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INTRODUCCION

La presencia del sistema inmune en los vertebrados
representa un mecanismo de vigilancia y defensa contra agentes
extrafios como virus, bacterias y ©pardsitos, a cuya invasidn
constantemente se encuentran expuestos los organismos, asi como a
cambios cn la estructura de los tejidos normales como la aparicidn
de ce&lulas cancerosas.

Ll sistema inmune exhibe dos +tipos de reconocimicento ¥y
eliminacidn de agentes extralios: la inmunidad natural, la cual
existe de manera independiente al agente extrafio y 1la inmunidad
adquirida, la cual produce una reaccidn especifica contra cada
agente invasor. Fste dltime tipo de respuesta posece tres
caracteristicas principales: a) es adaptiva contra cada tipo de

agente extrafio; b) manificsta una especificidad muy fina; y c¢)

o

t )

posee una ‘‘memoria’’ que recuerda encuentros anteriores contra

cada agente extraflio.

La repuesta inmune adquirida estda mediada por componentes
celulares (linfocitos B y T), asi como por moldéculas libres
denominadas anticuerpos. LKl principio medular de la respuesta
inmune adgquirida es la capacidad de reconocer estructuras en la
superficie de macromoléculas que no son constituyentes normales

del organismo; los anticuerpos son moléculas proteicas que poseen

dicha capacidad y las estructuras que reconocen son llamadas

|




anti genos.

Los linfocitos B son las Unicas c&lulas capaces de producir
los anticuerpos en respuesta a un esltlimulo antigénico. La {fase
inicial de la respuesta inmune consiste en el reconocimiento de un
determinante antigénico (proteinas, polisacaridos o 1lipidos en
forma soluble) por molféculas de anticuerpo ya existentes unidas a
la membrana de los linfocitos B; la interacci®n del antigeno con
esas moléculas inicia la secuencia de activacidn de los linfocitos
B que consiste primeroc en la proliferacidén de clonas responsivas
al antigeno y culmina con el desarrollo de células efectoras que
secretan moléculag de anticuerpo activamente o en c£lulas de
memoria (Fig. 1) (Abbas i al., 1991). Los efectos protectores de
los anticuecrpos son iniciados por su unidn con ¢l anligeno, una
unidn no covalente que no modifica la estructura del antigeno.

La especificidad y diversidad de la respuesta inmune es
explicada por la teoria de la seleccidn clonal, propuesta
originalmente por Jerne, Brunet, Lederberg y Talmadge en 1957 y la
cual es actualmente apoyada por datos experimentales.
Bisicamente, la teoria propone que cada individuo posee un gran
ntimero de linfocitos derivados clonalmente de un solo precursor,
siendo cada clona capaz de reconocer a un antigeno distinto; el
anti geno a su vez reacciona con una clona preexistente activandola

(Roitt et al., 1985) (I'ig. 1).
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Fig. 1. Teorfia de la seleccién clonal. Cada antigeno (A o B),
selecciona una clona especifica de linfocitos ya existente,

estimulando su proliferacidn y diferenciacidn.




La casi ilimitada capacidad combinatoria de las moléculas de
anticuerpo reside en su estructura. Las cadenas de anticuerpo
pertenecen a una familia de moléculas que comparten una secuencia
protéica conservada, la cual representa la duplicacidn de un gen
primordial (Hasemann &t al., 1989). Los anticuerpos son

glicoproteinas conformados por wuna cstructura basica de dos

cadenas peptidicas ligeras idénticas (~ 24 kD) y dos cadenas
pesadas idénticas (~ 55-70 kD). Cada cadena ligera se encuentra

unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro, y las cadenas
pesadas a su vez estin unidas entre sf{ covalentemente también por
puentes disulfuro (Fig. 2A) (Abbas et al., 1991; Hilschman &l il ey
1965 en Hasemann et al., 1989).

La secuencia de aminobdcidos de las regiones amino-terminales
en las cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos son
denominadas regiones variables (V), a diferencia de las regiones
mis conservadas (C) hacia el extremo carboxi-terminal. Cada cadena
ligera o pesada puede ser dividida en dominios, cada uno de estos
consistiendo de aproximadamente 110 aminodcidos. La cadena ligera
posee dos dominios denominados VL Yy CL. VI conforma la regidn
variable de la cadena ligera y es la regidn que participa en el
reconocimiento y unidén del antigeno; CL es la regidn constante de
la cadena ligera. La cadena pesada posece tambi®n una regidn

variable de similar longitud denominada V gque también participa
H




en la unidn con el antigeno,  pero ademis posee tres dominios
constantes CHl, CHZ v CHB. De acuerdo a la estructura de las
regiones constantes, sc¢ conocen cinco tipos de cadenas pesadas o

isotipos: IgM (i), IgD (&), IgG (¥), IgA (@) e Igk (&). Todas las
cadenas ligeras que conforman las inmunoglobulinas pertenecen a
uno de dos isotipos: kappa (k) o lambda (A); los miembros de cada
isoctipo comparten la secuencia de aminoicidos de la regidn
constante (Fig. 2B) (Abbas e! «l., 1991; Hasemann &f al., 1989).

Dentro de las regiones variables de las cadenas de los
anticuerpos existen tres Areas de muy alta variabilidad
denominadas regiones determinadoras de la complementareidad
(CDR’s) y regiones mAs conservadas llamadas regiones estructurales
Las tres regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras
se acomodan de manera tridimensional en la molécula de anticuerpo
para formar una superficie de unidn con el antigeno (IFig. 3)
{Abbas et al., 1991).

El enorme repertorio de moléculas diferentes de anticuerpo
que puede producir un organismo (~ 109 o m&s) con especificidad
UInica es generada por la combinacidén de distintas cadenas ligeras
y pesadas, concretamente por la estructura de las regiones
variables de ambas cadenas (Abbas &t «l., 1991).

En 1965, Dreyer y Bennet propusieron que por cada clase

de inmunoglobulinns deberfia existir un solo gen  constante (C)
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Fig. Z.'Didgrama de las inmunoglobulainas. {A) estructura
biasica de la molécula; los sitios de unidn con el antigeno se
forman por la yuxtaposicidn de los dominios VH y VL (S-S puentes

disulfuro). (B) los diferentes isotipos de 1las inmunoglobulinas
(tomado de Abbas ef( al., 1991).
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Fig. 3. Sitio de unidn con el antigeno de un anticuerpo contra
lisozima, revelado por cristalografia de rayos x. Las cadenas
numeradas indican residuos aminocicidos en las regiones CDR de la
cadena ligera (1-7) y la cadena pesada (8-17) que se wunen al
ant{ geno proteico (tomado de Abbas =t al., 1991. Derecho de copia
1986 por la American Association for the Advancement of Science).




codificado en la linea germinal separado de las regiones miltiples
codificadoras para las regiones variables (V); en el desarrollo
del linfocito B uno de los genes codificadores para V se asociaria
con la regidhn C para producir un gene completo (V+C) (Fig. 4) que

la célula puede entonces expresar (Max, 1989). Mediante el uso de

tecnologia de DNA recombinante, se logrd la clonacidn de c¢DNA Ing
e Ing de ratén (Seidman &t «l., 1978; Lenhard-Schuller et al.,
1978 Hamlyn &t «al., 1879, en Max, 1989). Usando los genes
clonados como sondas contra DNA gendmico mediante la técnica de
Southern Blotting se confirmd que solo existe un gen C ; que
existen varios genes Vk (I'ig. 5); y que ambos tipos (C v V) se
encuentran muy separados en la linea germinal (Wilson et al.,
1979, en Max, 1989). Otro de los descubrimientos efectuados al
analizar la estructura de los genes Igvy fue la deteccidn  de los

N

segmentos de unidn J (joining), que se encuentran entre los genes
Vk y los genes Ck’ los cuales contribuyen a la diversidad en la
construccidn de las cadenas ligeras (Max, 1989).

En la regidn 5’ de cada locus Ig se encuentran los exones V,
cada uno de aproximadamente 300 pb de longitud, separado wno de
otro por segmentos de DNA no codificador de diferente longitud
ocupando una regidn de 1000 a 2000 kb de longitud (Abbas et al.,

1991). Los genes V son clasificados en diferentes familias de

acuerdo al grado de similitud que presentan entre si, compartiendo
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Fig. 4. Secuencia del rearreglo de genes durante la recombinacidn
somidtica, transcripcidn y sintesis de la cadena ligera k en ratdn.
En este ejemplo la regidén V estéd codificada por los exones Vi y
Ji. Los genes V se indican de Vi a Vn; la localigacidédn de los
carbohidratos ( ) es esugemitica; los segmentos de genes Yy
distancias entre ellos no estidn a escala (tomado de Abbas et al.,
1991).
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= kb de DNA; x = pseudogenes no funcionales; cada gen C esti
compuesto de varios exones. L, lider; V, variable; D, diversidad;
J, unidén (joining); C, constante (tomado de Abbas et al., 1991).




los miembros de cada familia un 80 % de similitud (Abbas et al.,

1991; Strohal ef «al., 1989).

Los mecanismos de la recombinacidén de los genes V-J-C para

producir un gen transcripcionalmente activo han sido extensamente

estudiados. Se han identificado secuencias denominadas elementos

recombinatorios, en el extremo 3’ de los genes V y en el 5’ de los

genes J-C, las cuales indican el sitio donde las secuencias de DNA

deben ser cortadas y unidas con su complemento (Scidman &t al .

2

1979; Sakano &t «al., 1979). El reconocimiento de dichos elementos

ha permitido elaborar un modelo de los sucesos que ocurren durante

la recombinacidén de los genes V-J-C (Rose, et @l., 1984; Sakano

=14

al., 1980; Kataoka et «al., 1984; Max, 1989) en el cual las

regiones intermedias entre los segmentos de DNA que seridn unidos

son desechadas o mantenidas en el genoma de acuerdo a

la

orientacidn de los elementos recombinatorios y la secuencia

t 2

codificadora, observiandose la adicidén de nucledtidos ‘extra’

en

las secuencias gque serdn unidas, por la accidn de la enzima

nucledtido-terminal translcerasa (Max, 1989; Van Ness et al., 1982;

Selsing et al., 1981).

Iin respucsta  al primer  cncucnlbro con un  antigeno, 1

anticuerpos producidos por los linfocitos B son del isotipo IgM,
siendo los genes IgV utilizados muy similares a los presentes

la linea germinal. Sucesivos encuentros con el antigeno llevan

os

en

a
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un proceso de maduracidn en la afinidad por el antigeno, en el
cual los anticuerpos producidos son del tipo JTgG y los genes
empleados para montar la respuesta inmune han sufrido wun proceso
de mutacidn somdtica (Max, 1989).

