT 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
CCTGAGTTTT ACCAGGCACA CTACCAGCTG GCCTATAGGT TGCAATCTCA GCCCCGTGGC TTGGCACTGG TGCTGAGCAA TGTGCACTTC 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
ACTGGAGAGA AAGACCTGGA ATTCCGCTCT GGAGGGGATG TGGACCACAC TACTCTAGTC ACCCTCTTCA AGCTTTTGGG CTACAATGTC 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
CATGTGCTAC ATGACCAGAC CGCACAGGAA ATGCAAGAGA AACTTCAGAA TTTTGCACAG TTACCTGCAC ACCGGGTCAC AGACTCCTGC 
 
       820        830        840        850        860        870        880        890        900 
GTAGTGGCAC TCCTCTCACA TGGTGTGGAA GGTGGCATCT ATGGTGTAGA TGGCAAACTG CTTCAGCTCC AAGAGGTTTT TCGACTTTTT 
 
       910        920        930        940        950        960        970        980        990 
GACAATGCTA ACTGTCCAAG TCTACAGAAC AAGCCAAAAA TGTTCTTCAT CCAAGCATGT CGTGGAGATG AGACAGATAG AGGTGTCGAC 
 
      1000       1010       1020       1030       1040       1050       1060       1070       1080 
CAGCAAGATG GAAAGAACCA CACACAATCC CCTGGATGTG AGGAGAGTGA TGCTGGCAAA GAGGAGTTGA TGAAGATGAG ACTGCCTACT 
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140       1150       1160       1170 
CGCTCAGACA TGATATGTGG CTATGCTTGC CTTAAAGGTA ATGCTGCCAT GCGGAACACC AAACGGGGTT CCTGGTACAT TGAGGCCCTC 
 
      1180       1190       1200       1210       1220       1230       1240       1250       1260 
ACTCAGGTGT TCTCTGAAAG AGCTTGTGAC ATGCACGTGG CCGACATGCT TGTTAAGGTG AATGCCCTTA TCAAGGAGCG TGAAGGCTAT 
 
      1270       1280       1290       1300       1310       1320       1330       1340       1350 
GCCCCTGGCA CAGAATTCCA CCGATGCAAG GAGATGTCTG AGTACTGTAG TACTCTGTGC CAGCAACTCT ACCTGTTCCC AGGCTACCCA 
 
     1359 
CCCACGTGA
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A10. caspasa 3 (Mus musculus) Ref.: Y13086 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGAGAACA ACAAAACCTC AGTGGATTCA AAATCCATTA ATAATTTTGA AGTAAAGACC ATACATGGGA GCAAGTCAGT GGACTCTGGG 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
ATCTATCTGG ACAGTAGTTA CAAAATGGAT TATCCTGAAA TGGGCATATG CATAATAATT AATAATAAGA ACTTCCATAA GAGCACTGGA 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
ATGTCATCTC GCTCTGGTAC GGATGTGGAC GCAGCCAACC TCAGAGAGAC ATTCATGGGC CTGAAATACC AAGTCAGGAA TAAAAATGAT 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CTTACTCGTG AAGACATTTT GGAATTAATG GATAGTGTTT CTAAGGAAGA TCATAGCAAA AGGAGCAGCT TTGTGTGTGT GATTCTAAGC 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
CATGGTGATG AAGGGGTCAT TTATGGGACA AATGGGCCTG TTGAACTGAA AAAGTTGACT AGCTTCTTCA GAGGCGACTA CTGCCGGAGT 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
CTGACTGGAA AGCCGAAACT CTTCATCATT CAGGCCTGCC GGGGTACGGA GCTGGACTGT GGCATTGAGA CAGACAGTGG GACTGATGAG 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
GAGATGGCTT GCCAGAAGAT ACCGGTGGAG GCTGACTTCC TGTATGCTTA CTCTACAGCA CCTGGTTACT ATTCCTGGAG AAATTCAAAG 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
GACGGGTCGT GGTTCATCCA GTCCCTTTGC AGCATGCTGA AGCTGTACGC GCACAAGCTA GAATTTATGC ACATTCTCAC TCGCGTTAAC 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
AGGAAGGTGG CAACGGAATT CGAGTCCTTC TCCCTGGACT CCACTTTCCA CGCAAAGAAA CAGATCCCGT GTATTGTGTC CATGCTCACG 
 
