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Resumen de la tesis de Paola Gabriela Batta Lona presentada como
requisito parcial para la obtencién de la licenciatura en Biologia. Ensenada
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Despliegue de anticuerpos en fagos, contra ovocitos de Urechis caupo.

Resumen aprobado :
2\ c | u
s f QL(JA—‘_: .

JOSE LUIS STEPHANO HORNEDO

RESUMEN

El despliegue de anticuerpos es un método para producir una gran
variedad de anticuerpos expresados en la superficie de bacteriéfagos. Las
secuencias que codifican para cadenas pesadas y ligeras son combinadas al
azar y son insertadas en un vector (fagémido) que es introducido en la bacteria,
misma que es infectada por un fago ayudador . Los dos fagos se complementan
para producir y ensamblar fagos, cada uno expresando un anticuerpo diferente.
En este trabajo se inmuniz6 una gallina con ovocitos fijados en gluteraldehido, y
después a partir del RNAm del bazo se sintetizé cDNA. Utilizando la técnica de
PCR y cebadores complementarios a sitios que flanquean las regiones
conservadas del anticuerpo, a partir del cDNA se produjeron secuencias de
fragmentos variables de cadena sencilla (fvcs) del anticuerpo contra las
moléculas de la superficie del ovocito. Estas fueron incorporadas al genoma de
un fago para su expresion en la superficie del mismo. Los fagos que desplegaron
fvcs contra la superficie del ovocito, fueron seleccionados y se probd su
capacidad para bloquear la fertilizacién por el espermatozoide. La fertilizacion se
redujo en un 80% en presencia de los fagos, indicando que los fvcs estan
bloqueando las moléculas de la superficie del ovocito, mismas que son
importantes en la interaccion ovocito-espermatozoide. Este trabajo representa la
primera aplicacién del despliegue de anticuerpos en invertebrados y muestra que
este método sera (til para abrir nuevas areas de investigacion.
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ABSTRACT

Phage display is a method for producing a large variety of antibodies expressed
on the surface of bacteriophages. Sequences that code for heavy and light chains
are randomly recombined and inserted into a vector (phagemid) that is introduced
into bacteria which are also infected with helper phage. The two phages
complement each other to produce a large library of phages, each expressing a
different antibody. In this study, a chicken was immunized with gluteraldehyde-
fixed oocytes, then cDNA was produced from spleen mRNA. Sequences coding
for heavy and light chains were amplified by PCR using primers complementary to
conserved flanking regions. Phages expressing antibodies (Single chain variable
fragment, scfv) against the oocyte surface were selected by pannings then tested
for their ability to block fertilization by sperm. Fertilization succes was reduced by
80% in the presence of the phages, indicating that the antibodies were blocking
molecules on the egg surface that are important for the sperm-egg interaction.
This work represents the first application of phage displayed antibodies in
invertebrates and shows that this method will be useful for opening new areas of
investigation. '
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INTRODUCCION

Durante la fecundacion el espermatozoide se une a las moléculas de la
superficie del ovocito. Aunque las interacciones de los gametos han sido
estudiadas de manera extensa, muchos detalles moleculares de los mecanismos
implicados aln se desconocen. Por ejemplo, en el gusano marino Urechis
caupo, se ha identificado en el espermatozoide una proteina que se adhiere a la
capa externa.del ovocito e interacciona con la membrana plasmatica para activar
al ovocito (Gould y Stephano, 1989, 1996), pero aun no se han caracterizado los
receptores en la superficie del ovocito, intentando identificarlas, se utilizd la
técnica de despliegue de anticuerpos (o fragmento variable de cadena sencilla,
fvcs) en bacteriéfagos, para la produccion de los mismos contra las moléculas

de la superficie del ovocito.

En este trabajo se utilizd el gusano marino Urechis caupo pbr su amplia
disponibilidad de gametos todo el afio, esta especie contiene 6 sacos para
almacenar ovocitos o0 espermatozoides maduros. Los espermatozoides
inmaduros se encuentran en agrupaciones en el liquido celémico, al alcanzar la
madurez se separan y cada espermatozoide es almacénado‘ en los sacos para
‘posteriormente ser liberado. La espermatogénesis se lleva acabo aproxima-

damente en 10 dias a temperaturas de 12 - 14°C. Por otro lado el Gltimo paso en

11
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la ovogénesis es la adquisicion de una edentacion que al parecer facilita el
transporte selectivo de los ovocitos maduros del celoma hacia los sacos donde
son almacenados. Los ovocitos maduros de U. caupo presentan una cubierta
superficial o capa vitelina donde se lleva a cabo la primera interaccion con el
espermatozoide.

En experimentos de fecundacién al agregar los espermatozoides a los

ovocitos, se observan los siguientes eventos:

Tablal

Cambios morfolégicos después de la fertilizacion

en Urechis caupo a 16°C’

Evento Tiempo (minutos)
Adicién de los espermas 0
Cono de entrada del espermatozoide Durante el 1
Redondeo completo del ovocito 4
Comienzo de la elevacion de la capa vitelina 4
Rompimiento completo de la vesicula germinal 15
Desaparicion completa del nucledlo 20 - 22
Primer cuerpo polar 35
Segundo cuerpo polar 45
Fusion pronuclear 70 -80
Primera division 90
Segunda divisién 120

'Informacién de Gould, 1975.

Se observaran estos eventos para determinar si los fvcs de los fagos
seleccionados contra las moléculas de la superficie del ovocito bloquean el

proceso de fecundacién en U. caupo.
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Recientemente el despliegue de anticuerpos en fagos se ha convertido en
una tecnologia muy poderosa. Los fagos filamentosos pueden presentar en su
superficie péptidos, proteinas o fragmentos de anticuerpo, esta técnica se ha
utilizado para identificar y/o bloquear moléculas en la superficie de diferentes
células (Souriau, 1998), con esta herramienta se pueden caracterizar sitios de
interaccién, como los receptores involucrados en el proceso de la fecundacion.

El anticuerpo o inmunoglobulina esta basado en una estructura de 4
cadenas organizadas en 3 unidades funcionales, dos de las unidades son
idénticas y con la capacidad de unirse a un antigeno, estas unidades se
denominan brazos Fab (fragmento de unién al antigeno). La tercera unidad, Fc,
esta generalmente involucrada como complemento del sistema efector.

Las dos cadenas pesadas son iguales y atraviesan las regiones Fab y Fc,
mientras que las dos cadenas ligeras solo estan asociadas con la region Fab.
Los fragmentos Fab se dividen en 2 regiones, la constante y la variable. La
region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera

forman el fragmento variable (fv). (ver fig. 10)
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El rompimiento de la inmunoglobulina (IgG) con papaina produce
fragmentos Fab y Fc. .Estos fragmentos son pequefias entidades moleculares
estables que exhiben la mayoria de las propiedades que presentan cuando
forman parte de una particula completa de anticuerpo. El fragmento fv es dificil
de producir y purificar por digestion enzimatica y también se considera mucho
menos estable. Sin embargo utilizando la técnica de despliegue de anticuerpos
se pueden producir fragmentos variables de cadena sencilla (fvcs) al introducir
un péptido de unién entre los dominios Vy y Vi, lo cual ofrece las siguientes
ventajas; primero, la construccion de la biblioteca se puede simplificar haciendo
una reaccion de traslape y extension por PCR, lo cual reduce de manera efectiva
el nimero de pasos, segundo, la capacidad dé fvcs para multimerizar puede
mejorar la avidez por el antigeno y facilitar su seleccion, especialmente contra
ciertos antigenos como moléculas en la superficie celular, y, por ultimo, el
rendimiento, la pureza y la estabilidad de las moléculas fvcs en E.Coli tiende a
ser mayor que con el Fab (Burton, 2001).

.EI fragmento variable de cadena sencilla, por su tamaﬁo, presenta un
menor impedimento alostérico, por lo que varibs fragmentos se pueden unir a
diferentes regiones-del antigeno. Ademas la gran diversidad generada por' la
unién de cadenas pesadas y ligeras aumenta la posibilidad de identificar las

moléculas de interés.
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Dadas estas ventajas, en este trabajo se pretende expresar fvcs (en la
superficie de bacteriéfagos) contra las moléculas de la superficie del ovocito y se
reporfaran los resultados de los efectos de estos fvcs en la fecundacion de los
ovocitos de U. caupo.

Este trabajo ofrece protocolos claros que pueden ser consultados y
aplicados en el laboratorio. La metodologia de este trabajo esta estructurada de
tal manera que sirva como un manual de laboratorio y que los experimentos

puedan ser facilmente reproducibles.



ANTECEDENTES

Procesos importantes como la fecundacién se estan estudiando de manera
mas detallada con la ayuda de la caracterizacion molecular (Kay et al. 1996), lo
cual nos ayuda a entender y conocer las interacciones moleculares involucradas
en estos procesos. Se han utilizado anticuerpos para identificar moléculas
involucradas en la interaccion espermatozoide — ovocito, por ejemplo:

Gache et al. (1983) a partir de hibridomas en ratdén llevé a cabo la
produccion de 31 anticuerpos monoclonales contra la capa vitelina del ovocito de
erizo. Solo 8 de los 31 anticuerpos monoclonales lograron inhibir la fertilizacién
evitando la unién del espermatozoide con la capa vitelina de los ovocitos.

Saling et al. (1985), logrd la produccién de 6 anticuerpos monocionales
contra diferentes partes del espermatozoide de ratén, probd su efecto en la
fertilizacion in vitro y soélo dos anticuerpos monoclonales mostraron una
inhibicién significativa. La inhibicidbn fue independiente de la presencia o
ausencia de la zona pellcida que rodea al ovocito. Con esto, Saling concluye
que los lugares especificos de inhibicién para los dos anticuerpos monoclonales
contra espermatozoide, estaban en la membrana plasmatica del ovocito. Sus
resultados muestran que el uso de los anticuerpos monoclonales es una
herramienta importante para interrumpir la fecundacién, y posteriormente,
identificar los componentes de los gametos que participan de manera individual

en los eventos que ocurren durante el proceso de fertilizacion.

16
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Por otro lado en materia de despliegue de anticuerpos George Smith
(1988), mostr6 que la relacion entre el fenotipo y el genotipo podia ser
establecida en bacteriéfagos filamentosos. Esto dio lugar al surgimiento de la
nueva tecnologia de despliegue de anticuerpos en bacteriofagos (Smothers et al.
2002). Smith mostré que un fragmento de DNA extrafio podia ser insertado en
el gen Il del fago filamentoso, el cual codifica para la proteina plll que conforma
la capside del fago, creando una fusion protéica en el dominio amino terminal.
La fusién protéica es incorporada al fago, el cual mantiene su capacidad de
infeccion y despliega el péptido extrafio en su superficie (Barbas et al, 1999).

Lerner y sus colegas (1992), reportaron que bibliotecas con
recombinaciones al azar de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos podian
ser expresadas en la superficie de fagos y convertirse en una ruta alternativa
para la seleccion de los anticuerpos monoclonales de especificidad conocida. |

Esta técnica no ha sido utilizada en experimentos que involucren
invertebrados marinos (comunicacion personal, Gould y Stephano). Debido a los

atributos mencionados, en este trabajo se propone su utilizacién.

1. Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de Baja California.(2001)



OBJETIVO GENERAL:

Expresar en la superficie de bacteriéfagos, fragmentos variables de cadena
sencilla del anticuerpo contra las moléculas de la superficie del ovocito de

Urechis caupo y determinar su efecto en el proceso de fecundacion.