Durante el desarrollo de los linfocitos B, aquellos que
producen un anticuerpo capaz de reaccionar con un autoantigeno son
eliminados por un proceso de deleccidn clonal o sometidas a  un
estado andrgico, en ¢l cual no reaccionan al anligeno pero pueden
persistir sin proliferacidn (Abbas et «l., 1991). El estudio de la
variabilidad en el uso de los segmentos que codifican para los
anticuerpos producidos en enfermedades autoinmunes ha resultado en
la caracterizacidn de dos tipos de respuestas autoinmunes: una en
la gue los genes empleados para la construccidn de los anticuerpos
son muy similares a los de la linea germinal, y otra en la que
parece haber un proceso de aflinidad por el antigeno (Davidson et
al., 1989).

La respuesta a la pregunta de cuales son los factores que
contribuyen al desarrollo de enfermedades autoinmuncs, asi{ como el
uso restringido o variable de genes para fabricar los anticuerpos
producidos tiene implicaciones de gran importancia para el
tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus, artritis

reumatoide o esclerosis miltiple.

12




ANTECEDENTES

Mishell y Dutton (1967), estudiaron la respuesta inmune
desarrollada 1tn vitro por células de bazo de ratones no
inmunizados e incubadas con eritrocitos de oveja. Para detectar
células que produjeron anticuerpos contra los eritrocitos
utilizaron el ensayo de células formadoras de placas, en donde las
cédlulas que producen anticuerpos forman una placa de hemflisis en
la presencia de complemento y eritrocitos antigdénicos. Encontraron
que ciertas lineas de ovejas presentan un antigeno extra en la
superficie de sus eritrocitos, que denominaron ESLE ('‘extra sheep
erythrocyte’?’), el cual no esti presente en otras lineas de ovejas
Los dos tipos de eritrocitos fueron llamados Hi v Lo,
respectivamente. Células de bazo inmunizadas in vitro con  Hi
dieron un nUmero muy grande de placas cuando fueron ensayadas con
Hi, pero la cantidad fué¢ menor cuando fueron ensayadas contra Lo;
mientras que las cé®lulas de bazo inmunizadas con Lo itn witro
dieron el mismo nmero de placas cuando fueron ensayadas con Hi vy
Lo. Posterioremente encontraron que solo ciertas cepas de raltones
pod{an producir una TrTespuesta antigénica contra ESE n wvitro
(McCarthy y Dutton, 1975a).

IEn cambio, cuando ge¢ inmunizaron ratones UIn  vivo  con
eritrocitos Hi y posteriormente se censayaron las células de Dbazo

recién extraidas, no hubo una marcada respuesta anti-ESE aln

13
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después de 10 dias de inmunizacidn; pero si se daba una
inmunizacidn a los tres dias in vivo, las células de bazo
una respuesta discriminatora, aunque no tan fuerte como
McCarthy et al., 1976).

Datos experimentales sugirieron que los linfo
individuales fueron los responsables de la respuesta
(Mishell y Dutton, 1975b); luego, la habilidad para resp
anti geno ESE fu$é mapeada hacia la regidn de lo
codificadores de la regidn variable de la cadena pesada
las y-globulinas, la cual es transmitida como un gen
sencillo (McCarthy y Dutton, 1975c).

Estos antecedentes sugieren que existe una supresio

segunda
mostraron

in vitro

citos B
anti-LSE
onder al
s genes
(VH) de

autosomal

nin vivo

de la expresidén del gen que regula la respuesta al anti{igeno LESE, y

que esta supresidn desaparece i1n viiro; este fendmeno

seria la

base para estudiar un posible modelo de supresidn idiotipica iIn

Pive y sus posibles implicaciones en el desarrollo y co
enfermedades autoinmunes. De aqui ¢l interéds de cont
estudio de la expresidn de los genes que codifican
congtrucclidn de las regiones variables de los anticucrpos
Basindose en la hipStesis de que la respuesta hacia
controlada por un solo gen, ¢ un nlmero limitado de g
relacionados, Muralidhar et al., (1992) determinaron la

del gen codificador para la regidn variable de la caden

ntrol de
inuar el
para la

ESE es
enes muy
secuencia

a 7pesada
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usando hibridomas obtenidos a partir de diferentes lineas de
ratones positivas para anti-LESE; las secuencias de 4 hibridomas
responsivos a ESE (26.1, 12.3.1, 1.7.3 y 4.6.2) y las de 2
hibridomas responsivos a otros determinantes compartidos (30.2,
13.116) fueron determinadas. Sus resultados muestran que el gen
usado es practicamente similar en los 4 hibridomas responsivos a
ESE, es un miembro de la familia J558, yv es casi idéntico a una
secuencia (BXW14) presente en anticuerpos anti-DNA de ratones
autoinmunes. Finalmente concluyen que la expresidon del gen VHESE

estd bajo algin tipo de control regulatorio quiza representando un
ejemplo de supresidn idiotipica.

Numerosos estudios han demostrado el wuso preferencial de
genes IgVL o) Ig,VH en la respuesta de los linfocitos B contra un
determinado antigeno. Ferniandez {(1992) analizd la respuesta
inmunoldgica contra el dextrano B512 on una linea de ratdn
altamente responsiva (C57BL/6) usando 37 diferentes anticuerpos
monoclonales y encontrd que en 21 de ellos, las secuencias de los
genes IgVH usados son practicamente la misma vy pertenecen a la
familia J558.

Pascual et al. (1992) confirmaron que la secuencia de los
genes usados para la construccidn de la cadena pesada en
autoanticuerpos que reaccionan con ¢l carbohidrato 1i/I en la

superficie de eritrocitos humanos costd  restringida al segmento

15




V 4-21, pero a diferencia de otros reportes encontraron una mayor
H

variabilidad en ¢l uso de genes 1gVv .
i

Adderson ef ¢l. (1991) cncontraron que el uso de genes IgVH
en cinco hibridomas de humanos responsivos al polisacirido
capsular tipo b de Haemophilus influsnzoe estid restringido a
miembros de la familia VHIII ¥ que los genes usados son homdlogos
en un 83% a 98% a dos secuencias germinales.

Tomando en cuenta estos antecedentes era recomendable

observar la respuesta inmunoldgica en cuanto al uso de genes IgV

")

)

cn los hibridomas responsivos a  ESE. Dutton y Scpﬁlvcdu*(com.
pers.) hicieron wuna determinacin isotipica de las cadenas

ligeras usando anticuerpos monoclonales Y encontraron que se
trataba de cadenas k en todos los casos. Una pregunta importante
es sl la capacidad responsiva a ESE esti también determinada por
ciertos genes Ig VL: sestin usando los linfocitos B de las lineas
responsivas a ESE un juego restringido de genes Vy para construir
la cadena ligera de la inmunoglobulina o existe un uso variado de
genes VK ?. Podemos decir que si la capacidad de respuesta de los
linfocitos a ESE estd determinada solamente por el gen VH empleado
para construir la inmunoglobulina, entonces el uso de genes V

L

puede ser aleatorio.

¥ UCSD, Cancer Center. La Jolla, Ca. USA.
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HIPOTESIS
Existe una marcada variabilidad en el uso de genes Vy sin

correlacién con la capacidad responsiva al antigeno LSE.

17




METODOLOGI A

RESUMEN :

Se usd la técnica de Southern blotting (Fig. 6: 1V B,D) para
analizar el rearreglo del DNA gendmico en las secuencias
codificadoras para Vk de 4 hibridomas responsivos a LSE y 2 no
responsivos. Se empled el plasmido pLkCk, asi como una secuencia
de DNA de 6.5 kb, contenida en el plésmido pPECk (Coleclough et
al., 1982a y b), complementaria a la codificada por la regidn Ck
en la linea germinal de ratén (Fig. 7) para construir una sonda
radiactiva marcada con 32P. El1 DNA gendmico fud digerido con las
enzimas de restriccidn Bam [I1, EcoRRl, HindIII, Pstl y Kndl,
corrido en gel de agarosa, transferido a filtro de nilon
(ZetabindR) e hibridizado con la sonda radiactiva {(para
interpretacidn ver Fig. 8). Como controles se usaron DNA de higado
y DNA del compafiero de fusidédn empleado para fabricar los
hibridomas. Se extrajo el RNA total de los hibridomas y se prepars
cDNA; usando los cebadores especificos para Ing contenidos en el
kit "Ig—PrimeTM” de Novagen; se amplific® el DNA por la reaccidn
en cadena de la polimerasa (PCR) y el producto obtenido se ligd al
vector PT7Blue (Fig. 8) yv crecido en c&lulasg competentes Nova
Blue; usando el método de secuenciacidn de dideoxinuclestidos de

Sanger se obtuvo la secuencia de bases que codificaban para IgVy.

18




DIAGRAMA DE FLUJO DEL TRABAJO LXPERIMENTAL

Hibridomas ¢13y #*
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restriccidn (111) restriccidn
(EcoR1/BamH1)
NA NE
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Hibfidizacidn {Iv-D) e e Marcaje radiactivo

con sonda
J

Autorradiografia (interpretacion de resultados)
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+
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d
Transformaci®dn de células

Purificacidn de PT7Blue con resinas de afinidad
d
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~N
Secuenciacidn de DNA

Fig. 6. Diagrama de flujo del trabajo experimental.

en itdlicas se refieren a los pasos descritos en las

piginas.
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cual contiene Ck, en el vector
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RTARREGIADO
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Fig., 8. E1l DNA de la linea germinal en los linfocitos presenta un
gitio Bam H1 especifico hacia la regién 3' de el gen Ck y otro
hacia la regidén 5’ de los genes Jk, los cuales estdn separados
entre sl por 12.7 kb. En el DNA rearreglado funcional de los
linfocitos, el sitio Bam Hl 5’ desaparece y un nuevo sitio de
corte es traido cerca de Jk: El cambio en el +tamafSo del corte
producido por Bam 1l en el DNA rearrcglado e¢s detectado por la
gonda pECk. Se muestran dos de los resultados posibles: en I el
DNA rearreglado de los diferentes hibridomas se localiza en
aproximadamente el mismo peso; en II el rearreglo de DNA es
diferente para cada hibridoma. H = DNA de higado; 1,2,3,4 =

hibridomas regponsivos a LESE.
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Hind [li(45)
BspM [(50)
Sph 1(55)
SseB8387 1(s1)
Pst ke1)

Sal 1(63)

Acc (64)

Hinc 1i(65)
Xba l(69) '
Spe 1(81)

Nde 1(88)
EcoR V(95)
BamH 1(99)

Ava l(104)

\ Sma [(106)
\ Kpn [(112)
Sac l(118)

EcoR k120)

T7 starl(41

Sap [(2663)

Afl 11(2546)

Dra Hl(508)

/- BsaA 1(508)
= Drd il(513)

Bece l(515)
Nase 1(611)
7Blue(R)
AlwN 1(213n pT
(2887bp)
HgiE 11(1964)
Xmn {(1058)
BsaH l(1119)
"Eam1105 |(1658) Sca I(1177)
Pfi1108 1(1639) S
Bsa 1(1592)
Gsu 1(1589)
Rw ™ promou"r primer uess:e-1 Sall Smal
I1a 7 start 7 promoter 5508387 | ing I Aval Banl
S - IO ol L Hind Ml _Sphl Psti  Accl Xbal Spel Nda| EcoRV BanH|  Kpnl Sacl EcoRl!

ATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCCTGCAGGICGACTCTAGAGGATCTACTAGTCATATGGATATCGGATCCCCGGGTACCGAGLTCGAATTC

4 T-vector cloning
ACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCT

U-19mer primer ¥62019-1 -« tatggotT  atcogat... (dastroys EcoR V sita)
ataceta Ttagecta. ..

Fig. 9. Mapa de restriccidn y secuencia de bases del vector
PT7Blue en el sitio de clonacidén miltiple; el producto del PCR se
inserta en el sitio EcoR V. Se indican tambi#n los lugares de
unién de los cebadores pura secuenciacidén (promotor PT7 y Ul9).
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I.~ DESCONGELAMIENTO Y CULTIVO DE LOS HIBRIDOMAS

Se utilizaron los hibridomas 26.1, 12.3.4, 4.6.2, 1.7.3
(responsivos a ESE), 30.2 y 13.11.6 (no responsivos) fabricados por
Muralidhar et al. (1992).

A) .- DESCONGELAMIENTO

1.-Los tubos con los hibridomas congelados a ~7OOC se agitan
en un bafio de agua a 3700, hasta lograr el descongelamiento (1 - 2
min) .

2.—- In una campana de extraccidén se limpia el exterior del
tubo con etanol al 70 %; se seca por completo. Con wuna pipeta
estéril se toma el total de medio con los hibridomas (sin tocar
las paredes externas del tubo), y se agrega a tubos de plastico
CorningR de 15 ml que contienen 10 ml de medio RPMI completo (ver
apéndice), previamente calentado a 3700.

3.- Sc¢ centrifugan los hibridomas por 6 min a 400 xg.

4.~ En wuna campana de extraccidn, se desecha el
gsobrenadante, dejando al paquete celular con un poco de medio; se
agregan 10 ml de medio RPMI completo calentado a 370C, con el cual
se resuspende el paquete celular suavemente con la pipeta,

5.~ Una vez resuspendidos, los hibridomas se transfieren a
frascos de cultivo de plastico de 75 cm3 con 30 ml de medio RPMI
completo y se dejan incubando a 37OC.

B).- CULTIVO
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1.~ A una concentracidn de ~ 30 x 104 cel/ml determinada por
conteo en hematocitdmetro, los hibridomas son transferidos a
frascos de cultivo de pléstico planos de 75 cm2 con 50 ml de medio
RPMI completo. La solucidn con hibridomas se agita para
homogeneizar la distribuci®n y se agrega 1-2 ml en los nuevos
frascos de cultivo.

2.~ Al alcanzar la concentracidn indicada, los hibridomas
son transferidos a frascos rotativos con medio de cultivo RPMI
completo hasta wun voluimen total de 250 ml Los frascos son
gasificados con una mezcla de N vy CO_durante 1 min para mantener

. z 2

el pH del medio; 1los frascos se cierran completamente y son
incubados horizontalmenle en bases rotativas hasta alcanzar la
densidad de células requeridas para la extraccién del DNA (108
células en total).

II.- AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO

1.- 1 +total del cultivo celular (~ 250 ml) se
centrifuga a 1500 rpm para hacer un paquete celular.

2- Lavar las cé¢lulas con medio RPMI o PBS (Sclucidn de
fosfatos); centrifugar a 350 xg durante 10 minutos.

3.~ Para 10B clulas, agregar de 0.5 a 1 ml de t*Magic

'’ (ver apéndice). Resuspender las c#£lulas suavemente aspirando

Mix
con la pipeta. Incubar en hielo por 5 a 10 minutos.

4.~ Centrifugar a 200 xg por 10 min.
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5.- Resuspender el paquete celular en amortiguador PK

(usando una solucidn madre 2x, para una concentracidn final de

hasta un voltumen final de 1 ml. Agregar 20

1x. PK = proteinasa K),

11 de proteinasa K por cada ml de paquete resupendido (solucidn

madre 20 mg/ml). Incubar de 3 horas a toda la noche a SOOC.

6.-Extraer el DNA con fenol - cloroformo:

1 vez con un volmen igual de fenol

2 veces con un voltUmen de fenol-cloroformo 1:1

1 vez con un volUmen igual de cloroformo

7.- Precipitar el DNA con 1/2 volimen de acetato de amonio

(7.5 M), vy 2 volumenes de etanol absoluto.

8.~ Liofilizar el paguete (solo si el DNA va a ser

refrigerado por largo tiempo).
9.- Resuspender en 500 pul a 1 ml de TE (Tris-EDTA).

10.- Determinar la concentracitn de DNA por absorcidn en

espectofotdmetro a 260 nm (1 D.O.= 50 pug DNA/ml).

REACCION DE RESTRICCION DE DNA GENOMICO

ITIT.-
1.- Agregar de 10 a 15 pg de DNA en 10 ul de DNA en un Lubo
eppendorft.
5 pl de amortiguador requerido por Lo cnzima

2.— Agroegarn

(generalmente los amortiguadores vienen a una concentracidn de

10x, asi que para un volumen final de 50 gl se necesitan § 1l de

amortiguador).




3.- Agregar 30 pul de agua esteril

4.~ Agregar b5 uul de la enzima

5.- Dejar la reaccidn incubando a 3700 toda la noche.
Posteriormente se puede analizar en gel de agarosa, o congelar el
DNA digerido a -20"C.

IV.- SOUTHERN BLOTTING

A).—- CORRIMILENTO EN GEIL DI AGAROSA

1.~ Los anidlisis de la digestidn se hicieron en minigeles de
agarosa (0.8 % de agarosa en amortiguador de Tris-acetato-EDTA +
5 4l de bromuro de etidio) corridos horizontalmente, usando
amortiguador Tris-acectato-LEDTA (TAE).

2.- Se mezclan 20 ul de la reaccidn de restriccidn con 2 ul

de amortiguador de carga; el volimen total se carga en el gel.

3.- El corrimiento del gel se hace a 100 V, usando
amortiguador TAK en el tanquce, hasta que el  indicador (azul

bromofenol) esté cerca del frente del gel.

4,- La visualizacidn del corrimiento se hace con luz U.V,

B) .~ TRANSFERENCIA A FILTRO DE NILON (' 'BLOTTLING” )

1.-E1 tanque de transferencia se llena con una solucidn 10x
de SSC (solucidn de citrato de sodio).

2- El gel se¢ coloca sobre 3 o 4 hojas de papel filtro,
previamente empapadas en la solucidén de SSC. Sobre el gel se

coloca un pedazo de filtro de nilon (Zetabind) del tamafio adecuado,
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previamentc mojado en la solucidn de transflcerencia.

3.~ Para absorber el 1liquido se colocan 3 o 4 hojas de papel
filtro del migmo tamafio del filtro de nilon, previamente
humedecidos; sobre estos se colocan toallas o papel absorbente,
cuidando que no sobrepasen los lados del gel. Finalmente se coloca
un peso sobre todo el montaje y se permite la ‘transferencia toda
la noche.

4.- 1l filtro de nilon sc¢ expone de 5 a 10 min a luz U.V.
para fijar el DNA al papel. El gel puede revisarse con luz U.V,
para determinar el grado de transferencia.

2= PRLEPARACTION DE LA SONDA.

1.- e toma 1 pl de la solucidn de DNA y se agregan 4 1l de
agun. Se ponc en agua hirviendo por 2 minutos y s8¢ coloca en
hielo.

2.- Se agrega 1 1l de cada uno de los nucledtidos no
marcados (dTTP, dGTP).

3.~ Se agrega 5 ul de la solucidn de heximeros aleatorios.

4.- agregar 1.5 pyl de los nucledtidos marcados con 32P
(dATP, dCTP).

5.~ Se agrega 1 pl del fragmento Klenov de la polimerasa de
E. colt y se dejo a Lemperatura ambiente por 2 horas para  la
inoorporaciéﬁ.

6.~ Posteriormente se precipita el DNA con:
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1/2 voliumen de acetato de amonio 7.5 M
2 volUmenes de etanol
3 - 4 pl de ARNL de levadura
Se recupera el precipitado centrifugando 5 min a 1 300 xg.

7.- E1 DNA precipitado se puede disolver en 200 ul de agua o

TI .

D.- HIBRIDIZACION.

1.- KL ltro de nilon se coloca en una bolsa de plasti (:;) Y
la que se agrega 10 - 15 ml de solucién de hibridacidén y se sella.

Se¢ incuba por 1 h a 12”¢
2.- La sonda se hierve antes de agregarla a la bolsa de
hibridizacién y se deja incubando toda la noche a 420C.
3.- Una vez hibridizada la sonda, el papel debe ser lavado
para remover ¢l exceso de sonda sin hibridizar. Los lavados son:
2 veces a temp. ambiente con 2x SSC y 0.5 % SDS
2 veces a 50 - SOOC con 2x S8SC y 0.5 % SDS
1 vez a 50 - 60°C con 0.1x SSC y 0.5 % SDS

E.- EXPOSICION Y REVELADO.
1.- El filtro de nilon se envuelve con hojas de pléstico
R ;

Saran Wrap y sc exponc a la pelicula scensible a rayos X (Kodak X-OMAT

AR) a —7OUC de 6 horas a toda la noche.
V.- TRANSFORMACION DI CELULAS COMPETENTES (TG1) CON IL

PLASMIDO pLECk
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1.- Las cé&lulas compcetentes TGl de £. coll. que

rJ
o]

encontraban mantenidas a —7000, se descongelan en hielo.

2.- 1 DNA del plasmido (aprox. 0.3 pug en 30 ul) se mezcla
con las células que han sido descongeladas en hiclo. Se manticnen
en hielo por 30 min

3.- A continuacidn se da un choque térmico a 37~420C durante
90 segundos.

4.- Se enfria en hielo; se diluye con 4 volumenes de medio
LB (Luria-Broth; igual a Terrific Broth pero sin glicerol) y se
incuba por 1 h a 3700.

5.- Se siembran en placas de agar LB con ampicilina (0.05
ug/ml) y se dejan crecer durante la noche a 3700.