       820        830  834 
AAAGAACTGT ACTTTTATCA CTAG 
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A11. caspasa 9 (Mus musculus) Ref.: NM_015733 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGACGAGG CGGACCGGCA GCTCCTGCGG CGATGCAGGG TGCGCCTAGT GAGCGAGCTG CAAGTCGCGG AGCTCTGGGA CGCTCTGCTG 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
AGTCGAGAGC TCTTCACGCG CGACATGATC GAGGATATTC AGCAGGCAGG ATCTGGGTCT CGGCGGGATC AGGCCAGGCA GCTGGTCACA 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
GACCTTGAGA CCCGAGGGAG GCAGGCCCTT CCTCTCTTCA TCTCCTGCTT AGAGGACACA GGCCAAGGCA CCCTGGCTTC ACTCTTGCAA 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
AGCGGTCGGC AAGCAGCCAA GCAGGATCCA GAGGCTGTTA AACCCCTAGA CCACCTGGTG CCTGTGGTCC TGGGACCAAT GGGACTCACA 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
GCAAAGGAGC AGAGAGTAGT GAAGCTGGAG CCGTCACAGC CTGCCGTGGG AAACCTCACC CCAGTGGTGC TGGGGCCAGA AGAGCTCTGG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
CCTGCTCGGC TCAAGCCAGA GGTTCTCAGA CCAGAAACAC CCAGGCCGGT GGACATTGGT TCTGGCGGAG CTCATGATGT CTGTGTTCCA 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
GGGAAGATCA GGGGACATGC AGATATGGCA TACACCCTGG ATTCGGATCC CTGTGGCCAC TGCCTCATCA TCAACAATGT GAACTTCTGC 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
CCTTCCTCGG GGCTCGGCAC ACGCACGGGC TCCAACTTGG ACCGTGACAA ACTTGAGCAC CGATTCCGCT GGCTGCGCTT CATGGTGGAG 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
GTGAAGAACG ACCTGACTGC CAAGAAAATG GTCACGGCTT TGATGGAGAT GGCACACCGG AACCACCGTG CCCTGGACTG CTTTGTGGTG 
 
       820        830        840        850        860        870        880        890        900 
GTCATCCTCT CTCATGGCTG CCAGGCCAGC CACCTCCAGT TCCCGGGTGC TGTCTATGGG ACAGATGGAT GCTCCGTGTC CATTGAGAAA 
 
       910        920        930        940        950        960        970        980        990 
ATTGTGAATA TCTTCAACGG GAGCGGCTGC CCCAGCCTGG GAGGGAAGCC CAAGCTCTTC TTCATCCAGG CCTGCGGTGG TGAGCAGAAA 
 
      1000       1010       1020       1030       1040       1050       1060       1070       1080 
GACCATGGCT TTGAGGTGGC CTGCACTTCC TCTCAAGGCA GGACCTTGGA CAGTGACTCT GAGCCAGATG CTGTCCCATA TCAGGAAGGC 
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140       1150       1160       1170 
CCAAGGCCCT TGGACCAGCT GGATGCTGTG TCAAGTTTGC CTACCCCCAG TGACATCCTT GTGTCCTACT CCACCTTCCC AGGTTTTGTC 
 
      1180       1190       1200       1210       1220       1230       1240       1250       1260 
TCCTGGAGGG ACAAGAAAAG TGGCTCCTGG TACATCGAGA CCTTGGATGG CATTCTGGAG CAGTGGGCTC GCTCTGAAGA CCTGCAGTCC 
 
      1270       1280       1290       1300       1310       1320       1330       1340       1350 
CTCCTTCTCA GGGTCGCCAA TGCTGTTTCT GAGAAAGGGA CTTACAAGCA GATTCCTGGC TGTTTTAACT TCCTCCGGAA AAAGCTGTTT 
 
      1360  1365 
TTTAAAACTT CATGA 
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A12. bhrf-1 (Herpesvirus humà de tipus 4) Ref.: M17416 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGCCTATT CAACAAGGGA GATACTGTTA GCCCTGTGTA TACGGGACAG TCGTGTGCAT GGAAATGGTA CCCTGCATCC TGTGTTGGAG 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
CTAGCAGCAA GAGAAACACC TCTCCGCCTT TCGCCAGAGG ACACTGTAGT TCTGCGTTAT CATGTGTTGC TTGAGGAGAT AATTGAACGA 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
AATTCAGAGA CATTTACAGA AACTTGGAAC AGATTTATAA CACACACCGA ACATGTGGAT CTGGATTTTA ACTCAGTATT TTTAGAGATA 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
TTTCACCGTG GAGACCCAAG CCTTGGGCGC GCGTTGGCCT GGATGGCCTG GTGCATGCAT GCCTGCAGGA CATTGTGTTG TAACCAGTCT 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
ACTCCTTACT ATGTTGTGGA CCTGTCAGTT CGTGGGATGT TAGAAGCCAG CGAAGGCCTG GATGGTTGGA TTCATCAACA GGGCGGCTGG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
TCTACATTAA TTGAAGACAA CATTCCTGGA TCCAGAAGGT TTAGCTGGAC TTTGTTTCTT GCTGGACTGA CTTTGAGTCT GTTAGTTATA 
 