OBJETIVOS PARTICULARES:

o Inducir en una gallina la produccién de anticuerpos contra moléculas de la
superficie de los ovocitos de Urechis caupo.

o Por medio de técnicas de biologia celular y molecular producir fragmentos
variables de cadena sencilla (fvcs) de los anticuerpos contra la superficie de
los ovocitos de Urechis caupo.

0 Expresar los fragmentos variables de cadena sencilla en bacteriéfagos.

o Seleccionar a aquellos bacteriéfagos que desplieguen fvcs con mejor unién al
ovocito.

o Determinar si los fvcs de los fagos seleccionados contra las moléculas de la

superficie del ovocito de Urechis caupo bloquean el proceso de fecundacién.

18



MATERIAL Y METODOS
1. PREPARACION DEL ANTIGENO

al) Obtencién de gametos del gusano marino Urechis caupo manteni-
do en acuarios a 18°C.

El gusano marino U. caupo presenta tres pares de orificios cerca de la
proboscis que se conectan a unos sacos que contienen los gametos (Gould,

1975), (Fig. 1).

Figura 1. La punta de la pipeta indica la ubicacion de los
orificios de donde se extrajeron los gametos de Urechis caupo.

- Para obtener los ovocitos se fabricé una pipeta con punta roma, se dilataron
los orificios y con la punta de la pipeta adentro se exprimié con la mano todo
el organismo, los gametos fluyen en forma liquida, siendo de color café claro
si son hembras y blanco si son machos. Los ovocitos se depositaron en un
vaso de precipitado que contiene agua de mar pasada por un filtro de 0.45
um. .Todo el proceso se repiti6 hasta obtener 1 ml de ovocitos o

espermatozoides.

19
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all) Lavado y fijacion de ovocitos

- Para lavar los ovocitos, se dejaron sedimentar por gravedad y se retir6 el
sobrenadante con una bomba de vacio. Se agregaron 10 ml de agua de mar
al sedimento y se filtré por una malla de nylon de 125 um para retirar
basuras. Se transfirié a un tubo y se centrifugd manualmente hasta obtener
un paquete de 1 ml de ovocitos.

~ Para fijar los ovocitos, se hirvid la bolsa de diélisis (limite de exclusion 3000
Daltones) en égua destilada para eliminar el glicerol y los nitritos.

- Se dejo enfriar la bolsa, se hizo un nudo en uno de los extremos, y se probd
que no tuviera perforaciones. Se colocé 1 ml de ovocitos (previamente
lavados) en la bolsa y se cerré haciendo un nudo en el otro extremo, evitando
dejar aire adentro.

- Se colocd dentro de una probeta que contenia 100 ml de gluteraldehido al
2% en agua de mar, para que se difunda y fije lentamente durante 3 horas.
Se mantuvo en agitacion constante. Debido a la utilizacidén del gluteraldehido,
este procedimiento se llevé a cabo bajo la cémpana de extraccion.

— Para eliminar el exceso de gluteraldehido, la bolsa de dialisis se transfiridé a
una probeta con 250 ml de amortiguador de fosfatos (PBS, ver Anexo 4) pH
7.4, el proceso se llevd a cabo durante 24 horas con agitacion a 4°C,

cambiando la solucién cada 6 hrs (Boer et al. 1990).
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b) Extracto de capas de ovocitos

Para obtener el extracto de capas de ovocitos de U. caupo se utilizé el siguiente

protocolo:

Pasar el sobrenandante
Colectar y lavar los ovocitos

a un tubo limpio a 4°C

*

Centrifugar en una microcentri-
fuga a méaxima velocidad
(16,000 xg) por 2min

*

<+— Extracto de Capas

Pasar a un tubo limpio con una
pipeta de punta ancha y centrifugar
manualmente

Aumenta la 15 min en agitacién
fragilidad de la Retirar el sobrenadante y lenta a 4°C
membrana resuspender el paquete en Liberacibn de las
10ml de 0.5M de NaCl A proteinas contenidas
+ Pasar a un tubo eppendorf e% la; Clapas etlnhlb!—
120ul del paquete y mezclar g'arr; ep?:t gggreaﬁ::
Centrifugar manualmente y retirar con 120 de 1a solucién A proteinas extraidas
el liquido. Este procedimiento se )
lleva a cabo solo 3 veces para
A partir de evitar dafiar las capas del ovocito
» Preparar la
aqui todo EN , ; soh}l)cién A:
HIELO ¢ Cc;tnﬁxdgaja;tg retirar el 200l de Triton al
. sobrena 10%, 20ul  de
Reduccion de Pasar ¢l paquete al homogenizador PMSF y 780ul de
la actividad que contiene 20ml de 0.5M de + agua de mar
enzimética NaCly 200ul de PMSF 100mM
V Descartar ¢l sobrenadante y con
agua de mar resuspender y
- transferir a un solo tubo conico.
.. Homogenizar 20 veces sin hacer
Lisis celular —> espuma hacia arriba y abajo *
Centrifugar 1 min en la centrifuga Lavado .de.
clinica llevar a cabo el proce- capas vitelinas
Agregar 20ml de agua dq mary dimiento anterior 2 veces.
repartirlo en 4 tubos conicos

Centrifugar 1 min a 800 xg
en la centrifuga clinica

——

Descartar el sobrenadante y resuspender
el paquete en 3ml de agua de mar, pipetear
vigorosamente y llevar el volumen a 10 ml
con agua de mar y volver a pipetear.

T

Figura 2.- Diagrama de flujo para la preparacion del extracto de capas de ovocitos.
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Condiciones del experimento

- Se colectaron y lavaron los ovocitos como se menciona en el método
referente a la preparacion de 10s mismos.

- Con pipetas de plastico de punta ancha, se puso todo en un tubo de vidrio
limpio. |

- Se centrifugé manualmente.

- Se obtuvieron 0.8 ml de paquete.

- El quuidoifue retirado utilizando una bomba de vacio. .

- Para lavar el paquete se agregaron 10 ml de 0.5 M de NaCl, se resuspendio,
se centrifugd y se retiré el liquido con una bomba de vacio.

- [Este procedimiento se realizd Unicamente tres veces para evitar que se
dafara la capa de los ovocitos, ya que es muy fragil en ausencia de calcio,
sin embargo es suficiente para poder obtener ei extracto de capas.

EN HIELO

En el homogenizador se pusieron:

- 20 mlde 0.5 M NaCl.

- El paquete resultante del ultimo lavado con 0.5 M de NaCl.

- 200 pl de PMSF* 100 mM (stbck) Es un inhibidor para proteasas la presen-

tacién en polvo se disuelve en etanol.
En este protocolo se requiere a una

concentracion de 1 mM.

*Las casas comerciales de los reactivos se encuentran en el Anexo 6



El paquete se homogenizé empujando el émbolo contra el homogenizador 20
veces con movimientos ascendentes y descendentes, sin producir espuma.
Inmediatamente se agregd el mismo volumen (~20 ml) de agua de mar y el
homogenizado se repartié en cuatro tubos de vidrio limpios.

Se centrifugd 1 min. a maxima velocidad (800 xg) en la centrifuga clinica.
Se retird el sobrenadante con vacio.

El paquete (en donde se encuentran las capas) se resuspendio en 10 ml de
agua de mar fria (para reducir la actividad enzimatica)

Se centrifugd 1 min. Se lavd con agua de mar (para remover basura del
citoplasma).

Se retir6 el sobrenadante con vacio.

El contenido de los cuatro tubos se transfirid a un tubo, agregando agua de
mar para resuspender.

Se centrifugd y se retird el sobrenadante (el paquete puede presentar
pigmentos, no es necesario removerlos ya que no interfieren en la
preparacion del extracto de capas ).

Se preparé lo siguiente:

200ul de Tritén X-100 (detergente para disolver la membrana plasmatica

al10% asociada con las capas aislando y liberando las
proteinas). .

20ul de PMSF (Inhibidor de proteasas, evitando asi la degradacion
de las proteinas contenidas en las capas del
ovocito).

780ul de agua de mar
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Se tomaron 120 ul del paquete (capas del ovocito) y se mezclaron con 120
ul de la solucién preparada en un tubo Eppendorf limpio.

Se mantuvo en refrigeracion por 15 minutos en movimiento para que se
llevara a cabo la extraccion de capas.

Se centrifugé en la microcentn’fuga por 2 min a velocidad méaxima (16,000
XQ).

El sobrenadante se paso a un tubo limpio y se almacené a 4°C. (ver fig. 2)
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2. INMUNIZACIONES

Se utiliz6 una gallina ponedora Leghorn de un afio de edad, ya que en la yema
del huevo héy una alta concentracion de anticuerpos (IgY) y esto permite
obtenerlos facilmente.

Las inmunizaciones se efectuaron de la siguiente manera:

- Para la primera aplicacion se preparé una emulsion con 150 ul de ovocitos
previamente fijados y 150 pl de adyuvante completo de Freund's (fig. 3). Se
inyecto la mitad del volumen final en cada musculo pectoral (fig. 4).

- La segunda inmunizacién se realizd 15 dias después de la primera,

~mezclando 150 pl de ovocitos previamente fijados y 150 ul de adyuvante
incompleto de Freund’s. A los 8 dias de la segunda inmunizacién se colectd

el suero de la gallina y se disecté el bazo.
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Figura 3.- Procedimiento de emulsificacion (mezclado) preparando 150ul del
antigeno en 0.01M de PBS pH7.4 y 150ul del adyuvante (completo e incompleto)
utilizando una aguja de dos vias previo a la inmunizacion.

Figura 4.- Zona en donde se lleva a cabo la inmunizacion, masculos
pectorales (pechugas), vea que el dedo indice de la mano izquierda toca la
quilla que se encuentra en la parte media, dividiendo las dos pechugas, a un
lado se ve la aguja. Inmunizar en varios sitios de la pechuga introduciendo la
mitad de una aguja de 21 g x 32 mm.



3. OBTENCION DE SUERO

Para determinar si la gallina inmunizada produjo anticuerpos contra el
antigeno, se obtuvo sangre del organismo y se deposito en tubos de 15 ml. Se
dej6 reposando a 37°C para que la sangre coagulase. Se despegé el coagulo
con un palillo y se incub6 a 4°C para retraer el coagulo, después se centrifugd
durante 10 min a 1,900 xg a 4°C, se obtuvo el suero recobrando el sobrenadante

y se utilizd en el ensayo inmuno — enzimatico, ELISA ( pag. 28).
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4. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN LA
GALLINA POR ENSAYO INMUNO ENZIMATICO (ELISA). '

Se realizd un ensayo inmuno enzimatico para determinar la presencia de

anticuerpos en el suero, como respuesta contra el antigeno aplicado en las
inmunizaciones. Se siguié el siguiente protocolo:

Agregar 50 pl de ovocitos a
cada pozo de la placa,

esperar a que se sedimenten

Descartar el  sobre-
nadante con cuidado
de no remover los
ovocilos

Lavar 3 veces con
200 pl de PBST

v

Eliminacion de —
trazas de agua
de mar

Agregar 200 ul del suero
de la gallina inmune y
del suero control

Unién del primer

— Incubar 1 hr a
A 37°C
antigeno

anticuerpo al

Eliminacion de —_—
anticuerpos no

unidos o unidos de
manera inespecifica

al antigeno

Descartar el
sobrenadante  y

lavar 3 veces con
200 ul PBST

Estimar de manera cualitativa o
con el lector de ELISA a 405 nm

| Parar la reaccion con 3 M de NaOH |

Incubar a 37°C
hasta que desarrolle

b Reaccién de la
color amarillo

fosfatasa sobre el
sustrato (fig. 6)

Agregar la solucién sustrato (5 mg de
sustrato en 5 ml de amotiguador de

dietanolamina pH 9.8 (Anexo 4))

*

Lavar 2 veces con agua destilada

Lavar 2 veces con PBST

Incubar | hr a
37°C

Unién del anticuerpo
<+— conjugado al
primer anticuerpo

A

Agregar el anticuerpo conjugado (de conejo

contra gallina acoplado con fosfatasa alcalina)

T

Figura 5.- Diagrama de flujo de la metodologia para la determinacion de la
produccién de anticuerpos en la gallina por ensayo inmuno enzimatico (ELISA).
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Reaccion de la fosfatasa alcalina sobre el sustrato en el inmuno-
ensayo enzimatico (ELISA).

