Estudio de genes humanos de función desconocida usando Dictyostelium discoideum como sistema modelo

Generación KOs con transposon

PCR de colonias con buffer mágico

Transformación, selección de KOs etc

Este proyecto consiste en el estudio de genes humanos de función desconocida usando como sistema modelo Dictyostelium discoideum. Estos genes no se encuentran en las levaduras S. cerevisiae y S. pombe, simplemente por competencia (las levaduras se han considerado un buen sistema modelo por su fácil manipulación genética y además porque todos sus genes han sido knockeados) y porque tiene ausencia de determinadas características como:

· Fagocitosis

· Macropinocitosis

· Motilidad celular y quimiotaxis

· Multicelularidad

Para esto se realizaron las siguientes comparaciones:

1) Comparación del genoma de la levadura S. cerevisiae con el genoma de D. Discoideum y eliminación de aquellos genes que presenten una homología menor a 1e-2 (a menor valor, mayor es la homología). Programa usado: protos 0.1.

De los 12.734 genes de D. Discoideum, 9.232 no presentan un homólogo en la levadura.

2) Los 9232 genes de D. Discoideum se compararon con los 39.080 genes de humanos y se eliminaron aquellos que no presentaban una homología menor a 1e-20 (que no considerabamos muy homólogos por tener un valor mayor). Nos quedaron 497 genes homólogos con humanos.

3) Esos 497 genes se compararon con la otra levadura S. pombe y se eliminaron aquellos genes que tenían una homología menor a 1e-2. Nos quedaron 366 genes que se encuentran en humanos y D. discoideum, pero no en las levaduras S. cerevisiae y S. pombe.

4) De esos 366 genes se eliminaron aquellos en los que se observaron dominios conservados contrastando con varias bases de datos. Quedaron 120 genes que no presentaban ningún dominio conservado.

5) Esos 120 genes se comprobaron manualmente con la base de datos del NCBI y se eliminaron aquellos que su homólogo, en otro organismo, presentaba función conocida. 

Quedaron 66 genes de función desconocida y presentes en humanos y D. discoideum y no en las levaduras S. cerevisiae y S. pombe. A estos genes se les denominaron UFO (Unknown Function ORF).

Estos 66 genes se encuentran la mayoría presentes en otros organismos, como Drosophila, C.elegans o Arabidopsis y 7 de ellos únicamente en humanos y D. discoideum.

Para el estudio de la función celular y bioquímica de estos genes recurrimos a realizar los K.O. de cada uno de ellos. Eliminando su expresión intentamos averiguar su función. Primero debemos construir los vectores K.O. que vamos a introducir en células de AX4, para intentar que, por recombinación homóloga, se interrumpa la expresión de estos genes. 

PROCEDIMIENTO PARA EL DISEÑO DE LAS CONSTRUCCIONES K.O.

Partimos de dos grupos de genes, bloque 3 y 4, compuestos por:

	      BLOQUE 3     
	      BLOQUE 4

	ng 3560    (1)
	ng 5903    (B)

	ng 3619    (2)
	ng 6527    (C)

	ng 3693    (3)
	ng 6598    (D)

	ng 3818    (4)
	ng 6669    (E)

	ng 3996    (5)
	ng 7008    (F)

	ng 4212    (6)
	ng 7020    (G)

	ng 4259    (7)
	ng 7843    (H)

	ng 4595    (8)
	ng 8442    (I)

	ng 5471    (9)
	ng 8539    (J)

	ng 5732  (10)
	ng 8673    (K)

	
	ng 8932    (L)


También trabajamos con tres genes del bloque 1 y 2: ng 87, ng 130 y ng 1559(A). 

Todos estos genes pertenecen al grupo de los genes UFOs (Unknown Function ORF). Los cúales tienen función desconocida, además de no tener ningún dominio conocido en su secuencia. Por ello, nuestro objetivo consiste en hacer los K.O. de todos estos genes, aislarlos, estudiar aquellos que tienen un fenotipo visible y conseguir identificar su función. 

El primer paso previo de este procedimiento es:

1. Localizar la región que codifica la proteína en el contig extraído de PRELIMINARY DIRECTORY OF DICTYOSTELIUM GENES VERSION 3 de Negin Iranfar, Rolf Olsen and William F. Loomis.
· Acceder a la página: http://dictybase.org/
· En links, pulsar la opción: “Dictyostelium Genomics”.

· En Other Dictyostelium genome resources, pulsar:

      “Preliminary Directory of Dictyostelium genes, Version 3,0 (Loomis)”

· En esta nueva página acceder a: “Rapid Links Search by Key Words” 

· Escribir el gen que se desea buscar en: “Enter Key Word”, por ejemplo: ng 87 y pulsar intro.
· Seleccionar el gen buscado y guardar su contig. 
· Anotar el comienzo y el fin de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína (esto es muy importante para averiguar si la secuencia del contig es la facilitada o la antiparalela).
· Copiar la secuencia.
· Pulsar manzana, Aplicaciones, Ciencia y programa DNA Strider 1.2.
· Dar a File, New y DNA y pegar en la pantalla que se abre la secuencia copiada.
· Eliminamos la secuencia anterior y posterior al comienzo y fin de la secuencia que codifica la proteína, dejando unos 500-1000 nucleótidos antes y despues.  

· Comprobamos que tenemos la orientación correcta y sino es así la cambiamos dando a Edit, Select All, Conv y Anti parallel.
· Seleccionar todo y pulsar AA, Translation, 3-phase 1-letter. Aparecerá una nueva pantalla con la secuencia de nucleótidos y las 3 secuencias de la proteína derivadas de las tres fases de lectura posibles.

· Manualmente localizar la secuencia que codifica la proteína, cuya secuencia puede presentar intrones.

2. Diseñar dos oligos con las siguientes características:

· Tamaño: > 20 pb.
· Proporción de G+C/A+T parecida.
· Inicio de la polimerasa comience por G o C, dos seguidas (extremo 3´).
· No zona de aminoácidos repetidos.
  Oligo 5´- 3´: cercano al comienzo de la proteína o posterior,  

  denominado ng xxxx.1.

  Oligo 3´- 5´: cercano a la terminación de la proteína o posterior, 

  denominado ng xxxx.2.
3. Amplificación de cada uno de los genes por PCR: Para ello partimos de 

DNA genómico, denominado 1/100 (78).

La mezcla de reacción a preparar es la siguiente:

         REACTIVOS                                VOLUMEN(L)/tubo
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    DNA genómico 1/100 (78)                            5

    dNTPs                                                          1

    Oligo directo 5´- 3´, ng xxxx.1                    1

    Oligo reverso 3´- 5´, ng xxxx.2                   1

    Buffer reacción (10x)  Biotools                     5

    Taq pol. Biotools                                        1.5

    H2O bidestilada                                         35.5

Añadir al final la Taq polimerasa.

Las condiciones óptimas para esta PCR son:

         TEMPERATURA(ºC)          TIEMPO (min)          CICLOS
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A este programa lo llamamos RA en el termociclador. 

PROBLEMA: Los intervalos de temperatura y tiempo se deben a que hay muestras que amplifican muy contaminadas (varias bandas) o que no amplifican, a unas determinadas temperaturas y tiempos. La variación de éstos fue crucial para mejorar su amplificación.

Comprobación de la PCR: 

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), 1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x (buffer de electroforesis). 

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de muestra , 4-5 L del marcador de 1 kb y poner la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciamos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacer una foto con el programa GeneSnap.

RESULTADOS ESPERADOS:

· Una amplificación, lo más pura posible (una única banda) 
· Con su tamaño adecuado, entre 2-3 kb.
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4. Purificación de la PCR mediante el Kit QIAquick PCR Purification de   

 QIAGEN, que consiste en:

· Añadir 5 volúmenes del buffer PB a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                 1 volumen = volumen real de la muestra (ej. 50L)

                 5 volúmenes = 5 x 50 = 250 L de buffer PB

· Añadir la mezcla a la minicolumna QIAquick, máximo 750 L.

· Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído de la minicolumna, añadir lo que quede de mezcla (si queda algo) y volver a centrifugar.

· Lavar la minicolumna con 750 L del buffer PE + Etanol y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído y volver a centrifugar para secar.

· Poner un eppendorf nuevo para cada minicolumna y añadir para eluir el DNA 30 L de buffer EB sobre la membrana de la minicolumna.

· Esperar 1 min y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· El eluído es nuestro DNA, etiquetar bien y guardar a –20ºC.

PROBLEMA: 

Antes no purificabamos la muestra de esta manera, sino que extraíamos la banda de un gel de agarosa Ultrapura de BIO-RAD al 1% y la 

purificabamos con el kit QIAquick PCR Purification de QIAGEN. Protocolo: 

· Pesar la banda cortada del gel.

· Añadir 3 volúmenes de buffer QG a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                1 volumen = volumen real de la muestra

                100mg ~ 100 L

                3 volúmenes = 3 x volumen real

· Añadir 1 volumen de isopropanol y mezclar.

· Añadir la muestra a la minicolumna de QIAGEN, máximo 750 L y centrifugar 1 min a 14.000 rpm.

· Descartar el eluído y lavar la membrana con 750 L de buffer PE.

· Centrifugar 1 min a 14.000 rpm.

· Quitar el eluído y secar la membrana centrifugando 1 min a 14.000 rpm.

· Tirar el tubo colector y poner un eppendorf nuevo. 

· Añadir 30 L de buffer EB, dejar reposar 1 min y centrifugar 1 min  a 14.000 rpm.

· Guardar a –20ºC.

El problema que tuvimos desde el principio es que la ligación posterior no salía muy bien y era debido a que purificando de esta manera se perdía mucho DNA. La cantidad de colonias por este procedimiento era menor o nula.

5.  Ligación del producto de la PCR con pGEM-T Easy, para ello preparar la siguiente mezcla de reacción:
          Reactivos                               Volumen (L)

Buffer 2 x Rapid Ligation


 5

pGEM-T Easy vector   



 1

          Reactivos                               Volumen (L)

Producto PCR purificado


 3

T4 DNA ligasa




 1

· Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

pGEM-T Easy: este vector presenta la región de policlonaje, donde se incorpora el inserto, en medio del gen lac z, así nos permite identificar las colonias que lo han insertado (blancas) de aquellas que no (azules). Además posee un gen de resistencia a Ampicilina (AmpR) para poder seleccionar aquellas que lo han incorporado dentro de la región de policlonaje.
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6.Transformación de la ligación en células competentes DH5.          (
Las células competentes se encuentran guardadas a –20ºC. Este procedimiento consiste en: 

· Sacar las células competentes DH5 del congelador y mantenerlas en hielo 5 min hasta que se descongelen.

· Añadir todo el volumen de la ligación (10 L) a las células competentes y conservar en hielo.

· Realizar el choque térmico: incubar 1:30 min a 42ºC.

· Añadir 0,8 mL de medio LB e incubar 30 min a 37ºC.

Vamos a utilizar placas de LBA: de LB + Amp; la Amp es necesaria para seleccionar aquellas células que han incorporado el plásmido en el interior.

· Añadir a cada placa: 

· 50 L de X-Gal 

· 30 L de IPTG (inductor de lacZ)

y extender con el asa de siembra. Ambos sirven para seleccionar aquellas células que hayan incorporado el plásmido con el inserto, porque este último se inserta en el gen de lacZ interrumpiéndolo y, por lo tanto, dando lugar a colonias blancas. Si no se insertara, daría lugar a colonias azules.

· Sembrar 50 y 200 L de la ligación en las placas de LBA y extender con el asa de siembra. El resto guardarlo a –20ºC.

· Incubar toda la noche a 37ºC boca abajo.

RESULTADO: Al día siguiente: 

En la placa deben aparecer la mayoría de las colonias blancas, lo que nos indicaría que se ha introducido el fragmento en la región de multiclonaje. La proporción entre colonias blancas/colonias azules debe ser alta.

7. Crecimiento de células transformadas para la miniprep:      (
· Seleccionar de 10-20 colonias blancas (control positivo) y una colonia azul (control negativo).

· En un tubo de 10 mL de plástico, añadir 3 mL de medio LB y 3 L de Amp.

· Con una punta amarilla picar una de las colonias selecionadas y enjuagarla en el LB, así depositamos la colonia en el tubo. Hacer la misma operación con el resto de colonias.

· Incubar a 37ºC con agitación O/N.

8. Miniprep alcalina para plásmidos:                 (
· Añadir 1,5 mL del cultivo crecido ayer a un eppendorf y centrifugar 3 min a 14.000 rpm.

· Eliminar el SB con una bomba de agua.

· Resuspender el pellet en 100 L de buffer de resuspensión. Agitar bien.

· Añadir 200 L de buffer de lisis (solución alcalina)e invertir el tubo varias veces. Debe desaparecer la turbidez de la muestra.

· Añadir 150 L de buffer de neutralización (solución de acetato sódico o potásico 3M pH 5,2) e invertir el tubo varias veces. Debe de aparecer un precipitado blanco.

· Centrifugar 5 min a 14.000 rpm y eliminar el pellet.

· Añadir el SB a un nuevo eppendorf y añadir 2 volúmenes de etanol absoluto y agitar:

                     1 volumen es ~ 450 L

                     2 volúmenes son ~ 900 L

· Centrifugar 10 min a 14.000 rpm, eliminar el SB volteando el eppendorf.

· Dar un pulso de 10 sg en la microcentrifuga y retirar el SB que queda.

· Dejar secar a temperatura ambiente 5 min.

· Resuspender el pellet con 50 L de TE.

PROBLEMA:

Cuando preparamos la miniprep tuvimos problemas porque obteníamos muy poco DNA o nada y esto se debió a que alguno de los bufferes estaba mal. Asegurarse de que todos los bufferes están bien preparados y recientes antes de realizar la miniprep.
9. Digestión de la miniprep con Not I:

Esta digestión se realiza para comprobar que las colonias blancas realmente     presentan el inserto. La enzima Not I se encuentra presente en el vector pGEM-T Easy a ambos lados de donde se localiza el inserto, luego vamos a obtener dos bandas:

· una de ~ 3 kb debida al vector: 3015 pb  – 34 pb = 2981 pb

· otra del tamaño del inserto + 34 pb (los tamaños de nuestros insertos están entorno a 1,9 – 2,9 kb)

Si no se encontrara el inserto dentro daría lugar a una banda de ~ 3 kb, debida al vector, y otra banda de ~ 34 pb, que  apenas se apreciaría.
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	MUESTRA
	NOMBRE
	   TAMAÑO

   INSERTO
	          TAMAÑO 

        DIGESTIÓN

	ng 3560
	   1
	    2538 pb
	      2572 pb

	ng 3619
	   2
	    2574 pb  
	      2608 pb

	ng 3693
	   3
	    2436 pb
	      2470 pb

	ng 3818
	   4
	    2576 pb
	      2610 pb

	ng 4212
	   6
	    2728 pb
	      2762 pb

	MUESTRA
	NOMBRE
	   TAMAÑO

   INSERTO
	          TAMAÑO 

        DIGESTIÓN

	ng 4259
	   7
	    2843 pb
	      2877 pb

	ng 4595
	   8
	    2859 pb
	      2893 pb

	ng 5471
	   9
	    2773 pb
	      2807 pb

	ng 5732
	  10
	    2851 pb
	      2885 pb

	ng 1559
	   A
	    2454 pb 
	      2488 pb

	ng 5903
	   B
	    2596 pb
	      2630 pb

	ng 6527
	   C
	2407 pb
	2441 pb

	ng 6598
	   D
	2257 pb
	2291 pb

	ng 6669
	   E
	2537 pb
	2571 pb

	ng 7008
	   F
	2607 pb
	2641 pb

	ng 7020
	   G
	2408 pb
	2442 pb

	ng 7843
	   H
	2193 pb
	2227 pb

	ng 8442
	   I
	1997 pb
	2031 pb

	ng 8539
	   J
	1955 pb
	1989 pb

	ng 8673
	   K
	2138 pb
	2172 pb

	ng 8932
	   L
	2552 pb
	2586 pb

	ng 3996
	 5/M
	2043 pb
	2077 pb


· Se prepara la siguiente mezcla de reacción:

· DNA miniprep               3 L

· Buffer 10x React. 3       2 L

· Not I                             1 L

· H2O bidestilada            14 L

· Incubar 1 hora a 37ºC.