6.~ Las colonias positivas son seleccionadas y crecidas en
5 ml de medio LB con ampicilina (0.05 ug/ml).

VI.- OBTENCION DE DNA DE PLASMIDO MEDIANTE EL METODO
ALCALINO (MINIPREP PARA 5 ML DE CULTIVO)

1..- Centrifugar los tubos de cultivo 10 min a 3000 rpm.

2.- Resuspender el paquete bacteriano en 100 ul de solucidn
I fria. Incubar 5 min a temperatura ambiente. EL paquetle
resuspendido puede ser transferido a tubos eppendorf para un mejor
mane jo.

3.- Agregar 200 pl de solucidn II recién hecha; cerrar el

tubo e invertir rapidamente varias veces para homogenizar el
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contenido. Incubar cn el hiclo por 5 minulos.

4.- Agregar 150 uyl de solucidn 111 fria; homogeneizar el
contenido usando el vértex ligeramente con el tubo invertido.
Incubar en hielo por 5 min.

5.- Centrifugar por 5 min a 400.

6.~ Transferir el sobrenadante a otro tubo y agregar 6 U de
RNAasa. Incubar 1 h a 370C.

7.~ Extracr el DNA:

1 vez con un volimen i1gual de fenol
2 veces con un volimen igual de fenol-cloroformo 1:1
1 vez con un voliumen igual de cloroformo

8.- Precipitar el DNA con 1/2 volUmen de acetato de amonio y
2 voldimenes de elanol absoluto.

9.- Lavar con etanol 70% y liofilizar el paquete.

10..- Resuspender el paquete en 20 pl1 de TE. Guardar a
~20%c.

VII.- RESTRICCION DEL PLASMIDO Y PURIFICACION DE LA BANDA DE
INTERES POR ELLECTROELUCION

1.- Aproximadamente 5 ul de DNA de plismido se corta con
las enzimas de restriccidn IicoR1l y Bamlll, a un volimen total de 20
uls

DNA de pléasmido (pECk) 5 pl

Agua estéril 11l
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Buffer No. 3 (GIBCO-BRL) 2 ul

EcoR1 1 ul (concentracidn: 10 U/ul)
BamH 1 1 ul (concentracidn: 10 U/ul)
2.—- La reaccidn se dejo correr por 2 horas a 3700.

3.- La solucién resultante (20ul) se corre en un gel de
agarosa (0.8%) a 100 V, hasta lograr una separacidén adecuada de la
banda de interés (6.5 kb).

4.- Usando la luz U.V. para visualizar las bandas de DNA,

6]
o]

corta el ffagmento de gel con la banda de interes y se coloca en
una bolsa de didlisis con ~ 300 uyl de TE. La bolsa se coloca en la
cimara de electroforesis y se deja correr ~ 1 h a 100 V.

5.- Con la luz U.V. se revisa que todo el DNA haya
abandonado el gel.

6.- Bl contenido de la bolsa de dialisis se transfiere a un
tubo eppendorf, se limpia con una extraccidén de fenol-cloroformo
{ya descrita) y el DNA se precipita con cetanol-acetato de amonio.

VIII.- AISLAMIENTO DE RNA

1.- Centrifugar las cf£lulas (~ 108 células) a 1000 rpm
durante 10 minutos.

2.~ Resuspender las células en 2.5 ml de amortiguador GTC
por cada 0.5 ml de paquete celular.

3.- Licuar las c#lulas de 1 a 2 min a velocidad media o

alta con un homogeneizador (Omnimixer).




4.- Enjuagar c¢l homogeneizador con etanol y despugs con Tris
1 M {(pll 8), o con agua destilada una vez completado el licuado.

5.~ Agregar un volUmen igual de cloroformo al homogeneizado
celular y licuar 2 min a velocidad alta.

6.— Centrifugar a 3000 xg, durante 3 minutos; conservar el
sobrenadante.

7.- Agregar 5 vollmenes de cloruro de litio 4 M al
sobrenadante. Mantener a —ZOOC, de 4 horas a toda la noche.

8.- Centrifugar a 12 000 xg, durante 10 min; conservar el
precipitado.

9.- Resuspender el precipitado en 250 1 de amortiguador
para DNAsa y agua tratada con DEPC. Agregar 25 ug de DNAsa libre
de RNAsa por ml de solucidn, y agregar 1 U de RNASinR(inhibidor de
RNAsa) por HE de DNasa. Incubar a 37 C durante 30 minutos.

10.- Agregar un volimen igual (250 pl) de amortiguador PK
2x. Agregar 10 pl de PK (20 ug/ml) e incubar a 4500 durante 1 h.

11.- Extraer 2 veces con un volilmen igual de
fenol:cloroformo 1:1

12.- Agregar 2.5 vollmenes de etanol al 100% y precipitar
toda la noche a -207C.

13.- Colectar el precipitado por centrifugacidn a 12,000 xg,
durante 15 min y resuspender en 75 a 150 pl de agua tratada con

DEPC.
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14.- Medir la concentracidn de RNA en la solucidn por
absorbancia en ¢l espectofotdmetro a 260 nm.

IX.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

A) .- FABRICACION DE cDNA USANDO TRANSCRIPTASA INVERSA M-MLV

1.- Agregar de 1 a 2 ug de RNA poli-A o 10 ug de RNA ‘total
(en aproximadamente 7 pl de agua tratada con DEPC), con 1 pl  de
oligo dT (solucidn madre de 800 pg/ml). Incubar las mezclas a 72°¢C
por 5 minutos y posteriormente mantenerlas a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

2.- Preparar un coctel de los siguientes reactivos para

todas las mezclas:

Reactivo ul por muestra

Amortiguador 5x 3

dNTP 2 de cada uno (167 uM)
M-MLV 1 (200 U)

RNAsin 0.5 (20 U)

Afladir 6.5 pl del coctel a cada muestra e incubar a 37°C por 30
minutos.
3.~ Inactivar la transcriptasa inversa mediante el

5 minutos.

; . =
calentamicento de la reaccidn hasta 95 C por
4 .-~ Mantener en hielo hasta que se efectue el PCR.

B).- AMPLIFICACION DE cDNA

Bk 5 g : 5 . ™
Para la amplificacidn del c¢DNA se utilizd el kit Ig-Prime
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{Industrias Novagen,

catdlogo 69827-1.)

597 Science Dr. Madison, W1l 53711; No. de

el cual contiene 7 diferentes cebadores

especi ficos para secuencias V que permiten amplificar, en
K

conjunto, un ~ 90 % de las secuencias V .
K
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Secuencia de los cebadores usados en la amplificacidn del cDNA:

Longitud(pb)
Igyv -5'A 32
Igv -5'B 33
gV -5'C 39
Igvk~5’n" 42
41
39

Igv, -5'E| 41
K

Igv -5'F| 36

IgVy—S’G 39

Secuencia 5’-» 3’
GGGAATTCATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT
GGGAATTCATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT
ACTAGTCGACATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGT
ACTAGTCGACATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGIWTCTT
ACTAGTCGACATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG
ACTAGTCGACATGAGTGTGCYCACTCAGGTCCTGGSGTT
ACTAGTCGACATGTGGGGAYCGKTTTYAMMCTTTTCAATTG
ACTAGTCGACATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
ACTAGTCGACATGAGIMMKTCIMTTCAITTCYTGGG
ACTAGTCGACATGAKGTHCYCIGCTCAGYTYCTIRG
AGTAGTCGACATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG
ACTAGTCGACATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT
ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT
ACTAGTCGACATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGCTT
ACTAGTCGACATGGTYCTYATVTCCTTGCTGTTCTGG
ACTAGTCGACATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA




I = inosgina W=AoT
R = A oG D =A, oG, oTf
Y = C o T H=A, oC, oTf
K=GoT V = A, o C, oG
S = C o G B =C, oG, oftT
M= A oC
1.- Para cada reaccitn combinar:
Reactivo U4l por muestra
Amortiguador 10x 5
dNTP 8 (200 uM de cada dNTP

por reacciin)

Polimerasa Taq de DNA 0.25 (2.5 U/reaccidn)
Cebadores 1-2 de cada uno (~ 0.1 uM)
DMSO Conc. final de 10%

Afindir agua hasta un volUmen final de 415 ul por reaccidn.

2.- Agregar 45 pl del coctel a tubos eppendorf de 0.5 ml
Con una pipeta Pasteur estéril agregar 1 o 2 gotas de aceite
mineral (~ 50ul) a cada tubo. Cerrar todos los tubos hasta que se
est® lislo para agregar el templete de DNA (cDNA en este caso).

3.- Abriendo solo un tubo a la vez agregar 3 Ul de cDNA;
entre cada tubo limpiar la pipeta con “Count—off”R o con Acido
clorhidrico concentrado.

, R . R
4.~ Colocar las muestras en la méquina de PCR (Ericomp )} ¥y
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correrla por 40 ciclog:
Desnaturalizacidn 1 min a 94°C
Alineamiento 2 min a 55°C
Extensidn 3 min a 72°C

5.~ Una vez realizada la reaccidén de PCR, las muestras
pueden ser guardadas a 1°¢c para su analisis posterior. Kl
producto se analiza en geles de agarosa de bajo punto de fusidn.

X.—- RECUPERACION DE DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA DE BAJO
PUNTO DE FUSION.

1.- Los ¢geles son preparados y corridos como ya se
describid, solo que en esle caso se cmpleca agarosa de bajo punto
de fusidn (LMA por sus siglas en inglés) al 0.8 %.

2.- Una vez localizadas las bandas de interés en el gel con
la ayuda de luz U.V., se separan usandc una navaja y procurando
cortar la menor cantidad posible del gel. Las bandas asi separadas
se colocan en un tubo eppendorf.

3.~ Se agrega la cantidad suficiente de amortiguador TE
justo para cubrir la agarosa c¢n e¢l tubo y se incuba a 8000.

4.- Una vez fundida la agarosa se procede a realizar una

extraccidn con fenol-cloreformo como vya se describid. Es
importante usar fenol gsaturado con amortiguador previamente

_ Q . , ;
calentado a ~ 50 C en el primer paso de la extraccidn para evitar

una solidificacidn de la agarosa.




5.- El1l DNA es precipitado del sobrenadante obtenido de 1la
extraccién usando 1/2 volidmen de acetato de sodio TM v 2 vollmenes
de etanol al 100%; se centrifuga en minifuga a velocidad mdxima ¥y
el precipitado se lava con etanol al 70%.

6.- Una vez eliminada la mayor cantidad posible de 1iquido,
el precipitado se liofiliza y posteriormente se resuspende en agua
o amortiguador TE.