Anticuerpo de conejo
contra gallina conjugado
con fosfatasa alcalina

—

Suero de gallina
inmunizada con

-Enzima ovocitos

~ Fosfatasa
alcalina

. Antfgt_—:-no
(ovocitos)

0=N=0

!

0=N=0 Sustrato
P-nitrofenilfosfato

Figura 6- Reaccion de la fosfatasa alcalina sobre el sustrato en el ensayo inmuno
enzimatico (ELISA)
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Condiciones del experimento

- En placas Limbro de 96 pozos con una capacidad de 300 ul, se colocaron 50
ul de ovocitos (fijados y diluidos en PBS pH 7.4) y se esperd a que
sedimentaran.

~ Con una micropipeta se descartd el sobrenadante, con cuidado de no retirar
los ovocitos.

- Se lavaron 3 veces con 200 ul de PBS- Tween al 0.05%.

- Se realiz6 el siguiente diseno de la placa por triplicado (Tabla II)

Tabla II.- Disefio utilizado en la placa del inmuno ensayo enzimatico para determinar la
produccién de anticuerpos de gallina. El signo + significa que se agregd el reactivo
marcado y — significa que no se agrego. ‘

Grupo de Antigeno Suero Anticuerpo Sustrato Control
pozos conjugado
A + + + + -
B LR + - + -
C + - + + -
D + - + + &
E - + + + -
F + - - + 5

- Se agregaron 200 ul de suero de la gallina inmune. Para el control, se
agregaron 200 pl del suero de una gallina inmunizada con toxina de alacran.

Cuando, debido al disefio de la placa, se omitid algun componente, en su

lugar se agregé PBS- Tween 0.05%.
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La placa se inrcubd 1 hora a 37°C.

Se retird el sobrenadante, con cuidado de no remover los ovocitos, y los
pozos de la placa se lavaron 3 veces con PBS- Tween (200 pl).

Se agregaron 50 ul del anticuerpo conjugado (anticuerpo de conejo contra
gallina acoplado con fosfatasa) diluido 1:1,000 en PBST y se incubd 1 hra
37°C.

Se lavo 2 veces con 200 ul de PBST.

Se lavd dos veces con agua destilada, teniendo cuidado de no retirar el
antigeno (ovocitos).

Se agregaron 50 ul de la solucion de sustrato preparada de la siguiente
manera: 5 mg de p-nitrofenilfosfato (sustrato) en 5 ml de amortiguador de

dietanolamina pH 9.8 (10% de dietanolamina, 0.02% de azida de sodio

(NaN3) y 0.5uM de MgCl, * 6 H,0)

Se incub6 a 37°C hasta que se desarrollé el color amarillo. En este caso se
paro la reaccion a los 50 min con 3M de NaOH.
Se estimd de manera cualitativa la producciéon de anticuerpos en la galling,

observando la intensidad y el color del sobrenadante en los pozos.
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5. OBTENCION DE ARN TOTAL DE BAZO DE GALLINA

INMUNIZADA

Al observar en el inmuno ensayo enzimatico que la gallina habia generado

anticuerpos contra el antigeno inyectado en las imunizaciones, se prosiguié a la

diseccion del bazo, en este organo se producen los anticuerpos, por eso es tan

importante obtener el RNA que los codifica. La extraccion de RNA se llev a

cabo de acuerdo al siguiente protocolo de RNA- STAT:

Disectar y pesar el @

Homogenizar y agregar 1
ml de RNA-STAT por
¢/50-100 mg de bazo.

Lisis celular —»

Incubar 5 min a
temperatura
ambiente

Agregar 02 ml de
cloroformo por ml de RNA-
STAT 60 utilizado

Mezclar

vigorosa-
mente por 1 min y
dejar reposando 2-3
min. a temperatura
ambiente

v

Separacion del RNA
de la fase organica

Centrifugar 12,000
xg por 15 min a 4°C

Recobrar la fase
acuosa (RNA total)
(superior) y pasarla a
un tubo limpio

Cuantificar con el espectrofo-
témetro a 260 nm (1 de absor-
bancia equivale a 40 pg/ul)

Resuspender en 500
ul de agua (DEPC)

Secar al aire o al
vacio por 5 min
Centrifugar 7,660 xg

por 5-4 min. a 4°C

Lavar el paquete 2 veces
con 1 ml de etanol al 75%
en aaua con DERPC

*

Retirar el sobrenadante

A

*.__

Centrifugar a 12,000
xg por 10 min a 4°C

Incubar 5 - 10 min.
a temperatura ambiente

.l

Agregar 0.5ml de isopro
panol/ml de RNA-STAT60

A

Cuantificacion
del RNA total

Eliminacion de
impurezas del
RNA total

Precipitacion
del RNA total

Figura 7.- Diagrama de flujo para la obtencién del RNA total a partir del bazo de una

gallina inmunizada



Condiciones del experimento

Para eliminar las RNAsas del material de vidrio, se dejaron sumergidos en
cloroformo durante 15 minutos: el homogenizador de 100 ml y las pipetas de
vidrio de 5,10 y 25 ml. Posteriormente las pipetas se esterilizaron en el horno
a 160°C durante 8 horas. También se utilizaron puntas para micropipeta de
200 y 1,000 ul y tubos Eppendorf de 1.5 ml, libres de RNAsas.

Al observar que en la gallina hubo respuesta inmune contra el antigeno se
prosigui6 con la diseccion del bazo, se retir6 el pellejo de la zona pectoral y la
quilla (cartilago), se abri6 la cavidad pectoral y se retir6 la grasa que se
encuentra inmediatamente debajo de el epitelio (Fig. 8). En la parte superior
de la cavidad abdominal entre los I6bulos del higado se encontré el bazo, un
6rgano con forma ovoide (Fig. 8) de color obscuro, que presentd una
longitud de 2.3 cm y 1.5 cm de didmetro. Una vez localizado el bazo, se lavd
la zona con agua estéril tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) al 0.1% vy
después con tijeras y pinzas finas estériles se retird el érgano y se lavd con

agua tratada con DEPC.
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Corazén

Musculo pectoral

Higado (pechuga)

Corazon
Lobulos del higado
Bazo
Vesicula biliar Estémago

Intestinos

Figura 8.- Ubicacion anatémica del bazo en la gallina.
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Para obtener el RNA total se extrajo el bazo, se pesé y se homogenizd
suavemente, siguiendo el protocolo de RNA — STAT- 60™ en el cual se
menciona que por cada 50 — 100 mg de tejido se agrega 1 ml de reactivo y
se deja 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 0.2 ml de cloroformo
por ml de RNA-STAT- 60 utilizado. Se agitd vigorosamente por 1 min y se
dejo reposar 3 minutos a temperatura ambiente.

El homogenizado se centrifugd a 12,000 xg por 15 minutos a 4°C en una
centrifuga Sorvall SS34.

Se recobr6 la fase acuosa (Fig. 7) y se agregaron 0.5 ml de isopropanol por
ml de RNA-STAT- 60 adicionado al principio. Se incubo a temperatura
ambiente por 10 minutos y se centrifugd a 12,000 xg por 10 minutos a 4°C.
Se retiré el sobrenadante y el paquete se lavo 2 veces con 75% de etanol en
agua DEPC (1ml por ml de RNA STAT - 60), el paquete resuspendido se
agité vigorosamente y después se centrifugé a 7,500 xg por 5 minutos.

El paquete resultante se secd al aire o al vacio durante 5 minutos vy
posteriormente se disolvié en agua. (Las soluciones se prepararon con agua
con dietilpirocarbonato (DEPC), para inhibir la actividad de las RNAsas).

El RNA total se cuantificé en el espectrofotometro utilizando una longitud de
onda de 260 nm, tomando en cuenta que 40 png/ul de RNA equivale a 1 de
absorbancia. Ademas, se verificé la pureza utilizando la lectura de

260nm/280nm.
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6. SINTESIS DE cDNA DE HEBRA SENCILLA A PARTIR DEL RNAm

Una vez obtenido el RNA se prosiguié a la sintesis de cDNA utilizando el
siguiente protocolo:

Mezclar: 20 pg de RNA, 8ul de oligo (dT) 0.5
ug/ul agua (DEPC) a un volumen final de 96 ul

v

DESNATURALIZACION Y UNION

DE LOS CEBADORES (oligo dT)
. RNAmM AAAAA
+ TTTTTT
(Cebador)

Incubar 10 min a 70°C y transferir
inmediatamente a hielo 1 min

Centrifugar en la microcentrifuga a maxima
velocidad (16,000 xg) por 10 segundos

Tener lista la siguiente mezcla: 16 ul PCR buffer 10x, 16 pl de MgCl,
25 mM, 8pl de la mezcla de ANTP 10 mM,16 pl de DTT 100 mM

v

Adicionar los 56 ul a la muestra,
mezclar ¢ incubar 5 min a 42°C

Agregar 8 pl de la enzima transcriptasa reversa
SUPERSCRIPT II (concentracién final 10 u/pl)

SINTESIS DE cDNA DE
HEBRA SENCILLA

[ncubar 60 min a 42°C <+—— RNAm AAAAA
cDNA TTTTTT

v

@ 15 min a70°C y pasar 1 min @ «——— INACTIVACION DE LA ENZIMA
* (Transcriptasa reversa)

Centrifugar 10 seg. _
a maxima velocidad

v

Afiadir 8 pl de RNAasa H 2 w/pl e incubar — ELIMINACION DE RNA
20 min a 37°C y almacenar a -20°C RNAM__ -
, ITTTTT

Figura 9.- Diagrama de flujo para la sintesis de cDNA de una sola hebra.
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Condiciones del experimento:

Se mezclaron 20 pg de RNA aislado con 8 ul de 0.5 ug/ul de &cido
desoxitimidilico (oligo dT) y se agregd agua (DEPC) hasta un volumen final
de 96 pl.

Se incubd durante 10 min a 70°C y se incubé inmediatamente a hielo por 1
min. Esto se hizo para que el oligo (dT) se uniese a la cola poliA de los RNA
mensajeros de cadenas pesadas y ligeras. Después se centrifugo a maxima
velocidad en la microcentrifuga (16,000 xg) durante 10 segundos.

Se preparo la siguiente mezcla:

16 pl amortiguador para PCR 10x (Tris HCI 200 mM, pH 8.4, KCI 500 mM)

16 ul de MgCl 25 mM

|

8 ul de la mezcla dNTP (de dATP, dCTP, dGTP, dTTP todas a10 mM)

16 pl de DTT 100 mM

Se agregaron 56 pl de la mezcla a los 96 pl de muestra, se mezclé y se
incubd durante 5 min a 42°C.

Se afadieron 8 ul de la enzima transcriptasa reversa SUPERSCRIPT Il 200
u/ul para que la enzima sintetizara el cDNA a partir del RNA mensajero.