Comprobación de la digestión:

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), 1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x.

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1 L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de cada digestión en el pocillo correspondiente y 4-5 L del marcador de 1 kb.

· Conectar la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciemos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacer una foto con el programa GeneSnap.

RESULTADOS OBTENIDOS:

Si en el gel aparecen las dos bandas con el tamaño adecuado damos por bueno el resultado de la digestión. Como se aprecia en el siguiente gel aparecen dos bandas una a ~ 3 kb, vector, y otra a ~ 2,5-2,9 kb debidas a los distintos insertos. Luego la enzima Not I nos confirma que el plásmido contiene el inserto que queremos.
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10. Purificación de las minipreps mediante el Kit QIAquick PCR            Purificación de  QIAGEN, que consiste en:   

· Añadir 5 volúmenes del buffer PB a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                 1 volumen = volumen real de la muestra (ej. 50L)

                 5 volúmenes = 5 x 50 = 250 L de buffer PB

· Añadir la mezcla a la minicolumna QIAquick, máximo 750 L.

· Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído de la minicolumna, añadir lo que quede de mezcla (si queda algo) y volver a centrifugar.

· Lavar la minicolumna con 750 L del buffer PE + Etanol y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído y volver a centrifugar para secar.

· Poner un eppendorf nuevo para cada minicolumna y añadir para eluir el DNA 30 L de buffer EB sobre la membrana de la minicolumna.

· Esperar 1 min y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· El eluído es nuestro DNA, etiquetar bien y guardar a –20ºC.

11. Reacción de transposición:
Esta reacción consiste en el reconocimiento en el vector EZTN:tetr-bsr de las secuencias q flanquean los genes tetr y bsr por la enzima transposasa (la secuencia comprendida entre estas regiones de reconocimiento de la transposasa se denomina transposón). Esta enzima por transposición in vitro con el vector pGEM-T Easy, que tiene nuestro inserto de interés, introduce el transposón dentro del plásmido al azar. Posteriormente, se transforma en bacterias de E.Coli competentes y por selección con Amp y Tet  se consiguen posibles K.O.s del inserto. En la siguiente hoja hay un esquema resumido del procedimiento a seguir.

       [image: image6.jpg]tet, ps
Pyl

Pwull



       [image: image7.jpg]tat"




                    [image: image8.jpg]





                                                                   


                                                            [image: image9.jpg]



A. Generación del transposón: digestión y purificación.

Para aislar el transposón que nos interesa debemos utilizar enzimas de restricción. En nuestro caso, la enzima PvuII (en verde en la figura de la hoja siguiente) digiere el vector por ambos lados y muy cerca de la región de reconocimiento de la transposasa, liberando dos fragmentos: el transposón que contiene los genes de tet r-bs r y otro con el ori y el gen amp r.

· Vamos a digerir 10 g del DNA de la maxi del vector EZTN (facilitada por Teresa Suarez). En nuestro caso la concentración de DNA de la maxi es de 4 g/L:

         V (maxi) = 10 g / 4 g/L = 2,5 L

· La mezcla a preparar es la siguiente:

          Muestra                            V(L) o m(g)


           DNA                                10 g / 2,5 L

        Buffer M                                   20 L

          Pvu II                                      5 L

           H2O                                    172,5 L

· Incubar a 37ºC (baño) con agitación durante 2,5 h.
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Comprobación de la digestión: 

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), 1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x.

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1 L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de cada digestión en el pocillo correspondiente y 4-5 L del marcador de 1 kb.

· Conectar la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciemos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacer una foto con el programa GeneSnap.

Purificación con el kit QIAquick PCR Purification de QIAGEN:

· Añadir 5 volúmenes del buffer PB a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                 1 volumen = volumen real de la muestra (ej. 50L)

                 5 volúmenes = 5 x 50 = 250 L de buffer PB

· Añadir la mezcla a la minicolumna QIAquick, máximo 750 L.

· Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído de la minicolumna, añadir lo que quede de mezcla (si queda algo) y volver a centrifugar.

· Lavar la minicolumna con 750 L del buffer PE + Etanol y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído y volver a centrifugar para secar.

· Poner un eppendorf nuevo para cada minicolumna y añadir para eluir el DNA 30 L de buffer EB sobre la membrana de la minicolumna.

· Esperar 1 min y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· El eluído es nuestro DNA, etiquetar bien y guardar a –20ºC.

PROBLEMA:

No obteníamos colonias al final de la reacción de transposición. Cambiamos de método de purificación del vector EZTN, lo purificamos como si se tratase de una PCR y no a partir de banda como hacíamos al principio. Con el nuevo método de purificación obtuvimos colonias. El protocolo anterior era:

· Preparar un gel de agarosa Ultrapura de BIO-RAD al 1%(p/v), con TAE 1x.

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1 L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar todo el volumen de la digestión en el pocillo correspondiente y 4-5 L del marcador de 1 kb.

· Conectar la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciemos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Con una lámpara UV cortar la banda del transposón que debe tener un tamaño de ~ 3 kb.

· Pesar la banda cortada del gel.

· Añadir 3 volúmenes de buffer QG a 1 volumen de la muestra y mezclar. 

                1 volumen = volumen real de la muestra

                           100mg ~ 100 L

                3 volúmenes = 3 x volumen real

· Añadir 1 volumen de isopropanol y mezclar.

· Añadir la muestra a la minicolumna de QIAGEN, máximo 750 L y centrifugar 1 min a 14.000 rpm.

· Descartar el eluído y lavar la membrana con 750 L de buffer PE.

· Centrifugar 1 min a 14.000 rpm.

· Quitar el eluído y secar la membrana centrifugando 1 min a 14.000 rpm.

· Tirar el tubo colector y poner un eppendorf nuevo. 

· Añadir 30 L de buffer EB, dejar reposar 1 min y centrifugar 1 min  a 14.000 rpm.

· Guardar a –20ºC.

A continuación, mostramos la foto de un gel con el resultado de la reacción de transposición. Mediante la comprobación del tamaño de los brazos analizados, por PCR, de muestras con EZTN purificado a partir de banda y como si fuera una PCR. Se comprueba que, a parte de que en algunos casos con el vector EZTN purificado de banda no salen colonias, si salen, ninguna presenta tamaño adecuado. En cambio, con el vector EZTN purificado como si fuera una PCR, a parte de que aparecen muchas colonias, hay un número determinado que presenta el tamaño adecuado de los brazos.
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Las colonias buenas son aquellas que tienen una única banda con un tamaño de entre 0,5-2 kb. Luego las colonias A*.7, A*.9 y A*.11. La muestra A no presenta ninguna colonia buena.

B. Reacción de transposición:

Esta parte del experimento se realiza en el mismo día.
· Preparar la mezcla de reacción:

  Muestra                                                                    V (L) 


Buffer de reacción EZ::TNTM 10x  EPICENTRE                              0,5

Plásmido pGEM-T Easy + inserto                                              1 - 1,5

Transposón purificado   EPICENTRE                                              1

Transposasa EZ::TNTM   1u/L     10u    EPICENTRE                      1

H2O estéril   EPICENTRE                                                           1 – 1,5

· Incubar a 37ºC durante 2 h.

· Parar la reacción con 0,5 L de la solución de STOP EZ::TNTM de EPICENTRE e incubar 10 min a 70ºC.

· Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Precipitación de la transposición:

Este paso se realiza para obtener mejores resultados.

· Diluir la mezcla de reacción con 35 L de H2O bidestilada.

· Añadir 1 L de glicógeno (ayuda a que precipite mejor y se aprecie  más).

· Adicionar 66 L de isopropanol y mezclar bien.

· Centrifugar durante 20 min a 14.000 rpm.

· Descartar el SB y lavar con 50 L de etanol al 80%.

· Centrifugar 10 min a 14.000 rpm.

· Eliminar el SB, dar un pulso de centrifugación y eliminar lo que queda de SB.

· Dejar secar el pellet y resuspender en 10 L de H2O bidestilada.

Transformación para el K.O. en células competentes DH5.          (
Las células competentes se encuentran guardadas a –20ºC. Este procedimiento consiste en: 

· Sacar las células competentes DH5 del congelador y mantenerlas en hielo 5 min hasta que se descongelen.

· Añadir todo el volumen de la precipitación de la transposición (10 L) a las células competentes y conservar en hielo.

· Realizar el choque térmico: incubar 1:30 min a 42ºC.

· Añadir 0,8 mL de medio LB e incubar 30 min a 37ºC.

Vamos a utilizar placas de LB + Amp + Tet (marca negra y roja); la Amp es necesaria para seleccionar aquellas células que han incorporado el plásmido en el interior y la Tet para aquellas que además han sufrido la reacción de transposición.

· Sembrar 100 L de la transformación en las placas de LB + Amp + Tet y extender con el asa de siembra. 

· El resto centrifugarlo a 14.000 rpm durante 10 min para concentrar las células competentes.

· Descartar casi todo el SB, excepto ~ 100 L, para resuspender el pellet.

· Plaquear los 100 L y extender con el asa de siembra.

· Incubar día y medio a 37ºC boca abajo.

Otro método que utilizamos cuando la cantidad de colonias era enorme es:

· Sembrar 50 y 100 L de la transformación en las placas de LB + Amp + Tet y extender con el asa de siembra. 

· El resto guardar a 4ºC.

· Incubar día y medio a 37ºC boca abajo.

RESULTADO: Al día y medio: 

En la placa deben aparecer colonias blancas, lo que nos indicaría que la reacción de transposición ha tenido lugar. Pero debemos analizar las colonias primero para comprobar que el tamaño de los brazos es adecuado, ya que analizaremos aquellos que tengan 0,5 – 2,0 kb de tamaño, y segundo comprobaremos donde se han insertado dentro del gen inicial para comprobar si ha caído dentro de la secuencia, en un intrón, o fuera de la secuencia.

12. Comprobación del tamaño de los brazos:
La comprobación del tamaño de los brazos es muy importante, ya que sólo vamos a querer aquellas colonias que presenten un tamaño de brazos entre 0,5 – 2,0 kb y el resto los vamos a rechazar. Este tamaño es el adecuado debido a que, al insertarse el transposón en la secuencia de nuestro gen de interés, divide al gen en dos brazos de distinto tamaño, los brazos de la posible construcción K.O. Para llevar a cabo esta comprobación, primero extraemos el DNA de las colonias y a continuación por PCR analizamos su tamaño.

A. Extracción del DNA de las colomias:               (
· Seleccionar 10 o 15 colonias blancas de varios tamaños: grandes y pequeñas.

· Añadir 20 L de H2O bidestilada a 10 o 15 eppendorfs.

· Picar con una punta amarilla cada colonia y enjuagarla en el H2O bidestilada.

· Hervir 5 min y dejar enfriar.

B. Comprobación del tamaño de los brazos por PCR:
Para comprobar el tamaño de los brazos vamos a realizar una PCR con tres oligos distintos: 

· Oligo A ( localizado en el vector pGEM-T Easy.

· Oligo B ( localizado en el vector pGEM-T Easy.

· Oligo SqRP ( localizado en uno de los extremos del transposón.
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La inserción del transposón en la secuencia del inserto da lugar, por PCR, a una banda de entre 0,5 – 2,0 kb. Se trata de uno de los brazos posibles de la construcción para realizar el K.O. El otro brazo tendrá también un tamaño de entre 0,5 – 2,0 kb. Estos dos brazos podrían dar lugar a la posible construcción para generar el K.O. de ese gen. La amplificación por PCR da lugar a las siguientes situaciones:


           






A. Amplifica un fragmento de 0,5 a 2,0 kb por el oligo B del vector pGEM-T y SqRP del transposón, que contiene parte de la secuencia del inserto. Posible construcción para realizar K.O.

B. Amplifica un fragmento de 0,5 a 2,0 kb por el oligo A del vector pGEM-T y SqRP del transposón, que contiene parte de la secuencia del inserto. Posible construcción para realizar K.O.

C. Amplifica un fragmento de 2 – 3 kb por los oligos A y B del vector pGEM-T, que contienen todo el inserto. En este caso el transposón no se ha introducido dentro de la secuencia del inserto. No nos sirve como construcción para realizar K.O.

La mezcla de la reacción de PCR a preparar es la siguiente:

         REACTIVOS                                VOLUMEN(L)/tubo


  DNA extraído de colonias                                5

  Buffer reacción (10x)  Biotools                        5

  dNTPs                                                           0,5

  Oligo A                                                          0,5

  Oligo B                                                          0,5            

  Oligo SqRP                                                    0,5

  Taq pol. Biotools                                           1,5

  H2O bidestilada                                            36,5

Añadir la Taq polimerasa al final.

Las condiciones óptimas para esta PCR son:

         TEMPERATURA(ºC)          TIEMPO (min)          CICLOS


                   95                                 5                           1

                   95                       
 1


  30

                   50



 1


  30


                 65


          2


  30





                 65


         10

            1

                    4                                   ∞                          
A este programa lo llamamos RA- A en el termociclador. Anteriormente usabamos este otro programa llamado RA – B, pero funciona mejor el A:

         TEMPERATURA(ºC)          TIEMPO (min)          CICLOS


                   95                                  5                           1

                   95                       
 1


  30

                   45



 1


  30


                 62


        2:30


  30





                 62


         10

            1

                    4                                   ∞                          

Comprobación de la PCR: 

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), 1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x (buffer de electroforesis). 

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de muestra , 4-5 L del marcador de 1 kb y poner la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciamos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.
· Hacer una foto con el programa GeneSnap.
RESULTADOS:

Debería de aparecer una única banda entre 0,5 – 2,0 kb que podría ser uno de los posibles brazos de la construcción para realizar el K.O., pero pueden aparecer más bandas. Sólo seleccionaremos aquellas colonias que presenten una única banda. El siguiente gel es un ejemplo de lo que suele salir al realizar una PCR:




     A   B  C  D   E  F  G  H  I  J  K  L  M     N  O  P Q  R S  T  U  V  W

En este caso tomaríamos por buenas las colonias: A, C, J, L, M, Q, V y W, porque todas ellas presentan una banda única entre 0,5 – 2,0 kb. Aunque presenten dos bandas como en el caso de V, la tomamos por buena porque presenta el tamaño adecuado en la banda más sobresaltada.

13. Purificación de las PCR mediante el Kit QIAquick de Purificación de  QIAGEN, que consiste en:   

· Añadir 5 volúmenes del buffer PB a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                 1 volumen = volumen real de la muestra (ej. 50L)

                 5 volúmenes = 5 x 50 = 250 L de buffer PB

· Añadir la mezcla a la minicolumna QIAquick, máximo 750 L.

· Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído de la minicolumna, añadir lo que quede de mezcla (si queda algo) y volver a centrifugar.

· Lavar la minicolumna con 750 L del buffer PE + Etanol y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído y volver a centrifugar para secar.

· Poner un eppendorf nuevo para cada minicolumna y añadir para eluir el DNA 30 L de buffer EB sobre la membrana de la minicolumna.

· Esperar 1 min y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· El eluído es nuestro DNA, etiquetar bien y guardar a –20ºC.