       550        560        570    576 
TGTAGTTATT TATTTATCTC CAGAGGAAGA CACTAA 
 



A N N E X  A :  SEQÜÈNCIES DELS GENS ESTUDIATS 

 254 

 
 
 

A13. p35 (Autographa californica nucleopolihedrovirus) Ref.: NC_001623(*) 
(*) ORF comprès entre 116492 a 117391 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGTGTGTAA TTTTTCCGGT AGAAATCGAC GTGTCCCAGA CGATTATTCG AGATTGTCAG GTGGACAAAC AAACCAGAGA GTTGGTGTAC 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
ATTAACAAGA TTATGAACAC GCAATTGACA AAACCCGTTC TCATGATGTT TAACATTTCG GGTCCTATAC GAAGCGTTAC GCGCAAGAAC 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
AACAATTTGC GCGACAGAAT AAAATCAAAA GTCGATGAAC AATTTGATCA ACTAGAACGC GATTACAGCG ATCAAATGGA TGGATTCCAC 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
GATAGCATCA AGTATTTTAA AGATGAACAC TATTCGGTAA GTTGCCAAAA TGGCAGCGTG TTGAAAAGCA AGTTTGCTAA AATTTTAAAG 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
AGTCATGATT ATACCGATAA AAAGTCTATT GAAGCTTACG AGAAATACTG TTTGCCCAAA TTGGTCGACG AACGCAACGA CTACTACGTG 
 
       460        470        480        490        500        510        520        530        540 
GCGGTATGCG TGTTGAAGCC GGGATTTGAG AACGGCAGCA ACCAAGTGCT ATCTTTCGAG TACAACCCGA TTGGTAACAA AGTTATTGTG 
 
       550        560        570        580        590        600        610        620        630 
CCGTTTGCTC ACGAAATTAA CGACACGGGA CTTTACGAGT ACGACGTCGT AGCTTACGTG GACAGTGTGC AGTTTGATGG CGAACAATTT 
 
       640        650        660        670        680        690        700        710        720 
GAAGAGTTTG TGCAGAGTTT AATATTGCCG TCGTCGTTCA AAAATTCGGA AAAGGTTTTA TATTACAACG AAGCGTCGAA AAACAAAAGC 
 
       730        740        750        760        770        780        790        800        810 
ATGATCTACA AGGCTTTAGA GTTTACTACA GAATCGAGCT GGGGCAAATC CGAAAAGTAT AATTGGAAAA TTTTTTGTAA CGGTTTTATT 
 
       820        830        840        850        860        870        880        890        900 
TATGATAAAA AATCAAAAGT GTTGTATGTT AAATTGCACA ATGTAACTAG TGCACTCAAC AAAAATGTAA TATTAAACAC AATTAAATAA 
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A14. ksbcl-2 (Herpesvirus humà tipus 8) Ref.: U67773 
 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90 
ATGGACGAGG ACGTTTTGCC TGGAGAGGTG TTGGCCATTG AAGGGATATT CATGGCCTGT GGATTAAACG AACCTGAGTA CCTGTACCAT 
 
       100        110        120        130        140        150        160        170        180 
CCTTTGCTCA GCCCTATTAA GCTATACATC ACAGGCTTAA TGCGAGACAA GGAGTCTTTA TTCGAGGCCA TGTTGGCTAA TGTGAGATTT 
 
       190        200        210        220        230        240        250        260        270 
CACAGCACCA CCGGTATAAA CCAGCTTGGG TTGAGCATGC TGCAGGTTAG CGGCGATGGA AACATGAACT GGGGGCGAGC CCTGGCTATA 
 
       280        290        300        310        320        330        340        350        360 
CTGACCTTTG GCAGTTTTGT GGCCCAGAAG TTATCCAACG AACCTCACCT GCGAGACTTT GCTTTGGCCG TTTTACCTGT ATATGCGTAT 
 