Se incubd durante 1 hr a 42°C y después por 15 minutos a 70°C, esto fue
para inactivar a la transcriptasa reversa.

Se colocé en hielo durante 1 min y se centrifugd durante1 min.

Se afadieron 8 ul de RNAasa H (2 u/ul) E.coli para eliminar el RNA y
obtener el cDNA de una hebra.

Se incubd por 20 minutos a 37°C y se almacené a -20°C.
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7. AMPLIFICACION DE CADENA PESADA Y LIGERA DEL
ANTICUERPO Y SU TRASLAPE - EXTENSION POR MEDIO DE
LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Para amplificar los genes del cDNA que codifican la region variable del
anticuerpo (Fig. 10), se hicieron tres reacciones de PCR por separado, una para
la amplificacion de la cadena ligera, otra para la cadena pesada, y una tercera
reaccion de PCR para traslapar (vincular) y extender la cadena pesada y ligera
(Fig. 12). Para tener suficiente cantidad del producto de las 3 reacciones se
hicieron 8 juegos de cada una.

*Las secuencias que flanquean las regiones hipervariables en Ios'anticuerpos de
gallina son altamente conservadas (Fig. 11), por lo que con un solo juego de
cebadores para cada cadena se pueden amplificar todos los posibles
anticuerpos.

Se utilizaron los cébadores CSCVHo - F y CSCG- B para la cadena pesada, y
para la cadena ligera CSCVK y CKJo — B (Operon Technology INC). (ver
detalles en la pagina 43)

El procedimiento se llevé a cabo bajo la campana de flujo laminar para evitar
cualquier tipo de contaminacién. La campana y los pipeteadores se limpiaron
con cloro y etanol. Este procedimiento se realizé cada vez que se prepard una

mezcla de reaccion para el PCR.

*Para una explicacion del proceso de traslape y extensién consultar Fig. 12y 13.
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Fragmento F (ab'),

S
—_— ,
Fragmento F ab
Fragmento Fv
A — A
N>TERMINAL 4 A

VH

S ,
REGION
VARIABLE

REGION CONSTANTE

CADENA LIGERA—

C>TERMINAL

La Papaina corta aqui
--------- y produce 2Fab +1Fc

La Pepsina corta aqui
y produce 1F(ab’),
CHO

Fragmento Fc <

Crp3 “— CADENA PESADA

C>TERMINAL

C
0]
O

ool
s

Figura 10.- Estructura tipica del anticuerpo IgY




40

Cadena ligera

Regién variable (350pb) region Regidén constante
A A
G p—— ,—b N
rect IlRec2ll]  recs [
RDC1 RDC2 RDC3 ™

Cadena pesada
Regién

Regién variable (400pb) \(/J\/—We_\
A
REC1 Fecz- REC3

RDC1 RDC2 RDC3 ™

I

20 aminoacidos
60 pb

Cebador CKJo- B g

Cebador CSCVK -

Cebador CSCG-B =

Cebador CSCVHo-F =«

Region determinante de complementariedad RDC (CDR)
Region estructural conservada REC (FR)

*Tomado de Harlow, E. y Lane David.1988.

Figura 11.- Ubicacion de los cebadores en las regiones hipervariables de la
cadena pesada y ligera en el anticuerpo.
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Primer PCR
(Amplificacién)
' < N terminal
Enlace % -
CADENA LIGERA CSCVHo-F > s CADENA PESADA
(350 pb) : (400 pb)
% 4 CSCG-B

Region variable

CKlo-B —»
Enlace

Region constante

< C terminal

Segundo PCR
(traslape y extension)

tcrmmal \CSG B
CSCVHo-F N> terminal
Sfil

Cicl(}l?lllllllllv--; CSC_V%

CKlJo-B Gmm——
CSCF

(750pb)

Figura 12.-Diagrama que ubica la posicién de los cebadores en el anticuerpo y
representa la generacion de fragmentos variables de cadena sencilla de anticuerpos por
medio de reacciones de PCR.
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Las condiciones para las 3 reacciones de PCR (cebadores, mezcla de reaccion y
el programa de la termocicladora) son las siguientes (Silverman et al, 1999):

PCR para cadena pesada

Cebadores para cadena pesada de anticuerpos de gallina

CSCVHo- F (sentido)

5 GGT CAG TCC TCTAGA TCT TCC GCC GTG ACG TTG GAC GAG 3’

CSCG -B (antisentido)

5 CTG GCC GGC CTG GCC ACT AGT GGA GGA GAC GAT GAC TTC GGT
CC¥

PCR para cadena ligera

Cebadores para cadena ligera

CSVK (sentido)

5' GTG GCC CAG GCG GCC CTGACT CAG CCGTCCTCGGTG TC &

CKJo - B (antisentido)

5 GGA AGA TCT AGA GGA CTG ACC TAG GAC GGTCAG G ¥

PCR de traslape y extension de las cadenas pesadas y ligeras

CSC - F (sentido)

g GAG GAG GAG GAG GAG GAG GTG GCC CAG GCG GCC CTG ACT CAG
CSG - B (antisentido)

5 GAG GAG GAG GAG GAG GAG GAG CTG GCC GGC CTG GCC ACT AGT
GGA GG 3



a)Amplificacion de cadena pesada o ligera.

- Se mezclaron los siguientes reactivos

Reactivo Cantidad para 1 Cantidad
reaccion para 8
reacciones
Cebador CSCVHo-F(cP) 6 CSVK (CL) 3 ul (20 pmoles/ul) 24 ul
Cebador CSCG —-B(cP) 6 CKJo-B(CL) | 3 ul (20 pmoles/ul) 24 ul
Amortiguador para PCR 10x 10 pul 80 ul
DNTPs 2.5mM 8 ul 64 ul
Taq ADN polimerasa 0.5 pl 4 pl
CDNA 1l
Se agreg6 agua hasta un volumen final de 100 ul 1000 pl

(CP) = cadena pesada
(CL) = cadena ligera
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*Nota: no olvidar que las reacciones para la cadena pesada y la ligera se hacen en tubos
separados utilizando cebadores especificos para cada cadena.

- Para las 8 reacciones, todos los reactivos a excepcion del cDNA se pusieron

en un solo tubo.

- Se agité vigorosamente (vortex) por 1 min.

- Se centrifugo en la microcentrifuga por 1 min a 16,000 xg.

- Se pusieron 99 ul de mezcla de reaccion en cada uno de los 8 tubos.

- Se agregd 1 ul de cDNA a cada tubo, y se agregaron 100 pl de aceite

mineral.

- Se hizo lo mismo para las dos cadenas utilizando

correspondientes.

los cebadores



44

- Para amplificar ambas cadenas se utilizé un termociclador Perkin - EImer 480
con el siguiente programa:
5 minutos a 94°C
15 segundos a 94°C

30 ciclos 15 segundos a 56°C
90 segundos a 72°C

Seguidos por 10 minutos a 72°C
- Una vez obtenido el producto de PCR se separd del aceite mineral. Se
evalué la reaccién corriendo 5 6 10 ul de producto mas 2ul de solucion de
carga (loading buffer) en un gel de agarosa al 2% en amortiguador TAE (0.04

M de Tris —acetato, 0.01 M de EDTA) pH8.
- Al obtener buenos resultados, después de la separacion en geles de agarosa
se purificé por el método de congelamiento — trituracién y se cuantificd

utilizando un marcador de peso molecular (ver protocolo 8b y Fig.14).
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b)Traslape y extension de las cadenas pesadas y ligeras por medio de PCR

Una vez purificado y cuantificado el producto del primer PCR, se prosiguio al

PCR de traslape, en donde se utilizaron los cebadores CSC — F y CSC-B (ver

pagina 40 y 41).

Mezcla de reaccién para la vinculacion y extension
de las cadenas pesadas y ligeras

Reactivo Cantidad para 1 | Cantidad para
reaccion 8 reacciones
Cadena pesada 100ng 800 ng
Cadena ligera 100 ng 800 ng
Cebador CSC-F 60 pmoles 480 pmoles
Cebador CSC-B 60 pmoles 480 pmoles
Amortiguador para PCR 10x 10 pl 80 ul
DNTPs 2.5 mM B 8 64 ul
Taq ADN polimerasa 0.5 ul 4 nl

Se agrego agua hasta un volumen final de 100 ul

Se procedié de la misma manera que en el primer PCR, sin embargo, se

agreg6 el DNA de ambas cadenas en la mezcla de reaccion para facilitar el

traslape .

siguientes condiciones :

5 minutos a 94°C
15 segundos a 94°C

25 ciclos < 15 segundos a 56°C
2 minutos a 72°C

Seguidos por 10 minutos a 72°C

Para la vinculacion y extension, el termociclador se programé con las



- Una vez obtenido el producto de PCR, se separ6 del aceite mineral Se
evalud la reaccién corriendo 5 0 10 ul de producto mas 2 ul de solucidon de
carga (loading buffer) en un gel de agarosa al 2% en amortiguador TAE pH8.

- Al obtener una buena amplificacién, el producto se separé en geles de
agarosa, se obtuvieron bandas de cadena pesada y ligera mismas que se
purificaron y concentraron por el método de congelamiento — trituracion
(protocolo 8a y 8b),posteriormente se cuantificd utilizando un marcador de

peso molecular (Fig.24).

* Para la preparacion de los geles consultar Anexo 4.



(CSCF)

CSCF
]

CKlJo-B
CSCVK CSCG-B
RO . S
iti CSCVHo-F —
Sitio de corte de la fndonucleasa Sfil 0 CSG-B
GAGGAGGAGOAGGAGGAGGT] GGCOCAGEIRGC] CToACTCAG —aa
GTGGCCC [AGGCGGCCICTGACTCAGCCGTCCTCGGTGTC |
(CSCVK) 350pb

v

(CKJo-B) REGION DE VINCULACION

GGAAGATCTAGAGGACTGACCTAGGACGGTCAGG [~

CTCGTCCAACGTCACGGCGGAAGATCTAGAGGACTGACC

\

(CSCVHo-F) |

CADENA PESADA

400ph

CT
GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGCT

(CSCG-B)

GCCGGCC IGGCC

GGCCGIGCCTGGCC

ACTAGTGGAGGAGACGATGACTTCGGTCC

ACTAGTGGAGG

(CSC-B)

Figura 13.- Secuencias de los cebadores y su unién durante la reaccién de PCR para el traslape y extension.

* Si se utiliza el cebador CSCVHo-FL la region que separa las cadenas pesadas y ligeras sera de mayor tamafio.
El cebador CSCVHo-F es un ligador corto que tiende a formar dimeros.
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8. METODO PARA LA PURIFICACION DE PRODUCTO DE PCR
(Amplificacion y traslape de cadena pesada y ligera) Y
PRODUCTOS DE LA DIGESTION (vector y traslape).

- Hacer un sobre

con papel parafilm

Cortar con navaja la banda
de interés del gel de agarosa
bajo la lampara uv, lo mas
rapido posible (para evitar

1.- vector digerido
2.- producto del —»

PCR de trasla
3. cadena p%adapc que se degrade el DNA)
4.- cadena ligera +

Colocar el pedazo de gel que
contiene la banda de interés en el
sobre y sellar los exiremos con la
parte plana de un fubo Eppendorf

v

Congelar a -80°C por 30 min

v

Descongelar parcialmente por 5-
10 min a temperatura ambiente

\—T/_—_

Triturar el pedazo de gel con la
parte plana de un tubo Eppendorf

Transferir el liquido y el gel a un tubo con
filtro de 0.45 um Ultrafree-MC (amicon)

Liberacién vy

ze?algahf;\on d Centrifugar por 10
e e min a 4,000 xg

la agarosa

v

Recobrar ¢l sobrenadante y precipitar

¢l filtrado donde se encuentra el DNA

L

Parte con la que

se fritura la banda
congelada y se

sella el sobre de ——
parafilm

Filtro donde se pone
la banda de interes
ortada del gel.