14. Preparación de las muestras para su secuenciación:

Mandamos a secuenciar las muestras seleccionadas en el paso anterior, para averiguar, exactamente, dónde se localiza el transposón en cada una de ellas. 

Este paso es esencial porque nos permite eliminar aquellas muestras cuyos transposones se localizan fuera de la secuencia del gen de interés o dentro de un intrón, lo cual no da lugar al K.O. Las muestras cuyo transposón se localiza dentro de la secuencia del gen también pueden no ser válidas, debido a que si se localiza al final de la secuencia del gen podría dar lugar a una proteína incompleta pero que no le afecte la pérdida de parte de su secuencia. Con la secuenciación de las muestras con el oligo SqRP, presente en la secuencia del transposón, podemos localizar el sitio de inserción del transposón y seleccionar aquellas muestras que presenten la inserción más a la mitad de la proteína.

· Preparar la siguiente mezcla: 
             REACTIVOS                                VOLUMEN(L)/tubo

    

        PCR purificada                                          3

Oligo SqRP (dilución 1/10)                               1

       H2O bidestilada                                         2

· Rotular el tubo y bajar a secuenciación.

15. Análisis de la secuencia:
Tenemos que localizar donde se ha insertado el transposón en la secuencia del gen de interés, para averiguar si lo ha hecho en un sitio adecuado.

· Localizar en la secuencia el oligo SqRP. Para ello debemos localizar en la secuencia el fragmento: GAG ACA G. Si la secuenciación ha salido bien debería de aparecer al comienzo de la secuencia.

· La secuencia que aparece a la derecha de este fragmento es la secuencia del gen de interés, del lugar exacto donde se ha insertado el transposón. Como el transposón se ha podido insertar de la manera directa o reversa, hay que comprobar las dos secuencias posibles en la secuencia completa del gen de interés:

· Directa: secuencia tal cual la recibimos, sentido 5´-3´.

· Reversa: secuencia complementaria y sentido 3´-5´.




        5´                                        Directa          3´



                     Reversa   

EJEMPLO:
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Secuencia directa: TRANSPOSÓN-CAT TAG AGA ATA ATG ATA ATA …

Secuencia reversa: … TAT TAT CAT TAT TCT CTA ATG- TRANSPOSÓN

TRANSPOSÓN-CAT TAG AGA ATA ATG ATA ATA …  directa 

TRANSPOSÓN-GTA ATG TCT TAT  TAC TAT TAT …   reversa

                                                   (
La secuencia completa del gen de interés es:


                                                   1433 nt

…GCAATTAATAACTCATCACAATCATCTACATTAGAGAATAATGATAATATTGTTGAAGGTGTAGTTGATGAATCATTTAATAATGGTAATGAGGAACAAAAAAGAATTGGATTTGTATTTGATAGTAGTATAACGGCATTTTTAATGATGGGTAATTTAGGATATGGTTTAAAGAATCATGCAGTTACAATGTTTGAACGTGGTAAATTATCAAATGAAGCATTGGCTGATTTCTTACAAGAACTTGATAAAATTGATGTAGAAGAGTTTGTAGATTCTGAAGCTAAATTATATGCAACAAATGCAATCTCTTTAAGAGATACAATTAGACATTTAAAAAATAAATATCGTATTGATGATAGTAATAGTAGTAATAGTAATAGTAGTAGTGGTGGTGGTAGTGGTAATTTACAAGGTTTAGATTTAATTAGTTGTGAAAGAATGAATCAATTGGATGAAA…

Hay que localizar algunas de las dos secuencias escritas arriba, para encontrar donde se ha introducido el inserto. Esto lo hacemos con el programa DNA Strider 1.2. 

1. Introducimos la secuencia del gen de interés completa a partir del contig de la página de Dictyo.

2. Con la opción Find(Find), se introduce una de las dos secuencias y se da Enter. Este programa busca la secuencia por todo el gen. 

En este caso ha encontrado la secuencia directa, con lo cual el transposón se localiza a la izquierda del nucleótido 1433 y dentro de un exón. Esta construcción es adecuada para la generación del K.O. de este gen.

Asi tendríamos que hacer con todas las colonias seleccionadas de este gen y luego elegir aquella que este más centrada o al principio en la secuencia, ni fuera, ni en ningún intrón. Seleccionamos mejor estas construcciones, porque aunque el KO caiga dentro de un exón, si cae en la parte posterior de la proteína, puede que ese fragmento de la proteína tenga actividad, sin necesidad de estar presente toda la secuencia de la proteína. Esto no suele suceder cuando el KO cae al principio de la proteína o más centrado.

16. Crecimiento de las células que han presentado el transposón en     el lugar adecuado: 
Se realiza a partir de las placas de AmpR y TetR (apartado 11).                   (
· Seleccionar aquellas colonias que presenten el transposón en el lugar adecuado, comprobado por secuencia. Seleccionar una por gen.

· En un tubo de 10 mL de plástico añadir 3 mL de medio LB, 3 L de Amp y 3 L de Tet.

· Con una punta amarilla picar una de las colonias selecionadas y enjuagarla en el LB, así depositamos la colonia en el tubo. Hacer la misma operación con el resto de colonias.

· Incubar a 37ºC con agitación O/N.

17. Miniprep alcalina plásmidos:                 (
· Añadir 1,5 mL del cultivo crecido ayer a un eppendorf y centrifugar 3 min a 14.000 rpm.

· Eliminar el SB con una bomba de agua.

· Resuspender el pellet en 100 L de buffer de resuspensión. Agitar bien.

· Añadir 200 L de buffer de lisis (solución alcalina)e invertir el tubo varias veces.

· Añadir 150 L de buffer de neutralización (solución de acetato sódico o potásico 3M pH 5,2) e invertir el tubo varias veces.

· Centrifugar 5 min a 14.000 rpm y eliminar el pellet.

· Añadir el SB a un nuevo eppendorf y añadir 2 volúmenes de etanol absoluto y agitar:

                     1 volumen es ~ 450 L

                     2 volúmenes son ~ 900 L

· Centrifugar 10 min a 14.000 rpm, eliminar el SB volteando el eppendorf.

· Dar un pulso de 10 sg en la microcentrifuga y retirar el SB que queda.

· Dejar secar a temperatura ambiente 5 min.

· Resuspender el pellet con 50 L de TE.

18. Digestión de la miniprep con Not I:

Esta digestión se realiza para comprobar que las colonias realmente     presentan el inserto + transposón. La enzima Not I se encuentra presente en el vector pGEM-T Easy a ambos lados de donde se localiza el inserto, luego vamos a obtener dos bandas:

i. una de ~ 3 kb debida al vector: 3015 pb  – 34 pb = 2981 pb

ii. otra del tamaño del inserto + transposón (tamaño: 3 kb) + 34 pb (los tamaños de nuestros insertos están entorno a 1,9 – 2,9 kb). Tamaño total: ~ 5,5 kb.

Si no se encontrara el inserto + transposón dentro daría lugar a una banda de ~ 3 kb, debida al vector, y otra banda de ~ 34 pb, que apenas se apreciaría.