       370        380        390        400        410        420        430        440        450 
GAAGCAATCG GACCCCAGTG GTTTCGCGCT CGCGGAGGCT GGCGAGGCCT GAAGGCGTAT TGTACACAGG TGCTTACCAG AAGAAGGGGA 
 
       460        470        480        490        500        510        520      528 
CGGAGAATGA CAGCGCTATT GGGAAGCATT GCATTATTGG CCACTATATT GGCAGCGGTC GCGATGAGCA GGAGATAA 
 
 
 
 



ANNEX B 
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MAPES DE VECTORS 
 
 
 

En aquest Annex, es mostren els mapes dels vectors generats així com els esquelets dels vectors 

que es van emprar com a punt de partida per crear-los. Per al clonatge dels diferents gens amb els 

quals s’ha treballat en aquesta tesi, es van utilitzat les tècniques i metodologies pròpies de la 

Biologia Molecular que s’especifiquen al Capítol 7, de Materials i Mètodes.  

 

Per a la representació gràfica dels vectors i de les construccions, es va utilitzat el programa 

Plasmid 1.02/3.7 1996 (realitzat per Kivirauma T, Oikari P, Saarela J, del Department of 

Biotechnology, University of Kuopio, Finland). 
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B1. pcDNA3 (Invitrogen) 

Els productes de PCR i RT-PCR obtinguts en aquest treball es van clonar en el plasmidi pcDNA3. 

Es tracta d’un vector comercial de 5446 pb dissenyat per a l'expressió gènica en hostes eucariotes. 

Conté un promotor i una seqüència de poliadenilació eucariota entre els quals s'insereix la seqüència 

desitjada. També té un marcador de selecció eucariota que li confereix resistència a la G418. Tant el 

promotor com la seqüència de poliadenilació provenen del virus SV40. El fragment de DNA inserit 

es troba sota el control del promotor de Citomegalovirus (CMV), que assegura un elevat nivell 

d'expressió en un gran nombre de cèl·lules animals, mentre que el senyal de poliadenilació dels 

mRNA transcrits és el de l’hormona bovina del creixement (BGH). 

 

El plasmidi pcDNA3 es pot replicar en E. coli, gràcies a la presència d'un origen de replicació 

ColE1. La selecció de les colònies que han incorporat el vector es realitza mitjançant l’ús 

d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1.  
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B2. pcDNA3-myc (Ryosuke) 

El vector pcDNA3-myc és una variant del pcDNA3 que conté la seqüència que codifica l’epítop 

myc entre les dianes de restricció Hind III i EcoR I. Va ser generat pel Dr. Ryosuke (The Burnham 

Institute) i cedit gentilment pel Dr. Reed The Burnham Institute) a partir d’un fragment amplificat 

per PCR que codifica per aquest epítop i que va ser clonat entre les dues dianes de restricció 

esmentades, conservant la resta de la seqüència del vector.  

 

A l’igual que el plasmidi pcDNA3 del qual prové, el pcDNA3-myc es pot replicar en E. coli, 

gràcies a la presència d'un origen de replicació ColE1. La selecció de les colònies que han incorporat 

el vector es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. 
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B3. pIRESneo (Clontech) 

Per a la generació d’un vector bicistrònic que contingués el gen de la glutamina sintetasa enlloc de 

la resistència a un antibiòtic, es va partir del vector bicistrònic pIRESneo (Clontech). Aquest tipus 

de vectors es caracteritzen per contenir una seqüència IRES (Internal Ribosomal Entry Sites) 

provinent del virus encefalomiocarditis ECMV, que permet la traducció simultània de la proteïna 

d’interès i del marcador de selecció a partir del mateix mRNA. L’IVS correspon a un intró sintètic. 

Els missatgers transcrits contenen un gen que els confereix resistència a la neomicina i el gen 

d’interès. D’aquesta manera, la cèl·lula que incorpori el vector sobreviurà en un medi amb G418 ja 

que expressarà el gen que li confereix resistència a aquest antibiòtic, així com el gen d’interès. 

L’avantatge d’utilitzar aquests vectors rau en el fet que les modificacions genètiques introduïdes en 

la cèl·lula animal perduren al llarg del temps i s’elimina la necessitat de crivellar un gran nombre de 

colònies per buscar clons funcional.  