Al centrifugar aqui
se deposita el DNA
libre de agarosa.

Sobre de parafilm —

@pcndcr cn 20 ul de agua libre

de nucleasas y cuantificar a 260 nm
con el cspectrofoiometro UV. o
con marcadores de alta y baja
concentracion de pares de bases
sobre un gel de agarosa (fig 24)

Cuantificacion
del DNA

Decantar y dejar secando el

paquete al aire

H

Centrifugar 30 min a 16,000 xg a 4°C l

S S

Desechar el sobrenadante y lavar el

Centrifugar 30 min a 11,750 xg

A

Precipitar el DNA agregando 2.2 vol de
etanol y 1/10 del vol de 3 M de acetato de
sodio pH 5.2 (ver pagina 50)

T

Figura 14 .- Diagrama de flujo del método de purificacién por congelamiento— trituracion
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Condiciones del experimento:

La razén de purificar y precipitar las muestras de DNA (producto de 8 o
mas reacciones de los PCR o vector) y resuspender en un volumen pequeio es
para, poner la mayor concentracidon posible en cada pozo de los geles de

agarosa, optimizando asi su purificacion.

a) Método de purificacion: Congelamiento y trituracion (Freeze -
Squeeze)

— Con un pedazo de papel parafilm se hizo un sobre, aplicando presién con la
parte cénica de un tubo eppendorf se sellaron 3 de las orillas del sobre.

- Bajo la lampara U.V. con una navaja, se corté la banda de interés del gel de
agarosa. Se hizo rapidamente (para evitar que se degrade el DNA),
procurando no llevar exceso de agarosa.

- El pedazo de gel que contiene la banda de interés se introdujo en el sobre y
se selld la orilla restante. Se congeld a.,v-,_20°C por 30 min. (de manera
alternativa se puede poner a -80°C para un congelado mas rapido).

- Cuando el trozo de gel estuvo completamente congelado, se descongeld
parcialmente. Con el extremo plano de un tubo Eppendorf se triturd el pedazo
de gel. En general, se obtienen mejores resultados cuando el pedazo de gel
esta lo mas triturado posible.

- Elliquido y el gel se transfirieron a un tubo eppendorf con filtro de 0.45 um y

se centrifugd en una microcentrifuga a 3000 - 4000 xg por 10 minutos.
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Se desech6 la parte superior de la unidad de filtrado, y el liquido filtrado se
precipité (inciso b).
Se cuantificd a 260 nm con el espectrofotometro U.V. o con marcador de alta

y baja concentracion de pares de bases en gel de agarosa,(Fig. 24).

b) Precipitacion de los productos de PCR y de la digestion

Se agregd 1/10 del volumen total de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 2.2
volumenes de etanol absoluto.
Se dej6 a -20°C toda la noche o una hora a -80°C.
Se centrifugd 30 minutos a 11,750 xg en una microcentrifuga.
El sobrenadante se descarté y el paquete se lavo con 1 ml de etanol al 75%.
Se centrifugd por 30 minutos a 11,750 xg a 4°C.
Se decanto y el paquete se secd a temperatura ambiente.
Se resuspendio en 20 ul de agua destilada y estéril.
A la muestra se le agrego solucién de carga (loading buffer) 10x, se mezcld y
se deposito en la menor cantidad posible de pozos en un gel de agarosa. En
un pozo diferente se agregé un marcador de peso molecular de 100 pb y en
otro de 1 kilobase (para el vector digerido).

La muestra y los marcadores se corrieron en un gel de agarosa al 2% en
TAE para los productos de PCR y al 1% para el vector y se purificé con el

método de congelamiento — trituracion.
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9. DIGESTION DEL VECTOR Y PRODUCTO DE PCR DE TRASLAPE
Una vez purificados los productos de PCR y el vector pComb3X, se
concentraron y cuantificaron para ser digeridos con la enzima de restriccion Sfil

utilizando el siguiente protocolo:

15 ug de producto de PCR de vinculacion 40 pl de DNA del vector (600 ng/ul)
36u de Sfi I por pg de DNA 6ul de Sfil (20 wpl) (5 u/pg de DNA)
20 pl de amortiguador M 10x 20 pl de amortiguador M 10x
Agua hasta un volumen final de 200 pl 134 pl Agua pasada por uv
B o . GGCCN,4NGGCC GGCCN,;NGGCC
GGCCNNGGCC GGCCNNGCC

CCGGN N,CCGG CCGGN N,CCGG

CCGGN N, CCGG CCGGN N,CGG

Incubar 5 horas a 50°C

Digestion del producto
De PCR de traslape .

|

<“— Digestion del vector

GGCCN,  NGGCC

NGGCC GGCCN, CCGGN | N.LCC
Precipitar con 1/10 acetato de sodio \
N,CCG CCGGN pH 5.2y 2.2 volumenes de Etanol

t t T 1

Correr en un gel de agarosa al 2% para el

producto de PCR y al 1% para el vector T
¢ ¢ Resistencia a
ampicilina

Purificar por el método de
congelamiento- trituracion

vy v

Cuantificar en el espectrofotémetro a 260nm

Figura 15.- Diagrama de flujo para la digestién del producto de PCR y el vector.



52

Condiciones del experimento:

A. Para la digestion del producto del PCR de vinculaciéon de cadenas
pesadas y ligeras se preparé la siguiente mezcla:

43 ul (15 pg) de producto de PCR de traslape
17 wl (540u) de Sfil (36 u/ug de DNA)

20 pl buffer M 10x

Se agreg6 agua destilada y pasada por luz U.V. a un volumen final de 200 pl.
Se incubd 5 horas, a 50°C (Fig. 15)

Se precipitd con 2.2 vol. de etanol y 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M
pH 5.2 y se corrié en un gel de agarosa al 2% en TAE

El producto de PCR de traslape se purificé y concentrd por congelamiento y
trituracion.

Posteriormente se cuantificé en un gel de agarosa.

B. Para la digestion del vector pComb3X se ponen:

6 ul (120 u) de Sfil (5 u/pg de DNA)

20 pl de buffer M 10x

40 pl (24 ng) de DNA plasmidico (600 ng /ul)
134 pl de H,0,y

200 pl volumen final

La digestion se llevd a cabo a 50°C por 5 horas.

El vector digerido se precipitdé con 2.2 vol. de etanol y 1/10 del acetato de
sodio 3M pH 5.2.

Se corrié en un gel de agarosa al 1%, se purificd y se concentré por
congelamiento — trituracion.

Posteriormente se cuantificé en el gel (protocolo 8, Fig. 14).



10. LIGACION DE LOS PRODUCTOS DE LA DIGESTION (Producto

de PCR de traslape + vector) .

Una vez purificados los productos de la digestion se concentraron vy
cuantificaron (protocolo 8a y 8b) para ser ligados y posteriormente introducidos
en células. La ligacion se llevd a cabo de acuerdo al siguiente protocolo:

Vector digerido
Producto de PCR v 9 ot
TP clar; i "
de traslape digerido 1.4 pg de vector digerido (150ng), ggégg* N,CG
l l 700 ng de producto de PCR de traslape, |
GGCCN, 40 pl de amortiguador para ligasa 5X, \ )

NGGCC 10 pl de Ligasa T4 y
agregar H,0,, hasta un volumen final

N,CCG CCGGN de 200 pl.

I

Ligacion del producto
+<—de PCR y el vector
digeridos con Sfii

Incubar toda la noche a
temperatura ambiente

l

Precipitar con acetato de sodio
3M pH5.2 y 2.2 vol. de Etanol

7

Y Resistencia a

icili
<Res‘lspender en 15ul de agua > ampicilina

Transformacion de células
Almacenar a -20°C XLI1-BLUE con CaCl,

Figura 16.- Diagrama de flujo para la ligacién de los productos de la digestion.



Condiciones del experimento

El hecho de agregar pequefias cantidades de producto de PCR y vector es para
probar los reactivos de la reaccién de ligacién (Tabla IlI), antes de llevar a cabo
una ligacién a gran escala. Los productos de las ligaciones de prueba son
transformados y se observan los rendimientos en placas de medio de cultivo LB
agar con antibiético (carbencilina).

Las reacciones de prueba son las siguientes:

1.Ligacion a baja escala

Vector pComb3X digerido por Sfil y

purificado 14lng
Producto del PCR de traslape 70 n
digerido por Sfil y purificado g
Amortiguador para la ligasa 5X 4 nl
Ligasa T4 1 ul
Agregar H,O,, a un volumen final de 20 pl
2. Ligacion control 1

Vector pComb3X digerido por Sfil y

purificado 16010
Fragmento digerido del vector

(stuffer) 140 ng
Amortiguador para la ligasa 5X 4l
Ligasa T4 1l
Agregar H20,, a un volumen final de 20 pl

3. Ligacion control 2

Vector pComb3X digerido por Sfil y

purificado 140y
Amortiguador para la ligasa 5X 4 pl
Ligasa T4 1ul

Agregar H,O,y a un volumen final de 20 pl



4.Ligacion a gran escala
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Una vez probados los reactivos para la ligacion se hizo a gran escala con las

siguientes cantidades:

Vector pComb3X digerido por Sfil y

purificado

Producto del
digerido por Sfil y purificado

PCR de

traslape

Amortiguador para la ligasa 5X

Ligasa T4

Agregar H20,, a un volumen final de

Se ligo toda la noche a temperatura ambiente.

1.4 ng
700 ng

40 nl
10 ul

200 ul

Tabla I11.- Resultados esperados en la ligacion y recomendaciones.

Productos Ligacion a Ligacion Ligacién Ligacion a gran
digeridos y baja escala control 1 control 2 escala
purificados
Fvcs M —_— Y
A A A
Stuffer —
A
Observaciones | Si el numero de | Debe obtenerse | Si son mayores al | Idealmente se deben
ufce/ ug de DNA de | 10° ufc/ug de | 10% no proceda | obtener varias veces
vector excede 1 x | DNA de vector. | con la ligacion a | 1x10° ufc/ug de DNA
10" proceda con la | Esto nos indica | gran escala vy | de vector.
ligacion a gran | que tenemos un | digiera  nuevos | De manera alternativa
escala. vector y reactivos | productos se pueden hacer

de calidad para
una ligacién
eficiente.

varias ligaciones a
baja escala obteniendo
una gran biblioteca.

*Silverman, 1999
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11. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES CON CaCl, Y SU
TRANSFORMACION (Introduccién del producto de ligacion)

El plasmido resultante de la ligacién es introducido en la bacteria para

generar fagos que expresen en su superficie el fvcs contra las moléculas de la

superficie del ovocito de U. caupo.

Para la transformacion se utilizo el siguiente protocolo:

Crecer  células
en placas de LB
agar toda la

noche a37°C —»

Tomar una colonia y poner en 10 ml de
SB + 20 pl de tetraciclina (5 mg/ml)

Incubar toda la noche
con agitacién a 37°C

Diluir en SB a 40 unidades de klett_>>

v

Incubar con agitacién a
37°C hasta alcanzar 60-80
kletts 0 0.375 de D.O.qy

Cultivo en fase
logaritmica las
paredesdelas
bacterias son mas
susceptibles a la

incorporacién de

DNA plasmidico *
———- Tomz_lr 12 ml de culu'vq y

/’ 1 centrifugar a 1,900 xg por 5 min

\ S 7 +

Descartar el sobrenadante y
resuspender el paquete en 6
ml de CaCl, 0.1M frio.