	MUESTRA
	NOMBRE
	   TAMAÑO

   INSERTO
	          TAMAÑO 

        DIGESTIÓN

	ng 3560
	1
	2538 pb
	5572 pb

	ng 3619
	   2
	    2574 pb  
	      5608 pb

	ng 3693
	   3
	    2436 pb
	      5470 pb

	ng 3818
	   4
	    2576 pb
	      5610 pb

	ng 4212
	   6
	    2728 pb
	      5762 pb

	ng 4259
	   7
	    2843 pb
	      5877 pb

	ng 4595
	   8
	    2859 pb
	      5893 pb

	ng 5471
	   9
	    2773 pb
	      5807 pb

	ng 5732
	  10
	    2851 pb
	      5885 pb

	ng 1559
	   A
	    2454 pb 
	      5488 pb

	MUESTRA
	NOMBRE
	   TAMAÑO

   INSERTO
	          TAMAÑO 

        DIGESTIÓN

	ng 5903
	   B
	    2596 pb
	      5630 pb

	ng 6527
	   C
	2407 pb
	5441 pb

	ng 6598
	   D
	2257 pb
	5291 pb

	ng 6669
	   E
	2537 pb
	5571 pb

	ng 7008
	   F
	2607 pb
	5641 pb

	ng 7020
	   G
	2408 pb
	5442 pb

	ng 7843
	   H
	2193 pb
	5227 pb

	ng 8442
	   I
	1997 pb
	5031 pb

	ng 8539
	   J
	1955 pb
	4989 pb

	ng 8673
	   K
	2138 pb
	5172 pb

	ng 8932
	   L
	2552 pb
	5586 pb

	ng 3996
	 5/M
	2043 pb
	5077 pb


· Se prepara la siguiente mezcla de reacción:

· DNA miniprep               3 L

· Buffer 10x React. 3       2 L

· Not I                             1 L

· H2O bidestilada            14 L

· Incubar 1 hora a 37ºC.

Comprobación de la digestión:

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), con TAE 1x.

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1 L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de cada digestión en el pocillo correspondiente y 4-5 L del marcador de 1 kb.

· Conectar la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciemos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacer una foto con el programa GeneSnap.

RESULTADOS OBTENIDOS:

Si en el gel aparecen las dos bandas con el tamaño adecuado damos por bueno el resultado de la digestión. Como se aprecia en el siguiente gel aparecen dos bandas una a ~ 3 kb, vector, y otra a ~ 5,5-5,9 kb debidas a los distintos insertos. Luego la enzima Not I nos confirma que el plásmido contiene el inserto + transposón que queremos.
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PROBLEMA: En la digestión con NotI pueden aparecer más de dos bandas debido a que hay digestiones parciales o simplemente a que no se ha digerido el tiempo suficiente o por la enzima que no esté del todo bien. Pero aunque esto suceda, si aparecen las dos bandas adecuadas entre todas ellas, las tomamos por buenas. 

¡¡IMP!! Excepto en algunas que lo que hacemos es transformar o por electroporación o por choque termico bacterias electroompetentes SURE hechas por nosotros. Poner protocolo de cómo se hacen estas bacterias electrocompetentes.

19. Purificación de las minipreps mediante el Kit QIAquick PCR            Purificación de  QIAGEN, que consiste en:   

· Añadir 5 volúmenes del buffer PB a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                 1 volumen = volumen real de la muestra (ej. 50L)

                 5 volúmenes = 5 x 50 = 250 L de buffer PB

· Añadir la mezcla a la minicolumna QIAquick, máximo 750 L.

· Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído de la minicolumna, añadir lo que quede de mezcla (si queda algo) y volver a centrifugar.

· Lavar la minicolumna con 750 L del buffer PE + Etanol y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído y volver a centrifugar para secar.

· Poner un eppendorf nuevo para cada minicolumna y añadir para eluir el DNA 30 L de buffer EB sobre la membrana de la minicolumna.

· Esperar 1 min y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· El eluído es nuestro DNA, etiquetar bien y guardar a –20ºC.
20. PCR para transformar:

Las construcciones purificadas debemos amplificarlas por PCR para su posterior transformación en Dictyostelium discoideum. Para ello vamos a utilizar oligos presentes en la secuencia del vector pGEM-T Easy: oligo A y oligo B. De esta manera, amplificamos la secuencia del inserto + transposón.





Vamos a realizar la PCR a partir de la mini diluída 1/50 y por cuadriplicado.

La mezcla de reacción a preparar es la siguiente:

         REACTIVOS                                VOLUMEN(L)/tubo


    DNA mini 1/50                                            1  

    dNTPs                                                        0,5

    Oligo A                                                      0,5

    Oligo B                                                      0,5                                 

    Buffer reacción (10x)  Biotools                     5

    Taq pol. Biotools                                          2 

    H2O bidestilada                                         40,5

Añadir la Taq polimerasa al final

Las condiciones óptimas para esta PCR son:

         TEMPERATURA(ºC)          TIEMPO (min)          CICLOS


                   94                                 5                           1

                   94                       
 1


  34

                45-55



 1


  34


       62-65


          6


  34





       62-65


         10


   1

(
A este programa lo llamamos RA en el termociclador. 

PROBLEMA: 
Los intervalos de temperatura y tiempo se deben a que hay muestras que amplifican contaminadas (varias bandas) o que no amplifican, a unas determinadas temperaturas y tiempos. La variación de éstos fue crucial para mejorar su amplificación. Además hay muestras que aún cambiando la temperatura y el tiempo, no amplificaban y a éstos se les tuvo que añadir sus propios oligos 1 y 2.                                                         

	MUESTRA
	NOMBRE
	   TAMAÑO

   INSERTO
	          TAMAÑO 

PCR oligos

	ng 3560
	   1
	    2538 pb
	      5791 pb

	ng 3619
	   2
	    2574 pb  
	      5827 pb

	ng 3693
	   3
	    2436 pb
	      5689 pb

	ng 3818
	   4
	    2576 pb
	      5829 pb

	ng 4212
	   6
	    2728 pb
	      5981 pb

	ng 4259
	   7
	    2843 pb
	      6096 pb

	ng 4595
	   8
	    2859 pb
	      6112 pb

	ng 5471
	   9
	    2773 pb
	      6026 pb

	ng 5732
	  10
	    2851 pb
	      6104 pb

	ng 1559
	   A
	    2454 pb 
	      5707 pb

	ng 5903
	   B
	    2596 pb
	      5849 pb

	ng 6527
	   C
	2407 pb
	5660 pb

	ng 6598
	   D
	2257 pb
	5510 pb

	ng 6669
	   E
	2537 pb
	5790 pb

	ng 7008
	   F
	2607 pb
	5860 pb

	ng 7020
	   G
	2408 pb
	5661 pb

	ng 7843
	   H
	2193 pb
	5446 pb

	ng 8442
	   I
	1997 pb
	5250 pb

	ng 8539
	   J
	1955 pb
	5208 pb

	ng 8673
	   K
	2138 pb
	5391 pb

	ng 8932
	   L
	2552 pb
	5805 pb

	ng 3996
	 5/M
	2043 pb
	5296 pb


Comprobación de la PCR: 

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), 1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x (buffer de electroforesis). 

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de muestra , 4-5 L del marcador de 1 kb y poner la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciamos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacer una foto con el programa GeneSnap.

RESULTADOS ESPERADOS:

· Una amplificación, lo más pura posible (una única banda) 
· Con su tamaño adecuado de ~ 5,5 kb
En varios carriles aparece más de una banda, por ello se ha ampliado el intervalo de temperatura y cambiado los oligos, con el fin de mejorar las PCRs y de esa manera obtener una única banda. Variando las condiciones se han llegado a obtener, bastante limpias, las PCRs de la mayoría; pero no hay unas condiciones únicas con las que esto suceda.
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Aparece una única banda en las muestras 2, 4, 9, G y M, con lo cual estas se dan por buenas, ya que aparece la banda en el tamaño adecuado. Sin embargo, las otras muestras debemos de volver a amplificarlas con otras condiciones o con los oligos propios 1 y 2. De esa manera deberíamos de obtener una única banda, como en estas muestras.

PROBLEMA: 

No obteníamos DNA en cantidad suficiente para que amplificara algo en la PCR. Para obtener mayor cantidad de DNA procedíamos al cultivo de una maxi de la muestra:

       A. Crecimiento en placa de LB + Amp + Tet:            (/(
· Picamos la colonia que ha presentado el transposón en el lugar adecuado de la placa del apartado 11 y la extendemos por la nueva placa de LB + Amp + Tet.

· Incubar a 37ºC O/N.

B. Preparación  para una maxi:                    (/(
· A un matraz de 250 mL esterilizado le añadimos 100 mL de LB aprox.