 
Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg ·mL-1. 
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B4. pIRESpuro2 (Clontech) 

En l’intent d’estabilització de l’expressió en l’hibridoma KB26.5, es va escollir el vector 

bicistrònic pIRESpuro2, que es caracteritza per ser un vector amb IRES capaç de generar un 

missatger bicistrònic que conté un gen que confereix resistència a l’antibiòtic puromicina, a banda 

del lloc d’inserció del gen d’interès. En aquest cas, es va escollir la resistència a la puromicina, 

antibiòtic d’efecte ràpid, a diferència de la neomicina, perquè accelera l’obtenció de les poblacions 

clonals transfectades, ja que les cèl·lules que no han incorporat el plasmidi moren en un interval 

molt curt de temps (2-3 dies, respecte les 2-3 setmanes necessàries quan es treballa amb l’antibiòtic 

G418). A l’igual que el pIRESneo, el pIRESpuro2 conté una seqüència IRES del virus 

encefalomiocarditis ECMV que permet la traducció simultània de la proteïna d’interès i del 

marcador de selecció a partir d’un únic mateix mRNA. L’IVS correspon a un intró sintètic. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. 
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B5. pIRES2-EGFP (Clontech) 

Per a la determinació de l’eficiència de transfecció, es va fer ús del vector pIRES2-EGFP, que 

conté la seqüència que codifica per a la proteïna fluorescent EGFP. D’altra banda, aquest vector es 

caracteritza per generar missatgers biscistrònics, com ho feien pIRESneo i pIRESpuro2, i per 

permetre la creació de construccions quimèriques amb la EGFP. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús de kanamicina 10 µg·mL-1. 
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B6. pEE12 (Lonza Biologics) 

La font del gen glutamina sintetasa per a la síntesi del vector pIRES-GS fou el vector pEE12 

(Lonza Biologics). 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. 
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B7. pSG5:ksbcl-2 (Dr. Jean M. Hardwick) 

El cDNA codificant del KSBcl-2, membre de la família del Bcl-2, va ser gentilment cedit per la 

Dra. J-M. Hardwick, inserit en el vector pSG5 (Stratagene) amb la seqüència que codifica per 

l’epítop HA en 5’. 

 

La seqüència codificant per a l’epítop HA que ha estat afegit en 5’ al cDNA del KSBcl-2 es mostra 

a continuació. 

 
 

      --------   HA-tag  -------      Bgl II   →→→→  
ATGGCGTACCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGAGATCTACCATGGACG 

 

 

De totes formes, a l’alliberar l’insert amb Bgl II per subclonar-lo en altres vectors, es perd l’HA-

tag, a menys que no es realitzi una amplificació per PCR amb un encebador que inclogui la zona 5’ 

que codifica per l’HA-tag. 
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B8. pIRES-GS 

En aquest treball, s’ha generat un nou vector bicistrònic que té com a marcador de selecció el gen 

de la glutamina sintetasa. Aquesta estratègia aprofita que l’hibridoma KB26.5 és deficient en aquest 

gen i, com a conseqüència, no pot realitzar la reacció catalitzada per la GS. Això permet seleccionar 

les cèl·lules que han incorporat el plasmidi, substituint del medi la glutamina pel glutamat. Els 

detalls de la seva síntesi s’especifiquen a l’apartat 7.7.1. d’aquesta memòria. 

 

A l’igual que el plasmidi pIRESneo del qual prové, el pIRES-GS es pot replicar en E. coli, gràcies 

a la presència d'un origen de replicació Col E1. La selecció de les colònies que han incorporat el 

vector es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. 
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B9. pcDNA3:bcl-2 

El gen que codifica per la proteïna protectora de l’apoptosi Bcl-2 humana fou clonada en el vector 

pcDNA3 en EcoR I/Xho I. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B10. pcDNA3:bcl-xL 

El gen que codifica per la proteïna inhibidora de Caspases X-IAP humana fou clonada en el vector 

pcDNA3 en EcoR I/Xho I.  

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B11. pcDNA3:bhrf-1 

El cDNA del Bak obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA del propi hibridoma KB26.5 

fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B12. pcDNA3:ksbcl-2 

El cDNA del gen que codifica pel ksbcl-2, alliberat per digestió amb Bgl II del vector pSG5:ksbcl-

2 (veure subapartat B7), fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B13. pcDNA3:x-iap 

El cDNA del gen endogen x-iap, obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA total extretes 

del propi hibridoma KB26.5,  fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B14. pcDNA3:p35 

El cDNA del gen víric p35, obtingut per PCR a partir de mostres de DNA genòmic del baculovirus 