El CaCl, neutraliza las
cargas negativasenla —»
zona de adhesion y en el
plasmido (ver anexo 1)

Incubar en hielo
toda la noche

N

Incubar por 60 min a Proceder a la

37°C con agitacién —» amplilficacién
del cultivo

A

Diluir el cultivo con 1 ml
de SOC precalentado sin
antibiético

Incubar a 42°C
por 3 min y
regresar al hielo

Incubar en hiclo
45-60 min

A

Mezclar 300 pl de las células
competentes + 10 pl de
producto de ligacién. { \

Introduccién del
producto de ligacion

Descartar ¢l sobrenadante y
resuspender el paquete en

1.2 ml de CaCL,0. IM ffo Células listas para

el ingreso de ADN
plasmidico

Centrifugar a 4°C a
1,900 xg por 5 min

f

Figura 17.- Diagrama de flujo para la preparacion de células competentes y su transformacion.
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Condiciones del experimento:
a) Preparacion de células competentes con CaCl; para recibir el producto
ligado (vector + producto de PCR de traslape)

- Para la preparacion de células competentes se trabajé en lugares donde
nunca se habian utilizado fagos, bajo condiciones estériles.

- Se creci6é un cultivo de células XL1-Blue (con resistencia a tetraciclina) en
placas de LB agar con tetraciclina durante toda la noche a 37°C.

- Al siguiente dia se tomé una colonia para cultivarla en 10 ml de medio liquido
SB, se agregaron 20 ul de tetraciclina (5 mg/ml en etanol) y se incubé con
agitacion a 37°C toda la noche.

- Al siguiente dia el cultivo se diluyé con medio liquido SB a una concentracion
de 40 unidades de klett en un frasco erlenmeyer. Se incubé con agitaciéon a
37°C hasta alcanzar 60 —-80 kletts 0 0.375 de D.O.sgo (fase logaritmica).

- Se colocaron 12 ml del cultivo en un tubo estéril con capacidad para 15 mly
se centrifugaron a 1,900 xg por 5 minutos.

- El sobrenadanté se descartd y se resuspendio el paquete en medio volumen
(6 ml) de CaCl; 0.1 M estéril y frio. Se dejé en hielo toda la noche.

- Al siguiente dia se centrifugd a 1,900 xg por 5 min a 4°C, y se eliminé el
sobrenadante.

- El paguete se resuspendi6 en 1.2 ml de 0.1 M de CaCl; frio. ( Fig. 17)



b)Transformacién del producto de ligacién (vector + Producto del

PCR de traslape) con CacCl,

- Se trabajé en condiciones de esterilidad

—~ Se mezclaron 300 ul de células XL1-Blue competentes mas todo el producto
de ligacién (~10 ul) (biblioteca de anticuerpos).

- Seincubd en hielo 40- 60 min

— Seincubé a 42°C por 3 minutos.

- Se regres6 al bafio en hielo y el cultivo se diluyé con 1 ml de SOC
precalentado a 37°C sin antibidtico. .

- Seincubd a 37°C por 60 minutos en agitacion constante (ver fig. 17).

- Este cultivo se amplificé (ver protocolo 12) y después se someti6 a rondas de

seleccion (ver figuras 19 y 20 y protocolo 13).



59

12. AMPLIFICACION DE LAS CELULAS TRANSFORMADAS

Después de una transformacion exitosa, las bacterias que contienen el vector se
ponen a crecer en un volumen grande de medio liquido con antibiético, de esta
manera las bacterias se multiplicaran, pero sélo creceran aquellas bacterias
trasformadas que presentan resistencia a tetraciclina, carbencilina y kanamicina.

A las células transformadas
(310 pl) agregar 5 ml de SOC

Incubar 1 hr a 37°C a 250 rpm

Agregar 10 ml de SB a 37°C+ 3 pl de carbencilina
(100 mg/ml) + 30 ul de tetraciclina (5 mg/ml).

Seleccién de
bacterias —» Incubar I hr a 37°C a 250 rpm
transformadas +

Agregar 4.5 pl de carbencilina e
incubar 1 hr a 37°C a 250 rpm

Agregar 2 ml de fago ayudador y transferir a un
matraz de 500 ml. Agregar 183 ml de SB a 37°C
+92.5 pl de crabencilina + 370 pl de tetraciclina.

[ncubar el cultivo de 200 ml
por 2 hrs a300 rpm a 37°C

Infeccién de la bacteria
por el fago ayudador —*>

v

Seleccion de bacterias
que contienen fago
ayudador (preparacion
ver Anexo 2)

Agregar 280 ul de
kanamicina (50 mg/ml)

@dz] la noche a 300 m@




Al siguiente dia

Ccntn'fugar los 200 ml de s Separacién de
cultivo del dia anterior a células y fagos
1,900 xg por 15 mina 4°C
' v
Resuspender el
paquete en 800 Transferir el sobrenadante a
pl de SB + 200 un matraz de 500 ml
ul de glicerol
Al ’ Agregar | parte de solucién (50 | Precipitacion de los
% _g‘(;%“‘“ ml) de PEG 5X (20% PEG-8000 y fagos contenidos en
2.5 M de NaCl) por cada 4 partcs el sobrenadante
de sobrenadante (200 ml).
Incubar 30 min
en hielo
Centrifugar a 12,000 (’:{'Riaﬁ:fr < 4°Cl y
30 mi o con las
REPE NS rondas de seleccién

Pasar el sobrenadante

Descartar el sobrenadante,
invertir el tubo en papel y dejar
secando al aire por 10 min.

Centrifugaren la | +—— Limpieza de
Resuspender el paquete en 2 ml microcentrifuga los fagos
de BSA al 1% en PBS 0 TBS y pee 10 num »
pasarlo a un tubo limpio. 16,000 xg a4°C

aun tubo limpio

Figura 18.-Diagrama de flujo para la amplificacién de células transformadas con CaCl,.
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Condiciones del experimento:

— Alas células transformadas (310ul) se les agregd 5ml de SOC.

— Seincubd 1 hr. a 37°C a 250 rpm.

- Se agregaron 10 ml de SB a 37°C, 3 ul de ampicilina (100mg/ml) y 30 ul de
tetraciclina (5 mg/ml). Se incub6 1 hr a 37°C a 250 rpm. Se hizo una dilucién
1:100 y se tomaron 10 y 100 pl, se crecieron en placas de LB agar +
ampicilina toda la noche a 37°C.

- Se agregaron 4.5 pl de ampicilina y se incubo 1 hr a 37°C a 250 rpm.

- Se adicionaron 2 ml de fago ayudador y se transfirié a un matraz de 500 ml,
después se agregaron 183 ml de SB a 37°C, 92.5 ul de ampicilina y 370 ul de
tetraciclina.

- El cultivo de 200 ml se incubo por 2 hrs a 300 rpm a 37°C.

- Se agregaron 280 ul de kanamicina (50 mg/ml) y se incub¢ toda la noche a
300 rpm a 37°C.

- Al siguiente dia, los 200 ml de cultivo del dia anterior se centrifugaron a
1,900 xg por 15 min a 4°C.

- El sobrenadante se transfiri6 a un matraz de 500 ml, el paquete se
resuspendid en 800 ul de SB y 200 ul de glicerol, posteriormente se
almaceno a -80°C.

o Al matraz se le agrego 1 parte (50 ml) de solucion de PEG 5X (20% PEG-
8000y 2.5 M de NaCl) por cada 4 partes de sobrenadante (200 ml).

- Se incubd 30 min en hielo y se pasd a tubos para centrifuga. Se centrifugd a
12,000 xg por 30 min a 4°C.

- El sobrenadante se descartd, y los tubos se dejaron invertidos en papel
secante por 10 min.

- El paquete se resuspendid en 2 ml de BSA al 1% en PBS y se pasd a un
tubo limpio, se centrifugo en la microcentrifuga por 10 min a 16,000 xg a 4°C.

- El sobrenadante se paso a un tubo limpio, se almacend a 4°C y se continué

con las rondas de seleccién.
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13. RONDAS DE SELECCION Y AMPLIFICACION DE LOS
FAGOS QUE DESPLIEGAN EL FRAGMENTO VARIABLE DE
CADENA SENCILLA (fvcs) CONTRA LAS MOLECULAS DE
SUPERFICIE DE LOS OVOCITOS de U. caupo.

Durante

la amplificacidon de

las células transformadas se produjeron

bacteriofagos, se seleccionaron aquellos que expresaban en su superficie el fvcs

con mejor unién al antigeno, esto se hizé en placas LIMBRO con el siguiente

protocolo:

OVOCITOS .

PLACA DE SELECCION

Utilizando como antigeno:

EXTRACTO DE CAPAS

Bloqueo de los
sitios inespecificos
del antigeno

Interaccién Ag-
fvcs desplegado
en la superficie
del fago

Remosién de los
fagos con baja
especificidad .
(Seleccién de

los fagos)

Agregar 100 ul de antigeno (ovocitos
al 10% v/v) a cada pozo en la placa.

Descartar el sobrenadante y agregar
150 pl de BSA en PBS al 3%

Incubar 60 min a 37°C

Descartar el sobrenadante y agregar los
fagos obtenidos de la \iltima amplificacién

Incubar 2 hrs a37°C

Descartar el sobrenadante y lavar con 150 pl de
PBST 0.5%.. Primera ronda 5 lavadas, Segunda
ronda 10 lavadas, Tercera ronda 15 lavadas y
Cuarta ronda 15 lavadas

Cada lavada consiste en pipetear vigorosamente
esperar 5 min y quitar el sobrenadante.

Agregar 50 pl de antigeno (extracto de

capas de ovocito 1.4 ng/ul ) ala placa.

Recobrar el sobre-

nadante, almacenar o re-

infectar para una nueva
ronda de seleccion

L4

Neutralizar con 2
ulde TRIS2 M

F 7

Pipetear  vigorosamente,

retirar el sobrenadante y

ponerlo en un tubo nuevo

t 4

Agregar 50 pl de
TRIS glicina pH 2.2

con 1 mg/ml BSA

— L

1

Figura 19- Diagrama de flujo para la placa de seleccién.

Elucién de los
fagos unidos al
antigeno
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Condiciones del experimento:

a)Seleccion de los fagos que se unen a las moléculas de la superficie del

ovocito (Placa de seleccién).

A cada uno de los cuatro pozos de la placa de poliestireno (LIMBRO o
Costar) se le agrego el antigeno (ovocitos o extracto de capas).

Se descarto el sobrenadante y se bloqueé con 150 ul de BSA en PBS al 3%.
Se incubd 60 minutos a 37°C.

El sobrenadante se removio y se agregaron 50 ul de los fagos de la biblioteca
construida, los cuales ya tienen insertado el producto de ligacion (vector +
fvcs). La placa se incubd 2 hrs a 37°C.

Se retird el sobrenadante y se lavé con 150 ul PBST (0.05% Tween). Cada
lavada consistid en pipetear vigorosamente, esperar 5 minutos y quitar el
sobrenadante. Para la primera ronda se lavaron 5 veces, para la segunda 10
y para la tercera y cuarta 15 veces (evitando retirar los ovocitos).