· Añadir 50 L de Amp y 50 L de Tet.

· Con un asa de siembra recoger la colonia extendida por toda la placa y enjuagarla en el medio del matraz.

· Incubar a 37ºC con agitación O/N.

       C. Protocolo de la maxi:                          (/(
· Pasar el cultivo a botellas de centrifugación y calibrarlas.

· Centrifugar a 5000-3000 rpm durante 20 min a 4ºC.

· Eliminar el SB y resuspender el pellet con 10 mL de P1 (a 4ºC).

· Añadir 10 mL de P2 e invertir 4-6 veces. Desaparece la turbidez del medio.

· Añadir 10 mL de P3 e invertir de 4-6 veces. Aparece un precipitado blanco.

· Centrifugar a 3000 rpm durante 30 min a 4ºC.

· Equilibrar la columna QIAGEN tip-500 con 10 mL de buffer QBT.

· Añadir el SB en la columna y dejar que pase por gravedad.

· Lavar la columna 2 veces con 30 mL de buffer QC.

· Eluir el DNA con 15 mL de buffer QF.

· Precipitar el DNA con 10,5 mL de isopropanol y mezclar.

· Centrifugar a 3000 rpm durante 30 min a 4ºC.

· Quitar el SB y lavar el pellet con 5 mL de etanol al 80%.

· Centrifugar a 3000 rpm durante 10 min a 4ºC.

· Quitar el SB y con la bomba intentar quitar el etanol que queda.

· Secar alaire y redisolver el DNA con 200 L de TE estéril.

   D. Determinación de la concentración de DNA en la maxi:

· Añadir 500 L de agua bidestilada a 2 L de cada maxi (dilución 1:200) en una cubeta de cuarzo.

· Calibrar el aparato con agua bidestilada.

· Medir la concentración de DNA.
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Muestra 50: [DNA] = 1240 ng/L = 1,24 g/L

Muestra 51: [DNA] = 430 ng/L = 0,43 g/L

Muestra 52: [DNA] = 1100 ng/L = 1,10 g/L

Muestra 53: [DNA] = 380 ng/L = 0,38 g/L

       E. Digestión con la enzima NotI: comprobación de la construcción:

· Digerir 10 g de DNA de la maxi.

V = 10 g  /  1,24 g/L  = 8,1 L

· Preparar la mezcla de reacción:

· DNA maxi                   8,1 L

· Buffer 10x React. 3      10 L

· Not I                             5 L

· H2O bidestilada         76,9 L

· Incubar a 37ºC durante 2 h.

Comprobación de la digestión:

· Preparar un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), con TAE 1x.

· Calentar y cuando se enfríe un poco, añadir 10 L de bromuro de etidio por cada 100 mL de gel.

· Añadir a cada muestra 1 L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargar 10-15 L de cada digestión en el pocillo correspondiente y 4-5 L del marcador de 1 kb.

· Conectar la fuente a 100 v.

· Desconectar la fuente cuando apreciemos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacer una foto con el programa GeneSnap.

           Digestión miniprep                                Digestión maxi
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21. Purificación de las PCR o maxi mediante el Kit QIAquick de Purificación   

de  QIAGEN, que consiste en:   

· Añadir 5 volúmenes del buffer PB a 1 volumen de la muestra y mezclar.

                 1 volumen = volumen real de la muestra (ej. 50L)

                 5 volúmenes = 5 x 50 = 250 L de buffer PB

· Añadir la mezcla a la minicolumna QIAquick, máximo 750 L.

· Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído de la minicolumna, añadir lo que quede de mezcla (si queda algo) y volver a centrifugar.

· Lavar la minicolumna con 750 L del buffer PE + Etanol y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

· Quitar el eluído y volver a centrifugar para secar.

· Poner un eppendorf nuevo para cada minicolumna y añadir para eluir el DNA 30 L de buffer EB para la PCR o 10 L para la maxi sobre la membrana de la minicolumna.

· Esperar 1 min y centrifugar 1 min a 10.000 rpm.
· El eluído es nuestro DNA, etiquetar bien y guardar a –20ºC.
22. Transformación de células vegetativas de Dictyostelium           (
               discoideum:
Vamos a transformar las células vegetativas de Dictyostelium discoideum que deben de estar creciendo en fase exponencial, entre 2-3·106, a 22ºC.

· Coger 10 L de cultivo de AX4 y añadirlos a la cámara de Neubauer para el contaje de células.

nº células = 2,56·106 cél/mL

· Calcular del volumen necesario para recoger 5·106 células.

     2,56·106 células                    1 mL

                                                               x = 2 mL
     5·106 células                          x

· Coger los 2 mL en un tubo Falcon de 15 mL e incubar en hielo 15 min.

· Mantener además en hielo:

· 10 L de DNA a transformar (que procede de la PCR anterior) o 10 g de DNA si procede de la maxi.

· cubetas de electroporación de 0,1

· medio H-50

· Centrifugar las células a 1000 rpm durante 5 min.

· Eliminar el SB y lavar el pellet con 1 mL de H-50 frío, resuspendiendo las células. 

· Centrifugar de nuevo 5 min a 1000 rpm y eliminar el SB.

· Repetir el lavado.

· Resuspender las células en 100 L de buffer H-50 frío.

· Añadir los 100 L a los 10 L de DNA y añadir todo a la cubeta de electroporación. Incubar en hielo.

· Electroporar las células a 0,85 v en 25 F. Dar dos pulsos con un intervalo de tiempo de 5 sg. El tiempo de constante debe de ser de ~0,60.

· Añadir a una placa Petri para cultivo celular P-100, 10 mL de medio HL-5.

· Con 500 L del medio añadido, arrastrar las células de la cubeta de electroporación (subir y bajar el medio con la micropipeta).
· Guardar en una caja de plástico a 22ºC.

RESULTADO:

Con la transformación conseguimos introducir la construcción deseada dentro de las células de Dictyostelium que, por recombinación homóloga, esperamos que interrumpa el gen y de esa manera obtener células Knock-out en el gen deseado. Para comprobar que la recombinación ha tenido lugar, vamos a adicionar un antibiótico que seleccione a aquellas células que son KO, de manera que aquellas células que no sean KO aunque presenten la construcción en sus células como plásmidos, mueran y sobrevivan únicamente las KO.

Vector con la construcción de un ngxxxx interrumpido por un cassette de blasticidina


RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA:

gen ngxxxx




gen ngxxxx interrumpido por cassette de blasticidina

Selección de las células KO:                     (
Al día siguiente de la transformación proceder a la selección, para ello adicionar 5 L de blasticidina. Se morirán aquellas células que no sean KO.

Cambio de medio de cultivo:                     (
A los 5-6 días de la transformación proceder a cambiar el medio de cultivo y a la adición de antibiótico, para que se sigan seleccionando. 

· Con una bomba de agua succionar el medio de la placa. 

· Adicionar 10 mL de medio HL-5 nuevo y 5 L de blasticidina.

RESULTADO:

En los primeros días de la transformación debería aparecer en la placa una monocapa de células, pero a medida que transcurren los días en presencia del antibiótico se comienzan a morir las células que no son KO. Estas células se sueltan del fondo de la placa y permanecen en el medio, que al cambiarlo, son arrastradas. Con la adición de medio y antibiótico nuevo, la selección llega a ser absoluta, y aparecen en el fondo de la placa clones de las células KO, son aislados y no tienen porque aparecer por toda la placa. Cuando esto sucede se procede a recoger las células KO y al plaqueo en placas SM.

23. Plaqueo en placas SM:                 (/(
Cuando en el fondo de la placa aparecen los clones aislados proceder al plaqueo en las placas SM. Se lleva a cabo por el siguiente procedimiento:

· Quitar el medio de cultivo con una bomba de agua.

· Lavar las placas con 10 mL de medio HL-5: añadir el medio en la placa, mover la placa para que las células muertas sean arrastradas con el medio y retirar el medio con la bomba de agua.