XI.—- REACCION DE LIGACION PARA LOS PRODUCTOS DEL PCR

1.~ En un tubo eppendorf se combinan:

2 pl del vector linearizado (pT7Blue)
6 1l de DNA (purificado de LMA)

1 pl de amortiguador de ligacidn

1 1l de ATP 100 mM

1 pl de ligasa (T4)

2.- El contenido total se mezcla y se incuba a ‘temperatura
ambiente de 2 horas a toda la noche.

XI1 .- REACCION DE TRANSFORMACION PARA CELULAS COMPETENTES
NOVA BLUE.

1.- Al volimen total de la reaccidén de ligacidén (10 ul) se
agregan 40 ul de agua.

2.- Las células competentes se descongelan en hielo y a 50
ul de bacterias se les agrega 5 ul de la dilucidn de la reaccién

de ligacidn.
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3.- Las células se dejan en hielo por 30 min; a
continuacién se les da un choque térmico a 3700 durante 2 min
después del cual se vuelven a poner en hielo.

4,~ Se afiade 0.5 ml de medio a cada tubo y se incuban a
37OC por una hora.

5.- En un tubo eppendorf se mezclan 50 ul de X-Gal y 50 ul
de IPTG; el volUmen total se agrega a 150 wul de las bacterias
transformadas e incubadas y se siembran en placas de agar LB con
ampicilina dejando incubar a 3700 toda la noche.

6.- Las colonias positivas (blancas) son seleccionadas vy
crecidas en 5 ml de medio LB con ampicilina por toda la noche.

XI1I.- PURIFICACION DE DNA DE PLASMIDO DE 5 ML DE CULTIVO
USANDO RESINAS DE AFINIDAD (PROMEGAR).

1.- E1 volimen total de cultivo (5 ml) se centrifuga, vy
el paquete celular se resuspende con 200 gl de amortiguador con
100 ug./ml de RNAsa (solucidn A).

é.— Las c&lulas resuspendidas son transferidas a un *tubo
eppendorf y se agregan 200 1l de solucidn B (NaOH 0.2 N; 1% SDS) y
200 ul1 de solucidn C (acetato de potasio 2.55 M, pH 4.8)

d.- Los tubos se centrifugan y se recupera el sobrenadante.
A este se agrega 1 ml de “WizardTM minipreps purification resin’’
(resina de purificacidn).

4.- La mezcla se carga en una jeringa de 3 ml y se ©pasa
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lentamente a través de un filtro.

5.~ E1l filtro se lava con 2 ml de solucidn D (etanol 50%;
Tris 10 mM; NaCl 0.1 M; EDTA 2.5 mM); posteriormente se
centrifugan en tubos eppendorf para eliminar el exceso de la
solucidén de lavado.

6.~ Se agregan 50 pul de TE a los filtros y s8e agitan
suavemente; se dejan reposar 5 min y se centrifugan en ‘tubos
eppendorf{ para recobrar el DNA.

XIV.- ANALISIS DEL DNA DE TPLASMIDO USANDO ENZIMAS DE
RESTRICCION

1.- De la manera ya descrita, se prepara una reaccidn de
restriccién usando:

10 g4l de DNA de plasmido
2 pul de amortiguador No. 10 (GIBCO-BRL)
8 pl de agua
1 41 de la enzima de restriccidn Sal I

La reaccidn se deja correr por 2 horas y se analiza en gel de
agarosa.

XV.~ REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA DETERMINAR LA
ORIENTACION DEL INSERTO.

1.- Se prepara un coctel como sigue:

105 g1 de amortiguador

105 1 de DMSO
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168 41 de ANTP

93]

11 de cebador 3’

10 4l de cebador 5’ (cebador del promotor de TT7).

616 il de agua

10 ul de Taq polimerasa

ML

2.- En tubos eppendorf se agregan 49 pl de la mezcla y 1
de DNA de plésmido.
3.- Se ponen 1-2 gotas de aceite mineral en el tubo
reaccién y se corren en la miquina de PCR por 40 ciclos.
4.- El1 resultado del PCR se analiza en gel de agarosa.
XVI.~ SECUENCIACION DE DNA.
A) PREPARACION DE UN GEL DE GRADIENTE.
1.- Se preparan las siguientes soluciones:
Solucién_lx* Solucitn 5x
42 g de urea 8.4 g de uresa
15 ml de solucidn de 3 ml de solucion de
acrilamida al 40% y acrilamida al 40% y
bis-acrilamida al 2% bis acrilamida al 2%
10 m1 de TBE 10x 10 ml de TBE 10x
*Llevar_hasta 100 ml con agua
2.~ Ambas soluciones se filtran y posteriormente se agrega:

Solucidn 1x Solucidn 5x%

65 4l de TEMED 15 gl de TEMED
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250 ul de persulfato de 65 ul de persulfato de

amonio al 25 % amonio al 25 %

3.~ Rapidamente y usando una pipeta de 25 ml se toman 16 ml
de la solucidén 1x y después 10.5 ml de 1la solucidn 5x. El

contenido de la pipeta se vacia entre las placas de vidrio del
soporte de manera continua para formar el gradiente en el gel.

4.~ El recipiente se coloca de manera horizontal y se
permite polimerizar de 2 horas a toda la noche.

B) PREPARACION DE LAS REACCIONES DE SECUENCIACION

1.~ En un tubo eppendorf se combinan de 3 a 4 pug de DNA  en
TE con 1/5 volUmen de solucidén desnaturalizadora (NaOH 1 M; EDTA 1
mM) .

2.~- Colocar la muestra en hielo y agregar 1/10 wvoliimen de
solucidn neutralizadora enfriada en hielo (acetato de amcnio 2 M,
pH 5.4); inmediatamente agregar 2 volUmenes de etanol absoluto

para precipitar el DNA.

3.- Recuperar el DNA por centrifugacidn y lavarlo con etanol
al 70 %.
4,~ Liofilizar el paquete y resuspenderlo en 6-7 1 de agua.

5.- Al DNA en agua agregar de 10 a 15 ng de cebador en

aproximadamente 2 o 3 pl, 2 ul de amortiguador de secuenasa Yy
ajustar el vollmen total a 10 gl con agua.

6.~ Calentar la mezcla a 6500 por 3 min y enfriar
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lentamente hasta EOUC para permitir el alineamiento de los

cebadores.
7T.- Mientras la mezcla de alineamiento s8e enfria, se
preparan los tubos dc terminacidn que contienen dideoxi

nucledtidos. Se agrega 2.5 ul de cada mezcla de terminacidn a cada
tubo (4 tubos: G, A, T, C, por cada reaccidn de secuenciacidn).

8.~ La mezcla de marcaje (7-deaza-dGTP) se diluye 1:56

9,- Diluir la enzima secuenasa 1:8 en el amortiguador de
dilucidén de enzima.

10.- Mezcla de marcaje-extensidén: a los 10 ul de la reaccidn
de alineacidén se agrega:

1 pul de DTT (0.1 M)

1 pl de pirofosfatasa (USA Biochemicals)
2 ul de la mezcla de marcaje diluida

1 pl de “°S-dATP

2 pl de enzima secuenasa (GIBCO-BRL)

Se mezcla con la pipeta y se incuban a temperatura ambiente
por 3 minutos.

11.- En este tiempo, los +tubos con las soluciones de
terminacidn se precalientan a 450C. Despues de los 3 min de
incubacidén, se agregan 3.5 ul de la mezcla de marcaje—-extensidn a
los tubos de terminacidn; la reaccidén se continila a 450C durante

2-5 min.

42




12.- Se agregan 4.5 ul de solucidn de finalizacidén a cada
tubo de terminacidén para detener la actividad de la enzima. Las
soluciones pueden usarse enseguida o guardarse hasta por 3 dias a
~20%c.

C) CORRIMIENTO Y REVELADO DEL GEL

1.- E1 gel se precalienta a 450C corriéndolo a una corriente
constante de 1000 V en la ciAmara de secuenciacidn, hasta que las
placas estén uniformemente calentadas; para el corrimiento se usa
amortiguador de TBE.

2.~ Una vez calentado el gel, lag muestras de secuenciacidn
se calientan a QOOC. En cada linea de secuenciacidn se cargan 3 ul
de cada muestra marcada G, A, T y C.

3.~ Después de correr el gel, el gel se remoja en 1 1 de una
solucidn 10 % de 4cido acético glacial y 10 % de metanol, durante
30 minutos.

4.- E1 gel se recupera adhiriéndolo a una hoja de papel
cromatogriafico Whatman 3MM y despegindolo a partir de 1la parte
superior. Posteriormente se cubre con una lamina de plastico
adhesivo Saran WrapR, cortidndose las orillas para que quede Jjusto
al tamafio del gel y se seca a 8000 al vaclio durante una hora.

5.~ El pladstico adhesivo se retira y el gel secado se expone
a la pelicula sensible a radiacidén (Kodak X-OMAT AR) durante toda

la noche.
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RESULTADOS

CULTIVO DE HIBRIDOMAS Y PURIFICACION DE DNA GENOMICO

Los hibridomas empleados (Muralidhar et al., 1992) fueron
generados por la fusidn de un linfocito B y una célula de una
linea mieldmica de ratdn (el compafiero de fusidn) que no secreta
anticuerpos, resultando en wuna linea inmortal secretora del
anticuerpo producido por el linfocito.

El cultivo de los sgeis hibridomas y el compafiero de fusidn
(P3X) se logrd con exito de acuerdo a los protocolos descritos,
excepto en el caso de 26.1, para el cual se hubo de usar estimulo
de células exudadas de peritoneo (PEC) de ratdn a una
concentracidn final de 1X105 hibridomas/ml y 8X104 PEC/ml.

La concentracién final de DNA extraido (Tabla 1} fue
suficiente para efectuar los andlisis por Southern Blotting, con
excepcidn de 13.11.6, 4.6.2 y P3IX en cuyo procesamiento se
presentaron problemas con la eliminacidn de proteinas, quizid por
un mal estado de la enzima proteinasa XK.

Se hizo una segunda extraccidn de DNA de P3X para mejorar
concentracidn, obteniéndose 1.84 pg/ul. También se purificd DNA
de higado de ratédn (C57Bl/6) para ser usado comoc control en el
andlisis de Southern Blotting.