AcMNPV, fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B15. pcDNA3:bcl-w 

El cDNA del gen protector de l’apotosi bcl-w, obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA 

total del propi hibridoma KB26.5, fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector es 

realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B16. pcDNA3:mcl-1 

El cDNA del gen protector de l’apotosi mcl-1, obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA 

total del propi hibridoma KB26.5, fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector es 

realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B17. pcDNA3:bax 

El cDNA del gen proapoptòtic endogen bax, obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA 

total del propi hibridoma KB26.5, fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B18. pcDNA3:bak 

El cDNA del gen proapoptòtic endogen bak, obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA 

total del propi hibridoma KB26.5, fou clonat en el vector pcDNA3. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B19. pcDNA3:myc-Donatello 

La construcció Donatello va ser clonada en el vector pcDNA3-myc, incloent-li així la seqüència 

de l’epítop myc. 

  

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B20. pcDNA3:myc-Michelangelo 

La construcció Michelangelo va ser clonada en el vector pcDNA3-myc, incloent-li així la 

seqüència de l’epítop myc. 

  

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B21. pcDNA3:myc-Leonardo 

La construcció Leonardo va ser clonada en el vector pcDNA3-myc, incloent-li així la seqüència de 

l’epítop myc. 

  

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic G418 òptima de 

treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 mg·mL-1 (veure Figura 5.5). 
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B22. pIRESpuro2:bhrf-1 

El cDNA del gen bhrf-1 obtingut per RT-PCR a partir de mostres de RNA de cèl·lules Raji d’un 

limfoma de Burkitt fou clonat en el vector pIRESpuro2. Això permet l’expressió d’un missatger 

bicistrònic que conté la seqüència d’aquest gen antiapoptòtic i de la resistència a la puromicina. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic puromcina 

òptima de treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 µg·mL-1 (veure Figura 5.21). 
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B23. pIRESpuro2:ksbcl-2 

El cDNA del gen víric ksbcl-2, obtingut per digestió amb Bgl II del vector pSG5:ksbcl-2 (veure 

subapartat B7), fou clonat en el vector pIRESpuro2. Això permet l’expressió d’un missatger 

bicistrònic que conté la seqüència d’aquest gen antiapoptòtic i de la resistència a la puromicina. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic puromcina 

òptima de treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 µg·mL-1 (veure Figura 5.21). 
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B24. pIRESpuro2:p35 

El cDNA del gen p35 obtingut per PCR a partir de mostres de DNA genòmic del baculovirus 

ACMNPV fou clonat en el vector pIRESpuro2. Això permet l’expressió d’un missatger bicistrònic 

que conté la seqüència d’aquest gen antiapoptòtic i de la resistència a la puromicina. 

 

Aquest plasmidi es pot replicar en E. coli. La selecció de les colònies que han incorporat el vector 

es realitza mitjançant l’ús d’ampicil·lina a 50 µg·mL-1. La concentració d’antibiòtic puromcina 

òptima de treball en cèl·lules d’hibridoma és 3 µg·mL-1 (veure Figura 5.21). 
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RECURSOS A LA XARXA 
 
 
 
www.apoptosis-db.org Base de dades de proteïnes involucrades en el procés de 

mort per apoptosi 
 

www.ncbi.nlm.nih.gov  Base de dades de seqüències nucleotídiques, proteï-
ques, articles i programes en línia com BLAST 
 

www.ebi.ac.uk  Programes on-line de gran utilitat, com és el cas de 
ClustalW per a l’alineament de seqüències 
 

www.copewithcytokines.de 
 

COPE Cytokines Online Pathfinder Encyclopaedia 

www.gcg.com Paquet de programes de biologia molecular GCG 
 

www.bib.uab.es Pàgina web de les Biblioteques de la UAB, des d’on es 
pot consultar el catàleg i sol∙licitar còpies de documents 
 

decomate.uab.es 
 

Biblioteca virtual de la Universitat Aurònoma de 
Barcelona 
 

www.bib.uab.es/ciencies/r
evdig.htm 

Catàleg de la UAB amb accés a les edicions 
electròniques de revistes d’interès en el camp de les 
ciències experimentals i enginyeries 


	Portada
	Certificat
	Agraïments
	Índex
	Resum
	Introducció
	Capítol 1

	Objectius
	Capítol 2

	Resultats i Discussió
	Capítol 3
	Capítol 4
	Capítol 5

	Conclusions
	Capítol 6

	Materials i Mètodes
	Capítol 7

	Referències
	Abreviatures i Símbols
	Annexos
	Annex A
	Annex B
	Annex C