Los fagos seleccionados se eluyeron con 50 ul de solucién de elucion (TRIS
glicina pH 2.2 con 1 mg/ml de BSA). Se incubd 10 .mi-nutos a temperatura
ambiente.

Se pipeted vigorosamente y se retird el sobrenadante que contiene los fagos
seleccionados. Se pasd a un tubo limpio y se neutralizé con 2 ul de Tris -
HCI 2 M (para 200 ul de producto recuperado). (Fig. 19)

El sobrenadante se recobré y se utilizé para infectar una nueva ronda de

seleccion.



b) Amplificacion de los fagos seleccionados
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Los fagos obtenidos después de la placa de seleccion se utilizaron para infectar
células virgenes, estas fueron crecidas en un volumen grande de medio liquido
para producir mayor cantidad de fagos que despliegan fvcs que se unen a las
moléculas de la superficie del ovocito. La amplificacion se llevé a cabo de la

siguiente manera:

Infeccién de las
bacterias por el —
fago seleccionado

Crecer 2 pl de células virgenes (XL-1 BLUE) en 2
ml de SB + 4 pl de tetraciclina. Incubar a 250 rpm a
37°C hasta alcanzar una densidad opticagg de |

A
I Agregar todo el fago eluido de la placa |

!

@ 15 min a temperatura a@

Transferir a un tubo de 50 ml y agregar 6 ml de
SB con 12 ul de tetraciclina y 1.6 pl de ampicilina

Seleccién de bacte- — @ hr a 37°C con agitacion a 300 rpm

rias infectadas por el
fago seleccionado
con la construccion
fvcs

Infeccion de la bacteria
por el fago ayudador

Seleccion de bacterias que

contienen fago ayudador

100 ml de cultivo con
bacterias XL1-BLUE infecta-
das con el fago seleccionado
(que despliega el fvcs) y el

fago ayudador

Agregar 2.4 pl de amplcllma incubar
1 hr a 37°C con agitacion a 300 rpm

Agregar 1 ml de fago ayudador

—

Agregar 91 ml de SB con 184 pl de tetraciclina y 46
ulde ampicilina y transferir a un matraz de 500 ml

Incubar 2 hrs a 37°C con
agitacion a 300 rpm

lip;regar 140 pl de kanamicina

Incubar toda la noche a 37°C
a 300 rpm

G
O P
{0

Y ——

*Contintia en la siguiente pagina



Al siguiente dia —
uiente )
Centrifugar los 100 ml | «—— Separacion de
Recuperacion del de cultivo del dfa células y fagos
paquete celular anterior a 1,900 xg por
15 mina 4°C

—

v v

Resuspender ¢l paquete Pasar el sobrenadante a un matraz
de 500ml y agregar 1 parte (25 ml)
en 800 pl de'SB + 200 de solucién de PEG 5X (20% PEG-
ul de glicerol 8000 y 2.5M deNaCl) por cada 4
partes (100 ml) de sobrenadante.

Almacenar
a-80°C

<« Precipitacion de los
fagos contenidos en
el sobrenadante

Incubar 30 min
en hiclo

30 min a4°C

v

Descartar el sobrenadante y
dejar el tubo invertido en
papel secante por 10 min

p——
Centrifugar a 12,000 xg T

Resuspender el paquete en 900
pl de BSA en PBS al 1% y
pasarlo a un tubo limpio

v

Centrifugar en la microcentri- N
fuga por S min a méxima — Limpieza de
velocidad (16,000 xg) los fagos

v

Almacenar a4°C o
continuar con otra
ronda de seleccidn

Figura 20.-Diagrama de flujo para la amplificacién de los fagos seleccionados.




Condiciones del experimento:

Para la amplificacion de los fagos seleccionados, se crecieron 2 pl de células
virgenes (XL-1BLUE con resistencia a tetraciclina) en 2 ml de SB + 4 pl de
tetraciclina. Se incubaron a 37°C en bafio con agitacion hasta que alcanzaron
una densidad dpticasgy de 1.

Se agrego todo el fago eluido de la placa de seleccion y sé dejoé 15 minutos
a temperatura ambiente, para que se infectaran las ceélulas con la
construccion (vector+ fvcs) que presenté mayor afinidad por el antigeno.

Al terminar el periodo de infeccion, se transfirié a un tubo de 50 ml y se
agregaron 6 ml de SB con 12 pl de tetraciclina y 1.6 ul de ampicilina a una
concentracion final de 50 pg/ml. El uso de antibidticos es muy importante
para seleccionar a las bacterias infectadas por el fago, ya que éste les
confiere la resistencia a ampicilina.

Se dejo creciendo a 37°C por 60 minutos con agitacion a 300 rpm.

Se agregaron 2.4 ul de ampicilina y se incubd 1 hr a 37°C con agitacién a
300 rpm para eliminar completamente las bacterias' no infectadas por los
fagos.

Se agregd 1 ml de fago ayudador ( 10'%). A este fago se le llama asi por que
colabora en la sintesis de las particulas del fago con la construccion de fves
dentro de la bacteria.

Al mismo tiempo, se prepararon 91 ml de SB + 46 pl de ampicilina+ 184 pl de

tetraciclina en un matraz de 50 ml.
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- El cultivo se transfind al matraz preparado y se incubé a 37°C por 2 horas
con agitaciéon a 300 rpm.

- Se adicionaron 140 ul de kanamicina ( a una concentracion final de 70 ug/ml)
y se dejo crecer toda la noche a 37°C con agitacién a 300 rpm, esto es para
eliminar a las bacterias que no fueron infectadas por el fago ayudador.

Al siguiente dia :
- Los 100 ml del cultivo se centrifugaron a 1,900 xg por 15 minutos a 4°C.

- El paquete celular obtenido en la centrifugacion se resuspendié en 800 ul de
SB + 200 pl de glicerol y se almacend en viales a - 80°C.

- Por otro lado el sobrenadante se pasé a un nuevo matraz y se agregé 1 parte
(25 ml) de solucién de PEG 5X (20% PEG-8000 y NaCl 2.5M) por cada 4
partes (100 ml) de sobrenadante. Se dejé en hielo 30 minutos.

- El sobrenadante se centrifugéé 12,000 xg a 4°C por 30 minutos.

- El sobrenadante se descartd y los tubos se dejaron invertidos en papel
secante por 10 min.

- Se resuspendié el paquete (aqui se encuentran los fagos) en 900 ul de
BSA/PBS 1%, y se pas6 a tubos ependorf.

- Para limpiar los fagos, es decir, eliminar algin tipo de precipitado, se
centrifugd 5 minutos en la microcentrifuga a 16,000 xg.

- Estos fagos se almacenaron a 4°C y estan listos para ser usados en la

siguiente ronda de seleccién, empezando por la placa de seleccion (Fig 20).

* Se hicieron 3 rondas de seleccion utilizando como antigeno ovocitos de Urechis caupo,
después se hicieron 2 rondas de seleccion utilizando el extracto de capas de ovocitos
como antigeno.
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14. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE FAGOS CON fvcs
CONTRA LAS MOLECULAS DE LA SUPERFICIE DEL OVOCITO

POR LA TECNICA DE ELISA.

Se llevaron a cabo dos pruebas para determinar cual es la ronda de seleccion

en donde hubo mayor cantidad de fagos y una mejor respuesta contra el

antigeno.En una se utiliz6 como antigeno ovocitos y en la otra el extracto de

capas.

A Ovocitos

Descartar el sobrenadante con

Agregar 50 upl de
cuidado de no remover el antigeno

ovocitos a la placa

Limpieza del /

y lavar con 300 pl de agua
destilada 2 veces

antigeno i

Bloqueo de

siios Agregar 150 pl de BSA en PBS al 3%
inespecificos

Descartar el sobrenadante y agregar 150
ul del fago de las rondas de seleccién
(ver Tablas IV y V)

Union del fves del
fago al antigeno

—_—

Retirar el sobrenadante y lavar 10

Remosion de fagos —
veces con 300 pl de agua destilada

con fvcs unidos de
manera inespe-
cifica al antigeno

v v

B Extracto de capas

Poner 300 pl de extracto de capas
e incubar a 4°C toda la noche

Cuantificar con el lector de
ELISA 2405 nm o de
manera cualitativa

L 4

Parar la reaccién con SDS al 1%

Incubar hasta que
desarrolle color azul

<

t 4

Reaccién de
la peroxidasa
sobre el sus-
trato (fig.22)

Preparar y agregar 50 pl de la soluci6n sustrato
(12 wl de H,0, al 37% en 7 ml de ABTS 1x)

Prepar el segundo anticuerpo
(antiM13 conjugado con peroxidasa)
diluir 1 a 5000 en BSA al 1% en PBS

t o4

Descarlar ¢l sobrenadante y lavar

10 veces con agua destilada.

it easmc >
4

| Agregar 150 pl del anticuerpo conjugado |

P

Unién del
anticuerpo
conjugado
a los fagos

Figura 21- Determinacion de |a presencia de fagos con fvcs contra las méleculas de la

superficie del ovocito por ELISA.



69

Reacciéon de la peroxidasa sobre el sustrato en el ensayo inmuno

enzimatico (ELISA)
Anticuerpo conjugado
¢ con Peroxidasa contra
M13
s LM,Enzim.a Fagos M13 de las rondas
“21.,-1 Peroxidasa de seleccion
HsC "
2 ,
W / plll que despliega el
*0.8 fves contra el antigeno
A N N/.N= «— Antigeno
S O3 NH;"
Ve \

ABTS (sustrato)
Azino-bis ( 3-ethylbenz-
thiazolina-6-acido sulfénico)

Figura 22- Reaccion de la peroxidasa sobre el sustrato en el ensayo inmuno
enzimatico (ELISA)
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Condiciones del experimento:

Para estos analisis se utilizaron dos antigenos diferentes, los métodos se

modificaron de la siguiente manera:
a) Ovocitos

- Se colocaron 50 pl de antigeno (10% p/v) (ovocitos de Urechis caupo) en
cada pozo de la placa LIMBRO, se dej6 que sedimentaran y se retird el
sobrenadante.

- Los pozos se lavaron suavemente 2 veces con 300 ul de agua destilada.
Para bloquear los sitios inespecificos se agregaron 200 ul de BSA al 3% en
PBS (se cubrid con parafim para evitar perdida por evaporacion) y se
incubd 1 hora a 37°C.

- Se descarto el sobrenadante y se agregaron 150 ul del fago obtenido de la

tercera, cuarta y quinta ronda de seleccion (ver Tabla IV) .

Tabla IV.- Diseflo de la placa para la determinaciéon de la presencia de fagos con fvcs
contra moléculas de la superficie del ovocito utilizando como antigeno el ovocito.

Pozos Primer anticuerpo
C5 SB (control)
Cé SB (control)
Cc7 Fago de la tercera ronda de seleccién
C8 Fago de la tercera ronda de seleccion
Cc9 Fago de la cuarta ronda de seleccién
C10 Fago de la cuarta ronda de seleccion
C11 Fago de la quinta ronda de seleccién
C12 Fago de la quinta ronda de seleccion

- Seincubd a 37°C por 2 hrs, se retiro el sobrenadante y se lavd 10 veces con

300 ul de agua destilada.
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Se preparé el anticuerpo antiM13 conjugado con peroxidasa, diluyendolo 1 a
5000 en BSA al 1% en PBS. Se agregaron 150 ul a cada pozo.

Se incubé 1 hora a 37°C, se descartd el sobrenadante y los pozos se
lavaron 10 veces con agua destilada.