ANALISIS POR SOUTHERN BLOTTING

Las TFiguras 10 y 11 muestran los primeros resultados
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Hibridoma No. de c£lulas D.O. (1:100) DNA (ug/ul)

30.2 (1)N 1.92 x 10° 0.65 3

26.1 (2)R N.D. 0.45 2

12.3.4  (3)R 2.13 x 10° 0.44 2

1.7.3 (4)R 1.8 x 10° 0.4 2

4.6.2 (5)R N.D. 0.018 0.1
13.11.6 (6)N N.D. 0.036 0.16
P3X P N.D. 0.248 1.2

Tabla I. E1l nUmero de c¢élulas indica la concentracidén mixima
alcanzada en el cultivo en frascos rotatorios. D.O. es
determinada a 260 nm en la solucién de DNA una vez realizada la
extraccidén (1 D.0O.= 50 ug DNA/ml). Los nlUmeros que aparecen después
de cada hibridoma es el cddigo usado en las figuras. N.D.= No
determinada. R = responsivo a ESE. N = no responsivo a ESE.




obtenidos en los que se usd el DNA total del plésmido pECk como
sonda contra DNA de 4 hibridomas digerido con las enzimas EcoRl,
BamHl e HindIII. La figura 10A nos indica que la digestidn del DNA
gendmico con las enzimas de restriccidn sf{ funciond, ya que el DNA
no cortado tiene un alto peso molecular para poder entrar en el
gel de agarosa. La Fig. 10B muestra que el DNA del hibridoma 1.7.3
(4 en la Tigura) did la hibridacidn més fuerte con la sonda pECk,
con dos bandas principales en cualquiera de las +tres enzimas
usadas. El patrdn de bandas mds claro para los hibridomas
analizados, se obtuvo en el DNA digerido con HindIII. No se
esperaba detectar bandas del mismo tamafio con las tres diferentes
enzimas y no se pudo explicar el porque 1.7.3 hibridizd muchoc méis
fuerte que los demas hibridomas, por lo que el experimento se
repitis.

En la Fig. 11 se aprecia que se obtuvo un patrdn de bandas
similar al analisis anterior: una banda aproximadamente al mismo
peso molecular para los 4 hibridomas, aunque esta vez casi no
fueron detectables para 30.2 (1), 26.1 (2) y 12.3.4 en el DNA
digerido con EcoRl y BamHl; y una o dos bandas que muestran una
fuerte hibridacidén con 1.7.3 (4) a’in usando las tres enzimas., Il
patrédn de bandas obtenido con HindIII es similar al de la Fig. 10,
La hibridacidén que muestra la sonda con los marcadores moleculares

de 1 636 pb y los de bajo peso molecular ( = 500 pb) se debe a que
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estos fragmentos fueron derivados a partir de un vector pBR322.

En los siguientes andlisis (Fig. 12 y 13) se incluyeron DNA
de 4.6.2 (5,), P3X (P) y DNA de higado de ratédn (B), y en un
caso (Fig. 12) dos enzimas de restriccidn més: Pstl y Kpnl.
También se utilizaron alicuotas nuevas de DNA de los hibridomas
1.7.3, 12.3.4, 26.1 y 13.11.6. La sonda empleada fu® el plasmido
pECk total. En la Fig. 12 se puede apreciar que sdlo tres de las
enzimas empleadas (Bamlll, Pstl, Kpnl) permitieron observar un
patrdn de bandeo, que en este caso correspondid a una banda Unica
solo para 12.3.4 (3) y 1.7.3 (4). De manera similar no se esperaba
obtener bandas en la misma posicidn con diferentes enzimas. En el
DNA digerido con HindIII y EcoR1l no se observaron bandas en 1, 3 y
4, En todas las muestras con hibridoma 2, que fué sobrecargado,
hubo un arrastre (hibridacidn inespecifica) sin bandas.

In la Fig. 13 se utilizd DNA digerido con EcoRl, BamHl e

HindIII. En esta ocasidn se detectd la misma banda principal para

1.7.3 (4) que se vid en los andlisis anteriores (Fig. 10 y 11).
También se observaron bandas de mayor peso para 1.7.3 y 26.1. E1
alto grado de hibridacidn inespecifica indica que faltd lavado

para eliminar el exceso de sonda no hibridizada.
Se decidid purificar el fragmento de 6.5 kb codificador de
Ck contenido en pECk para usarlo comoc la sonda de hibridacién en

los siguientes andlisis con el fin de evitar posible contaminacidn
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o hibridacién inespeci fica. En la Fig. 16  se muestra el
corrimiento en gel de agarosa de pECk digerido con EcoR1 y BamHl
en gel de LMA y agarosa ultrapura. La banda observada de 6.5 kb se
purificé por los mé&todos descritos y un nuevo gel se ' corrid para
‘determinar la cantidad de DNA recuperado; se puede apreciar que la
purificacidén por electroelucidn permitid wuna mejor recuperacidn
del DNA. Con el fin de tener suficiente material para anilisis
posteriores, se multiplicd el DNA de pladsmido en 5 ml de cultivo
de c£lulas TG1 transformadas con pECk, se purificd y se corrid en
gel de agarosa digerido con las enzimas LEcoR1l y BamHl (Fig. 17A) .
Esto permitié seleccionar a las colonias positivas 1 y 3 para
hacer un cultivo de 1 1 en Terrific Broth y purificar pECk (Fig.
178).

La fig. 14 muestra el resultado del lavado de 1los Dblots
mostrado en las Figs. 12 y 13 ¥y rehibridizado con la banda de 6.5
kb purificada de LMA. Los resultados mostraron un patrdn de bandas
mas claro, peroc similar al obtenido por la hibridacidén con pECk.

El experimento se repitid una vez més. La Fig. 15 representa la
hibridacidén de DNA digerido con las enzimas BamHl e HindIII con el
fragmento de 6.5 kb purificado por electreocelucién. Como en lo
otros andlisis un mejor patrdn de bandas se aprecid por la
digestidn con HindIII; 30.2 (1), 26.1 (2), 12.3.4 (3) vy 1.7.3 (4)

mostraron todos 2 bandas ubicadas en posiciones cercanas aunque
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diferentes, y ademds 1.7.3 mostrd una banda mis como en los otros
anidlisis. En ningdn caso se vid hibridacidhn con el DNA de P3X o de

higado de ratdén.
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Fig. 10. A) Corrimiento en gel de agarosa de DNA gendmico digerido
con EcoRl, HindIII y Bamll. B) Hibridacidén con sonda radiactiva en
filtro de nilon {(ZetaBind) usando todo el plasmido pECk. E1 filtro
fué expuesto toda la noche a pelicula sensible (Kodak OMAT). M =
marcadores de peso molecular; los marcados con ttp?? son
fabricados a partir de pBR3Z22. Logs numeros sc¢ refieren a los
hibridomas, como descritos en la tabla 1.
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Fig. 11.A) Corrimiento en gel de agarosa de DNA gendmico digerido
con EcoRl, HindIII y BamHl. B) Hibridacidn con sonda radiactiva en
filtro de nilon (Zeta-bind) wusando todo el plésmido pECk.
Ambos filtros fueron expuestos toda la noche a pelicula sensible
({kodak OMAT); la linea indica los limites entre los filtros.
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Fig. 12. A) Corrimiento en gel de agarosa de DNA gendmico digerido
con EcoR1l, HindIII, Pstl, Kpnl y BamiHl. B) Hibridacidn con sonda
radiactiva en filtro de nilon (ZetaBind) wusando todo el plésmido
pECk. El1 filtro fué expuesto toda la noche a pelicula sensible
(Kodak OMAT). P = P3X.

52




E B H
A 3541 PB235 41 P823541
o RO SCTE 1 ﬂ 4 S w 4 }

B
Fig. 13. A) Corrimiento en gel de agarosa de DNA
restringido con EcoR1l, HindIII y Bamili. B) Hibridacidn
radiactiva en filtro de nilon (ZetaBind) usando todo el
pECk. El filtro fué expuesto toda la noche a pelicula

(Kodak OMAT). B Black 6.
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Fig. 14. Hibridaci®n del DNA gendmico con el fragmento de 6.5 kb
codificador para Ck contenido en pECk. Los filtros usados para la
transferencia e hibridaci®“n de DNA mostrada en las figs. 11 vy 12
fueron lavados extensivamente a 90 C para eliminar por completo la
sonda pLECk y vucllos a hibridizar con Ck
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Fig. 15. A) Corrimiento en gel de agarosa de DNA gendmico
restringido con HindIII y BamHl1. B) Hibridacidén con sonda
radiactiva en filtro de nilon (ZetaBind) usando el fragmento de
6.5 kb codificador para Ck, purificado de pECk. Il filtro fu2
expuesto toda la noche a pelicula sensible (Kodak OMAT). B = Black
6. Ba = BalB/C. Las flechas indican bandas.
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Fig. 16. El plAsmido pECk fue digerido con IcoR1l y Bamlll y corrido
en gel de LMA (A) y agarosa ultrapura (B). La banda que contiene
Ck (6.5 kb) fue purificada por los métodos descritos. Los
fragmentos de 4.5 y 6.5 kb se indican por flechas.En (c) se
corri® un gel de agarosa para verificar la recuperacidn del DNA
por electroelucidn y de LMA; el dibujo es un esquema de la foto.




Fig. 17. Se muestra el corrimiento en gel de agarosa del DNA de
plismido pECk digerido con EcoR1 y BamHl, recuperado de (AY 5 ml
de cultivo de células TGl y (B) 1 1 de cultivo. Los numerocs
corresponden a colonias positivas (ver texto). Las flechas
indican las bandas de 4.5 y 6.5 kb.E1l arrastre al frente del gel
corresponde a RNA.
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SECUENCIACION DIE DNA

OBTENCION DE RNA

Se logrd la purificacidn de RNA de 5 hibridomas:

Hibridoma D.O. (1:1000) soncenlracidn (ug/ml)
13.11.6 (6) 0.179 7160
30.2 (1) 0.429 17160
1.7.3 (4) 0.269 10760
12.3.4 (3) 0.277 11080
26.1 (2) 0.350 14000

E1l ntimero despuss de cada hibridoma corresponde a el wusado
en las Figuras. 1 0.D. = 50 pg DNA/ml.

FABRICACION DL cDNA Y AMPLIFICACION POR PCR

Una vez purificado ¢l RNA total de los hibridomas, se
fabricd c¢DNA usando la enzima transcriptasa inversa y oligo-dT
para cebar el sitio de poliadenilacidn del RNAm.

Para émplificar el c¢DNA se wutilizaron los 7 diferentes
cebadores (A-G) en cada una de las muestras (ver IX en Mé&todos),
teniendo as{ un total de 35 recacciones de PCR. La Fig. 18 muestra
el corrimiento en gel LMA del total de la reaccidn de PCR para
todas las muestras; se observa que solo en seis reacciones no se
obtuvo producto (1A y I, 6E y I 3A; 2FF). De acuerdo a la

fluorescencia producida por el bromuro de etidio con el DNA, se
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determin® por aproximacidn cuidles fueron las reacciones en las que
obtuvo mas producto (1B, 2B, 3G, 1B, 6D) y las bandas {fueron
purificadas y 1ligadas a PT7Blue, el cual fuéd utilizado

s - : : R
posteriormente para transformar celulas competentes Nova Blue.