· Repetir el lavado.

· Añadir 2 mL de medio HL-5 y con una micropipeta, cogerlo y expulsarlo repetidas veces, hasta que todas las células pegadas al fondo de la placa se despeguen. Recoger las células en un tubo Falcon de 15 mL.

· Añadir 10 L de las células a la cámara de Neubauer y contar las células minuciosamente. 

nº células = 1,43·106 cél/mL = 1,43·103 cél/L = 1430 cél/L

· Calcular el volumen necesario para plaquear 25, 50 (x2) y 100 células por placa. Para ello debemos diluir las células, al menos, 100 veces:

                        Dilución 1:100 ( 14,3 cél/L

                  14,3 cél              1 L

                                                          x = 1,75 L
                   25 cél                 x            

                  14,3 cél              1 L

                                                          x = 3,5 L

                   50 cél                 x            

                  14,3 cél              1 L

                                                          x = 7 L
                   100 cél               x          

· Añadir los distintos volúmenes en eppendorf.

· Añadir 300 L de la bacteria Klebsiella aerogenes fresca (de 1-2 días antes) a cada eppendorf. Mezclarlo.

· Extender el contenido de cada eppendorf en una placa SM con el asa de siembra.

· Dejar secar.

· Meter en una caja de plástico a 22ºC boca arriba las placas.

· Guardar la transformación a 4ºC.

RESULTADO:

Deben aparecer colonias aisladas de clones KO, que deben de coincidir en número a lo plaqueado. Esto normalmente no sucede, o aparecen más o menos, pero siempre cercano al número células plaqueado. En este punto, podemos observar si tienen un fenotipo visible, si aparecen colonias muy pequeñas con respecto al resto, si no se agregan bien, etc. Esto nos ha sucedido con algún gen KO.



24. Análisis de KO de placas SM:                    (/(
Se realiza para comprobar si realmente las colonias que presentan un fenotipo visible o no visible, son realmente células KOs. Para ello lo primero a realizar es:

Comprobación de los oligos de KOs:

Debemos realizarlo debido a que hemos tenido, alguna vez, problemas con los oligos diseñados para el análisis de KOs. Vamos a realizar una PCR con las mismas condiciones que realizaríamos el análisis de KOs, pero partiendo del DNA genómico 78, en vez de, el DNA extraído con el buffer MA.

Extracción del DNA:

· Seleccionar 10 colonias, como mínimo, entre las cuales se van a encontrar aquellas que presenten fenotipo visible y alguna sin fenotipo visible, que será el control negativo. 

· Añadir 10 L de buffer mágico “MasterAmpTM Buccal Swab”, DNA Extraction Solution de EPICENTRE en eppendorf.

· Picar cada una de las colonias y enjuagarlas en un eppendorf con la micropipeta.

· Incubar 10 min a 60ºC.

· Incubar 10 min a 95ºC.

· Dejar enfriar.

Comprobación mediante PCR:

Lo primero a realizar es el diseño de dos oligos para la comprobación del KO que deben de cumplir las siguientes características:

· El tamaño a amplificar si no hubiera transposón debe ser de ~ 0,4-0,5 kb.

· Tamaño oligo: ~ 20 pb.

· Proporción de G+C / A+T parecida.

· Comienzo de la polimerasa sean dos G o C.

· No haya aminoácidos repetidos.

Estos oligos se denominan con el nombre ng xxxx.3 y ng xxxx.4. 

También vamos a utilizar dos oligos control entre los que se encuentran:

SZFA-6  vs  DdmZFA 1                                ~ 800 pb

DdmZFB 1  vs  SZFB KO test                       ~ 600 pb

ng 6598 KO test 1  vs ng 6598 KO test 2     ~ 200 pb

ng 6598 KO 3  vs ng 6598 KO 4                 ~ 1000 pb

SSK576 1  vs SSK576 2                              ~ 300 pb

Estos oligos control vamos a usarlos como control interno, para comprobar que la PCR ha funcionado. Si no pusieramos estos oligos control, podríamos interpretar que las células son KOs cuando la PCR no ha funcionado, porque en ambos casos saldría una única banda.

A continuación se prepara la siguiente mezcla de reacción:

          REACTIVOS                                VOLUMEN(L)/tubo


DNA extraído con buffer MA                         1

dNTPs                                                         0,5

Oligo directo 5´- 3´, ng xxxx.3                   0,5

Oligo reverso 3´- 5´, ng xxxx.4                  0,5

Oligo control directo                                   0,5

Oligo control reverso                                  0,5

Buffer reacción (10x)  Biotools                     5

Taq pol. Biotools                                       1.25

H2O bidestilada                                        41,25

Añadir al final la Taq polimerasa.

Las condiciones óptimas para esta PCR son:

            TEMPERATURA(ºC)           TIEMPO (min)          CICLOS
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                   95                       
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A este programa lo llamamos RA en el termociclador.

Comprobación de la PCR: 

· Preparamos un gel de agarosa D-1 Medium EEO al 1%(p/v), 1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x (buffer de electroforesis). 

· Añadimos a cada muestra 1L del buffer de carga por cada 10L de muestra.

· Cargamos 10-15 L de muestra , 4-5 L del marcador de 1 kb y ponemos la fuente a 100 v.

· Desconectamos la fuente cuando apreciamos, con la lámpara UV, que las bandas se han separado lo suficiente.

· Hacemos una foto con el programa GeneSnap.

RESULTADO ESPERADO:

Esperaríamos que salieran las siguientes bandas:

· Banda control a ~ 1000 pb.

· Si fuera colonia KO ( no saldría ninguna banda más.

· Si fuera colonia parental ( saldría una banda a ~ 800 pb.
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Comprobamos que, de las colonias analizadas, sólo las colonias 2, 5, 9 y 12 presentan la banda control, pero no presentan la banda de ~ 800 pb. Luego se trata de colonias KOs. El resto de colonias, excepto 4 y 13, son colonias  parentales. Las colonias 4 y 13 no ha salido bien la PCR, ya que no presentan el control interno que debería aparecer en todas si la PCR ha salido bien.

25. Crecimiento en placa SM de los clones KO:           (/(
· Seleccionar de las colonias KOs solamente dos y una parental.

· Añadir a una placa SM, 300 L de la bacteria Klebsiella aerogenes fresca (de 1-2 días antes) y extenderla con el asa de siembra. Dejar secar.

· Picar cada una de las colonia con una punta de micropipeta por el borde de crecimiento y hacer una estria en la placa SM.

· Guardar a 22ºC en una caja de plástico, boca arriba.

Tardan en crecer 3-5 días.

26.Crecimiento de colonias KOs en medio HL-5:                        (/(
· Añadir a un erlenmeyer de 50 mL, con tapón y esterilizado, 10 mL de medio HL-5 y 5 L del antibiótico blasticidina. 

· Con un asa de siembra, mojar en el medio HL-5 y arrastrar las células de la placa SM por el borde de crecimiento.

· Crecer a 22ºC con agitación.

· Guardar la placa a 4ºC.

27. Congelación de células KOs a partir de cultivo en HL-5:  (/(
· Contar las células: coger 10 L de cultivo y añadirlos a la cámara de Neubauer para el contaje de células.

nº células = 2,48·106 cél/mL

· Calcular el volumen necesario para recoger 2·107 células.

     2,48·106 células                    1 mL

                                                               x = 8,06 mL
     2·107 células                          x

· Añadir cada volumen a un Falcon de 15 mL y centrifugar a 1000 rpm 5 min.

· Resuspender el pellet en 2 mL de medio HL-5.

· Añadir a dos tubos para congelar “CryoTubeTM Vials” de NuncTM, 900 L de células  +  100 L de DMSO.

· Agitar bien en el momento y meterlo en hielo hasta congelarlo a –70ºC.

LEYENDAS:

· Realizar bajo llama

( Realizar en campana

O/N        (Over/Night)  Toda la noche

SB          Sobrenadante

K.O.       Knock out
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