SELECCION DE COLONIAS RECOMBINANTES

E1l ¢DNA amplificado es insertado en el vector PT7Blue en el
sitio de restriccidn EcoRV, el cual interrumpe al gen lacZ del
vector (Fig. 9); este gen confiere la capacidad de degradar la
galactosa a las células que llevan el plasmido, caracteristica que
es detectada usando el indicador X-Gal en las placas de cultivo,
dando las colonias positivas un color azul. Si un segmento de DNA
es insertado de manera efectiva, el gen es interrumpido y las
colonias que llevan el plismido con inserto no son capaces de dar
una coloracidn azul con el indicador.

Se seleccionaron cuatro colonias positivas (blancas) para
cada reaccidn de ligacidn. E1l DNA de plésmido PT7Blue se purificd
usando un *'‘'kit’’ comercial que contiene resinas de afinidad para
DNA de plasmido, y el cual permite la recuperacidn de casi todo el
DNA de plésmido con una alta pureza. Dado que es posible que
ocurran colonias blancas porque ¢l gen lacZ esté dafiando, sin que
haya un inserto en el vector es necesario analizar el tamafio de
los pliasmidos aislados de cada colonia. La Fig. 19A muestra el DNA

de plasmido purificado y digerido con la enzima Sal I. Hay un solo
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gsitio de restricci®™yn para Sall en el plésmido PT7Blue, por lo que
desputs de su digestidn con Sall se espera ver dos fragmentos: uno
mis pesado que el plAsmido original el cual contiene el 1inserto
del gen VK (PT7Blue + 400 pb inserto); y otro mias pequefio
correspondiente al vector solo. Con la excepcidn de la colonia 4
de 12.3.4 (3) todos los plésmidos presentaron inserto.

Cualquicera de los inscrtos que sc encuentren en PT7Blue  son
suceptibles de secuenciarse, usando cebadores que van en ambos
sentidos del vector. Sin embargo, algunos plasmidos van a tenér la
secuencia del inserto en la misma posicidn 5’3 3’ del promotor de
PT?7 (Fig. 9) y otros estaréﬁ en la orientacidn inversa. Para
elegir los plésmidos con el inserto en la posicién adecuada para
hacer una secuenciacién en los diflferentes hibridomas a partir del
extremo 5' del gen VK’ se efectu?® una reaccitn de PCR utilizando

los cebadores para el promotor de PTY7 (T7 promoter primer No.

S

69348-1; Fig. 9) y el cebador para extremo 3’ de los genes Ing.
Si el gen insertado se encuentra en la misma posicidn 5’-» 37 que
el promotor de PT7, entonces se¢ espera encontrar un fragmento de
DNA amplificado correspondiente a la longitud del gen (~ 400 pb);
si el gen estd cen la posicién invertida, no se encontrarid producto
del PCR.

La Fig. 19B muestra el corrimiento en gel de agarosa
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positivos para determinar la orientacidn, y el cual indicd que tod
los insertos se encontraban en la orientacidn 5’-3' a partir d
promotor de PT7nluc. Dado que la probabilidad de que esto ocurrie
es muy pequefia se infirid que los tubos se contaminaron entre si
momento de preparar las reacciones de PCR. Es muy probable que
durante el pipeteo no se haya limpiado la punta de la pipeta con
4cido clorhidrico, contaminidndose las muestras con aerosoles de
DNA.

Llas reacciones de secuenciacidn se prepararon utilizando
primero el cebador promotor de PT7Blue (PT7 promoter primer No.
69348-1; TFig 9). El revelado del gel se muestra en la Fig. 20, Se
identific® la secuencia del sitio de clonacidon miltiple del vector
comparando la secuencia leida con la descrita en la Iig. 9, y se
verificd la secuencia de los cebadores utilizados para la
ampliflficacidn del ¢DNA. Se pudo leer la sccucncia de bases para 3
hibridomas: 12.3.4 (3; 5’ 3'), 1.7.3 (4; 5'-3') ¥y 13.11.6 (6; 3’>»
57). 26.1 (2) no mostrd ningin inserto; en 30.2 (1) se 1lee la
secuencia en ambos sentidos, por lo que se supone que hubo
contaminacidn, quizid al momento de seleccionar las colonias
recombinantes. En un scgundo juego de reacciones sc ubilizd el
cebador Ul9 (Fig. 9) y se seleccionaron dos diferentes templetes
de DNA de plésmido para 26.1 y 30.2. La fig. 21 muestra el

revelado del gel. Se leyd la secuencia de bases para 12.3.4 (3;

os

el

ra

al
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3y B57), 1.7.3 (A4; 3’> 56'), 13.11.6 (6; H'»> 3') y 26.1 (2; 3’9
5'); 30.2 volvid a presentar contaminacidn.

La secuencia de bases obtenidas para los diferentes
hibridomas se muestran al final de esta seccidn. Las secuencias
leidas fueron comparadas con secuencias VP conocidas usando la
base de datos automatizada GenBank (datos no mostrados). De su
comparacidn se desprende que si se trata de secuencias Vk ¥y que
las secuencias lefdas son diferentes para cada hibridoma, excepto
en el caso de la regidn 3’ de 26.1 y 1.7.3. La comparacidn de la
secuencia obtenida para 1.7.3 mostrd un 92.7 % de homologia con
una sccuencia rearreglada no productiva de la linea miecldmica P3X,
descrita por Strohal et «l. (1987). Dado que la regidn 3’ leida
para 26.1 es idéntica a la correspondiente en 1.7.3, se supone que
ambas pertenecen a la misma secuencia, aportada por el genoma del
compafiero de fusi®n P3X. La secuencia de 12.3.4 mostrd un 92.5 %
de homologia con una sccucncia VK de anticuerpos monoclonales

anti-timocitos del isotipo 1IgM, reportada por Lehuen et «al.

(1992). La secuencia leida para 13.11.6 es priacticamente similar a

una secuencia Vk reporbtada por Strohal et al. (1989). Dc esta
manera, se obtuvo la secuencia codificadora para V__ de un
K

hibridoma responsivo a ESE y wuno no responsivo, sicndo ambas

secuencias diferentes.
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1

Fig. 18. Se muestra el corrimiento en gel de agarosa para el
producto del PCR de c¢DNA fabricado de los 5 hibridomas usando los
diferentes cebadores (A-G). Para efectuar la ligacidn al vector
PT7Blue se purificaron las bandas 1B (30.2), 2B (26.1), 3A
(12.3.4), 4B (1.7.3) y 6D (13.11.6), indicadas por flechas. R =
RNA contaminante
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Fig. 19. A) Corrimiento en gel de agarosa de 10 ul del vector
PT7Blue digerido con Sall obtenido de 5 ml de cultivo de c£lulas
competentes Nova Blue. B) Corrimiento en gel de agarosa del
producto de PCR del vector PT7Blue para determinar la orientacidén
del inserto. Los numeros indican las colonias positivas para
PT7Blue con inserto. V = vector comercial. En (A) la flecha indica

colonia sin inserto. En (B) las flechas indican el producto del
PCR de ~ 400 pb.
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Fig. 20. Revelado de un gel de secuenciacidn para los hibridomas
30.2, 1.7.3, 13.11.6, 26.1 y 12.3.4 (en este orden). Se utiliz® el

cebador promotor de PT7. La secuencia se 1lee €, T, A, G de

izquierda a derecha.
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13.11.6

[cebador 57}

10 20 30 4.6) D0 GO

TCTTTGTATACATGTTGCTGTGGTTGTCTGGTGTTCAAGGAGACATTGTGATGACCCAGTCTC

70 80 100 110 120 130 * 140
ACAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCATCACCTGCAAGCCCAGTCAGGATGTG

150 1 G0 170 180 190 200
GGTACTGCTGTAGCCTGGTATAACAGAAACCAGGGCAATCTCCTAATCTAC(GC) TACTGATTTA

210
CTGGGTATCATCT -~~~

¥ 200 270 200 250 240 230
TGTGGGTACGTCTGTAGCCTGGTATCAACAGAACCAGGGCAATCTCCTAACTACTGATTTACT

220 210 200 190 180 170
GGGCATCCACCGGCACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGACAGATTTCAC

160 150 140 130 120 110 100
TCTCACCATTAGCAATGTGCAGTCTGAAGACTTGGCAGATTATTTCTGTCAGCAATATAGCAGC

o0 80 70 <18 50 40
TATCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTG

30 20 10
TATCCATCTTCCCACCATCCAGTAAGCTTGGG [cebador 3°].

Fig 22. Secuencia obtenida para cDNA de 132.11.6. Los
entre paréntesis indican compresidn de las bandas. Il
indica la regidn donde las dos secuencias leidas se

nucledtidos
asterisco

complementan;
las lineas --- indican ¢l final de la sccuencia leida.
numeracidn se¢ inicia a partir del final de ambos cebadores

La
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[cebador 57}

10 20 30 40 30 GO
GGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTTC

70 80 Q0 100 110 120 130
CTTAG TGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTCATACAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTACATC

140 150 160 170 # 100 190
TGGCTATAGTTATATGCACTGGAACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTATCT

200 210 220 230 240 250 2060
TGTATCCAACCTAGAATCTGGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGG(G) TATGGACAGACTTCAC

270 280 290 3No 3L0 320
(3(31‘(3/\/\(3/\'F()(I/\T‘(J()’P(}'Y(}(}/\(}(}/\(}(}ﬁx(i(}/\'P(}()1‘(}()/\/\(1(31‘1'/\'P'F/\(J'P(J'F()/\()(I/\()/\'F'P/\(}(}/\(}~——

220 210 200 190 180 170 1 GO

AGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTATCTTGTATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAGGTT

150 140 130 120 110 100
CAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGC

o0 a0 70 GO )8 4O
AACCTATTACTGTCAG(GATC)ACATTAGGGAG(GATC)TTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCT

30 20 10
GGAAATAAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTAT | cebador 37 .

Fig 23. Secuencia obtenida para cDNA de 1.7.3. Los nucledtidos
entre paréntesis indican compresidn de las bandas. El asterisco
indica la regidn donde las dos sccuencias leidas se complementan;
las lineas --- indican el final de 1la secuencia leida. La
numeracidn se inicia a partir del final de ambos cebadores
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12.3.4

[cebador 5]

1O 20 30 40 50

CCTGCTAATCAGT (GATC) CTCAGTCATAATGTCCAGAGGACAAATTGT (GATC) TCTCACCCAG

GO 70 80 00 100 1410 120
TCTCCAGCAATCAGTTCGTCCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATAACC-GTCAGCGTCTCAGCT

BAGH T~

210 200 190 180 170 1 60 150
TTATAGCACATCCAACCTGGCTTCTGAGTCCCTGCTCGGCTTCAGTGGGCATGGATCTGGGACCT

140 130 120 100 o0 80
CTTACTCTCTCACAATCAGCCGAATGCGAGGCTGAAGATGCTGC (GATC ) ACTTATTACTGCCAGCA

70 (418) 50 40 30 20
AAGGAGTAGTTACCCACACACGTTCGAAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGGGCTGATGCTGC

10
ACCAACTGTA [cebador 3’

Fig 24. Secuencia obtenida para cDNA de 12.3.4. Los nucledtidos
entre paréntesis indican compresidén de las bandas.; las lineas ---
indican el final de la secuencia leida. La numeracidn se inicia a
partir del final de ambos cebadores
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26.1

210 200 L0 180 170 1 G0
CCAGACTCCTCATTCTATCT (GT) ATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCC(GT ) CCAGGTTCAGTG

150 140 130 120 110 100
GCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGACAAC

(520 80 70 GO 50 40 30
CTATTACTGTCAGGCACATTAGGGACGGCTTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAA

20 10
ACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTA |cebador 3']

Fig 25. Secuencia obtenida para cDNA de 26.1. Los nucledtidos
entre paréntesis indican compresidn de las bandas. In este caso
so0lo se pudo obltener la sccuencia a partir del ccebador UlS
correspondiente al final 3’.




DISCUSILON
in los experimentos originales realizados por Van Ness et
al. (1981) se utilizd el plasmido pECk como sonda contra DNA de
ratén NZB digerido con Bam Hl; y contra un digerido de DNA
embridnico con Hind III (Coleclough ot al., 1982). En el primer
caso, la digestidn con Bam Hl1 produjo un fragmento de ~ 12.5 kb
derivado de la linea germinal que hibridiza con ©pLkCk, asi como
otro fragmento de tamalio muy variable resultado de la unidn V-J-C
en la que el sitio Bamlll 5’ de el gen Jxk desaparece (ver Fig. 6).
IEn el segundo experimento, la digestidn con HindIII produce un

’ de  pECk que

fragmento de 4.9 kb que hibridiza con la regidn 5
incluye la regidhn Ck, asi como un segundo fragmento de 2.9 kb que
hibridiza con la porcién 3' que contiene Jk (ver I'ig. 6).

En el caso de nuestro anilisis, se utilizd® wuna linea de
ratédn diferente (C57B1/6) para fabricar los hibridomas. Se
esperaria encontrar ¢l mismo juego de fragmentos en las regiones
del DNA no modificadas durante el rearreglo de genes Vk ( J-C;
Fig.7), por ejemplo los producidos por HindIll de 4.9 y 2.9 kb.
Sin embargo, los resultados fueron idinconsistentes, obteniéndose
patrones de bandas diferentes en algunos casos. Para llegar a un
resultado satisfactorio se tuvo que dominar primero ¢l método

de Southern Blotting, modificando las condiciones de hibridacidn,

lavado, etc.. En el transcurso de la investigaci®n se hicieron

71




varias modificaciones al método (ver Resultados), con las que al
final se pudo obtener un patrdn de bandas diferente para cada
hibridoma en el 1ltimo experimento. El siguiente paso consistirfa
en repetir las condiciones del Ultimo experimento, wutilizando un
nuevo Jjuego de enzimas y DNA de hibridomas.

Los resultados obtenidos <con ¢l anAlisis por Southern
Blotting no permitieron obtener respuesta satisfactoria a la
pregunta experimental, por lo que se decidid usar la  tecnica de
amplificacién y secuenciacién de c¢DNA especifico para las
secuencias IgVP.

Las secuencias lelidas para los cinco diferentes hibridomas
permiten un avance en la resclucidn de la pregunta sobre el uso de
genes Vk en la respuesta anti-ESE.

Las secuencias de bases obtenidas resultaron ser en dos
casos (1.7.3 y 26.1) las pertenccientes a las secuencias IgVik
producida por el compafiero de fusidn P3X; solo dos de las
secuencias obtenidas corresponden a las producidas por los
hibridomas 13.11.6 (no responsivo) y 12.3.4 (responsivo a ESE),
las cuales son diflerentes entre si. Kl producto del PCR
seleccionado para clonacién de cDNA de 1.7.3 y 26.1 correspondid
en ambos casos en el que se empled el cebador B del kit Ig-Prime

para la amplificacidn del <¢DNA; es probable que este cebador

permita la amplificacidn de las secuencias I[gVk especificas para
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P3X. Con estos datos no es posible resolver la pregunta acerca del
uso restringido o wvariable de genes IgVk en los hibridomas
responsivos a LESE, haciéndose necesario llevar a cabo mas
reacciones de sccuenciacidédn para el cDNA de 30.2, 1.7.3 vy 26.1,
usando en principio diferente DNAs de¢ plasmido PT7Blue obtenido de
otras colonias positivas a las empleadas, o llevando a cabo otra
reacciédn de PCR usando un cebador diferente a B.

Diversos trabajos han demostrado el uso restringido de genes
V, Y VH en los anticuerpos contra un antigeno especifico; por

}

ejemplo la respuesta inmune de la linea A/J contra el hapteno

p-azofenil arsenato utiliza un solo gen V , J, VvV, D y J
k k H H H
(Newkirk =t al., 1989). La respuesta inmune en factores
reumatoides ha sido ampliamente estudiada encontriandose uso
restringido de genes para fabricar ambas cadenas de las

inmonuglobulinas (Newrik, 1992; Ezaki et¢ al., 1991) o un uso
restringido de genes Vk (Stanley =t «¢l., 1992; Radoux et «al.,
1986; Fong =t al., 1985). Otro cuerpo de datos han demostrado que
en ciertos casos la respuesta inmune es restringida en el wuso de
genes VH, pero no en los genes VL. Pascual =t al. (1992)
encontraron que la capacidad responsiva al antigeno i/I en
eritrocitos humanos estid restringida al uso del segmento VH4~Z],

pero muestra variabilidad en el uso de genes V .
L

La respuesta al ant{geno ESLE parecce estar controlada por el
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uso de un gen VH (Muralidhar 2t al., 1992); la comprobacidn de que
¢l uso de genes Vk no es determinante en la respucsta a  ESE esti
auin sin efectuarse. Sin embargo, el presente trabajo aporta
elementos que permiten el uso de una metodologia con la cual se

pueden obtener resultados satisfactorios para la resolucidn final

del problema experimental.
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CONCLUSIONES

E1 anidlisis por Southern Blotting permitisd obtener
resultados prometedores aunque no suficientes para la resoclucidn
de la pregunta experimental; es necesario mejorar el manejo de
algunas variables en los experimentos, como tiempo de corrido del
gel, temperatura de hibridizacidn y pureza de la sonda.

Se obtuvo la secuencia de bases de los genes codificadores
para las cadenas ligcras (Vy) de un  hibridoma rTesponsivo  al
ant{ geno ESE (12.3.4) y de uno no responsivo (13.11.6), siendo las
secuencias diferentes entre si. Es necesario llevar a cabo mas

anidlisis de secuencia en otros hibridomas responsivos al antigeno

ESE.
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APENDICE

SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS

MEDIO RPMI COMFPLETO

R
Medio RPMI {(Irvine Scientific )

Suero bovino f{elal

R
(Hyclone

Penicilina-estreptomicina

)

R
Piruvato de sodio (GIBCO-BRL )

g ;g . .. R
Aminozcidos no esenciales (GIBCO-BRL )

PBS (Soluciin salina de fosfatos)

NaCl
KC1
Nall PO
2 4
Na HPO
2 4
Magic Mix
Trig
NaCl
EDTA
Tritdn X-100

Deoxycolato

AMORTIGUADOR PK (proteinasa K)

Tris-ICl1 (2 M,

pH 75)

EDTA (0.5 M, pH 8.0)

NaCl (5 M)

76

500
50
10
5
5
10x por 1
80 g
2 g
2 g
1.6 g
mM, pli 8.0
mM
mM
.5 %
.5 %
2x por 100 ml
1 ml
1.25 ml
6 ml

ml

ml

ml

ml

mJ.

1

(1 botella)




SDS (10%)

TE (Tris-EDTA)

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
pH 7.3 - 1T.

20 ml

ENZIMAS DE RESTRICCION (10 U/ul; GIBCO-BRL)

Buffer 10x

Eco RI 3
Bam HI 3
Hind LI1 2
Pstl 2
KpN1 4

TAE 50x (Tris-acetato-EDTA),
Tris-base
Ac. acético glcial
EDTA (0.5 M, pH 8.0)
BUFFER DE CARGA
Sucrosa
Azul bromofenol
Xilen Cianol
SOLUCION DESNATURALIZADORA
NaOH

NaCl

por 4 1

968 g

228.1 ml

400.0 ml

1.0 g

20 mg

20 mg
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SOLUCION NEUTRALIZADORA
Tris-HC1
NaCl
SSC (20x), por 4 1
NaCl
Citrato de Sodio &
4dcido citrico

Disolver en 3.2 1

Ajustar e¢l volumen a 4 1.

SOLUCION DE HIBRIDIZACION
Formamida
Amortiguador de
fosfatos pll 7.0
SDS
BSA
EDTA

TERRIFIC BROTH (1 1)
Bacto Triplona
Bacto Yeast
Glicerol

SOLUCION I
Glucosa

EDTA

de agun y ajustar ol

1.0 M
1.5 M

701.2 g (3 M)
352.8 g (300 mM)

pll o 7.0 con

Esterilizar.

50 %

(v/v)

200 mM

5 %

(v/v)

1 mg/ml

1 mM

13.3 ¢

26.7 g

4,44 ml

50 mM

10 mM

Helt.
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Tris-HCL (pHd 8.0)
SOLUCION T1

NaOH

SDS
SOLUCION III

Acetato de potasio
glacial

Ac. acético

AMORTIGUADOR DE GTC (1SOTIOCI

GTC

Na-N-lauril sarcosina
(s-mercaptoetanol

M 5)

EDTA 0.5 (pH 7.

25 mM

3 M

5 M
ANATO DII GUANIDINA) POR 100 ML.
50 g

0.5 ¢

0.1 ml

5 ml

Esterilizar por filtracidn y guardar a temperatura de cuarto

protegido completamente de la luz.

TBE (TRIS-BORATO) 10X POR 4 1

Tris-base
Acido bdrico
pH 8.0)

EDTA (0.5 M,

Disolver en agua

Esterilizar.

J

432 g
219.2 g
160 ml

ajustar el vollimen a 4
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