Para la solucion sustrato de la peroxidasa se prepararon 450 ml de 0.05 M de
acido citrico el pH se ajustdé a 4.0 con NaOH concentrado, después se
agregaron 100 mg de ABTS (2,2’ -Azinobis (3-ethilbenzthiazoline-6 sulfonic
acid))). Se mezclaron 12 pl de H,0, al 37% en 7 ml de la solucién de ABTS
1x, a cada pozo se agregaron 50 pl de la solucion sustrato.

Se incubd a temperatura ambiente hasta que desarrollo el color azul, dado

que los ovocitos interfieren por su color con la lectura, el sobrenadante se

pasd a nuevos pozos. Se cuantificé a 405 nm en un lector de ELISA vy se

pard la reaccion con SDS al 1%. (tabla VIII)

b) Extracto de capas

- Se pusieron 300 ul de antigeno* (extracto de capas de ovocitos de Urechis

caupo) en cada pozo de la placa LIMBRO.

Se incubd toda la noche a 4°C.

Se retird el sobrenadante y los pozos se lavaron 2 veces suavemente con
300 ul de agua destilada. Cada pozo se bloqued con 300 ul de BSA/PBS al
3%, (la placa se cubrio con parafilm para evitar perdida por evaporacién) y

se incubd durante 1 hora a 37°C.

*El extracto de capas de ovocito que se utilizé como antigeno se diluyd para bajar la
concentracién del Triton hasta 0.03% para que no interfiera en la adhesiéon del
antigeno a la placa.
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- El sobrenadante se descarté y se agregaron 150 ul del fago eluido de la
placa de seleccidn (Tabla V).

Tabla V Disefio de la ELISA para la determinacion de la presencia de fagos que despliegan
fvcs,utilizando como antigeno extracto de capas. En los pozos control (A1 y A2) se puso medio
SB. En el pozo A3 y A4 se puso el fago eluido de la tercera ronda de seleccion (fagos contra
ovacitos) y en A5 — A8 se puso el fago de la cuarta y quinta ronda de seleccién (fagos contra
extracto de capas de ovocitos).

Pozos |  Primer Anticuerpo
A1 SB (contral)
A2 SB (control)
A3 Fago de la cuarta ronda de seleccion
A4 Fago de la cuarta ronda de seleccion
A5 Fago de la cuarta ronda de seleccion
AB Fago de la cuarta ronda de seleccién
A7 Fago de l|a quinta ronda de seleccion
AB Fago de |a quinta ronda de seleccién

- La placa se incub6 a 37°C por 2 hrs, se retird el sobrenadante y se lavé 10
veces con agua destilada.

- Se prepard el anticuerpo antiM13 conjugado con peroxidasa, diluyendo 1 a
5000 en BSA al 1% en PBS. Se agregaron 150 ul a cada pozo.

- La placa se incubd 1 hora a 37°C, se descartd el sobrenadante y se lavd 10
veces con agua destilada.

- Para la solucion sustrato de la peroxidasa se prepararon 450 ml de 0.05 M de
acido citrico el pH se ajustd a 4.0 con NaOH concentrado, después se
agregaron 100 mg de ABTS, para 7 ml de la solucién con ABTS se
adicionaron 12 ul de H0; al 37%, de esta mezcla se agregaron 50 ul a cada
pozo.

- Se incubd a temperatura ambiente hasta que desarrollé el color azul, se

estimd de manera cualitativa y se paré la reaccion con SDS al 1% (fig. 30).
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15. EXPERIMENTO BIOLOGICO CON LOS FAGOS SELECCIONADOS

Experimento biolégico con el fago de la 4ta ronda de seleccion

- Para llevar a acabo los experimentos biolégicos con los fagos en PBS de la
cuarta ronda de seleccién se procedié a sustituir el PBS por agua de mar,
para lo cual se utilizé centricon con tamafio de poro para retener proteinas de
30,000 daltones.

- En un tubo centricon se colocaron 1070 pul de fagos en PBS 1% de albimina
y en otro tubo centricon se agregé el mismo volumen pero sélo de albimina
al 1% en PBS.

- Los tubos de centricon fueron centrifugados durante 20 min a 4,500 xg (este
procedimiento se repitid 3 veces).

- Para sustituir de manera pasiva, el PBS se lavd con 1 ml de 0.5 M de NaCl,
se centrifugd 20 min a 4,500 xg (se repitid 2 veces) se cambid la solucién por
que los fosfatos se precipitan en agua de mar.

- Posteriormente, se lavé con 1 ml de agua de mar y se centrifugd 2 veces
bajo las condiciones ya mencionadas.

- Se colectd el concentrado (fagos en agua de mar) y la albimina al 1% en
agua de mar (control), invirtiendo el filtro y centrifugando a 800 xg durante 2
min.

- Los experimentos biolégicos se llevaron a cabo a 16°C. Primero se extrajeron

gametos del gusano Urechis caupo, los ovocitos se lavaron, y se
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resuspendieron en 20 ml de agua de mar filtrada. Se agregd Tris 1M (pH 8),
a una concentracion final de 10 mM.

Los espermatozoides se mantuvieron concentrados a 4°C. Para las pruebas
biologicas se realizaron las siguientes diluciones de espermatozoides
1:10,000, 1:50,000 y 1: 100,000. Con la primera dilucién se observd un 100%
de fecundacién en los ovocitos. Con la segunda se observd un 50%, por lo
que se hizo una cuarta prueba con una dilucion de 1 : 25,000 y en esta se
observé un 75% de fecundacion. Por lo tanto la diluciéon 1:25,000 se utilizé
en el experimento.

Los ovocitos, antes de sér fecundados, fueron previamente incubados por un
periodo de hasta 1 hr con fagos o BSA, tomando muestras durante este
tiempo para revisar si estaban activados. Las pruebas realizadas con BSA se
hicieron dado que la albumina permanece aun después de sustituir el PBS
por agua de mar.

En un tubo se colocaron 250 ul de ovocitos, se esperd6 a que se
secﬁimentaran y después se extrajeron 100 pl del sobrenadante y se
agregaron 100 pl de fago. Al tubo control se le hizo lo mismo pero se le
agregd BSA. Después de 10 min se les agregd 1 nl de espermatozoides
1:25,000 a ambos tubos.

Después se tomaron muestras a diferentes tiempos y se realizaron conteos

de los ovocitos activados, no activados y muertos (tabla 1X).



RESULTADOS

DETECCION DE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA LOS

OVOCITOS EN EL SUERO DE LA GALLINA.

Dado que la gallina murio, fue imposible determinar el momento en el que se

produjo la mayor cantidad de anticuerpos para obtener una biblioteca. Sin

embargo, el ensayo inmuno enzimatico (ELISA) realizado con el suero de la

gallina se determino que; si hubo produccion de anticuerpos (Fig. 23, tabla VI).

Tabla VI.- Disefio de la placa para la determinacion de la produccién de anticuerpos en la
gallina por inmuno ensayo enzimatico.

Grupo de Antigeno Primer Segundo Sustrato Preinmune

pozos (ovocitos de Urequis caupo) | anticuerpo anticuerpo

A1-A3 + + + + -
B1-B3 + + i + _
C1-C3 + - + + -
D1-D3 + - + + +
E1-E3 - + + + -
F1-F3 + +

75
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Fig 23.-Resultado de la ELISA para la determinacién de la produccién de anticuerpos
en la gallina. El color café en el fondo del pozo corresponde al antigeno (ovocitos de
Urechis caupo), el cual esta ausente sélo en la linea de pozos E (incoloro). El tipo de
antigeno y su color café ofrece una dificultad para apreciar si hay o no produccion de
anticuerpos, por lo que el sobrenadante de los pozos en donde se observo respuesta se
transfirid a nuevos pozos.

En los grupos de pozos A y D se observd que habia intensidad en el color del
sobrenadante por lo que se transfirié a nuevos pozos, para poder compararlos sin la
interferencia del antigeno. El sobrenadante de los pozos A fue el mas intenso, indicando
que en el suero de gallina se encuentran los anticuerpos producidos contra las
moléculas de la superficie del ovocito de Urechis caupo, como respuesta a las
inmunizaciones. Se carecia de un lector de ELISA, sin embargo a partir de la evidencia
mostrada por la intensidad del color, se prosiguié a la extraccién de RNAtotal.
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OBTENCION DE RNA TOTAL DE BAZO DE GALLINA INMUNIZADA

Debido a que muri6 el organismo, y con los resultados positivos
mostrados en el ensayo inmuno enzimatico, se prosiguié inmediatamente a la
extraccion del RNA total del bazo utilizando el protocolo RNA- STAT. Una vez
obtenido el RNA, se cuantificé por medio de espectrofotometria utilizando una
longitud de onda de 260 nm, obteniendo una lectura de 0.166 de absorbancia

con 2 ul de la muestra, lo cual equivale a 3.32 ug/ul de RNA en un volumen total

de 50 pl. La pureza (260 nm/280 nm) fue de 1.08.

SINTESIS DE ¢cDNA DE HEBRA SENCILLA A PARTIR DEL RNAm

A partir del RNA obtenido se sintetiz6 el cDNA, se utilizaron 20 ug de
RNA total y el kit de superscript Il de (GIBCO). El cDNA se cuantificd en el
espectrofotdmetro, dando una lectura de 0.082 de absorbancia en 2 pl a 260 nm
lo cual equivale a 2.05 pg/ul de cDNA. El valor de la relacion 260 nm/280 nm fue

de 3. Lo cual indica ser altamente puro (Barbas, 2001).
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AMPLIFICACION DE CADENA PESADA Y LIGERA POR LA REACCION EN

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para asegurarnos que la amplificacion de las dos cadenas se realizd, las
ocho reacciones para cada cadena se corrieron en un gel de agarosa al 2% y se
purificaron. La razéon de purificarlas del gel es para eliminar las bandas
accesorias (ver asteriscos Fig. 24), debido a que estas bandas interfieren con el
proceso de vinculacién entre cadena pesada vy ligera.

El DNA de ambas cadenas fue purificado por el método de congelado y
triturado y se cuantificd en el espectrofotometro utilizando una absorbancia de
260 nm. La cadena pesada tenia una concentracion de 0.8 pg/ul con una
pureza de 1.18. Por otro lado se obtuvo 1.125 pg/ul de cadena Iigera. con una

pureza de 2.04.
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1617bp
1000bp i

§500bp b
400bp
300bp

Figura 24.- Electroforesis de la amplificacion de cadena pesada y ligera por PCR. Gel
de agarosa al 2% en TAE. Se puede apreciar una banda de 400 pb en los carriles B y
C que corresponde a la cadena pesada y otra de 350 pb que pertenece a la cadena
ligera en el carril E. En el carril A se encuentra el marcador de 100 pb y en el carril D se
encuentra otro marcador con el cual se puede calcular la concentracién de DNA.

Calculo de la concentracién con marcadores:

Se pusieron 8 ul del marcador de masa (D) y 8 ul de cada producto de
PCR (B-C y E), de acuerdo a la intensidad observada en las bandas
correspondientes se calculé que tiene una cantidad de 400 ng.

Los cebadores utilizados en la amplificacion de cadenas pesadas y ligeras, se
unen a las regiones que flanquean las regiones constantes del anticuerpo (fig.
11). Por lo tanto las bandas mostradas en este gel son producto de la
amplificacion de cadenas pesadas (400 pb) y cadenas ligeras (350 pb) del
anticuerpo, a partir del cDNA obtenido de la gallina inmune.

Por medio de esta reaccién se obtuvieron copias de diferentes tipos de cadenas
pesadas y ligeras de los anticuerpos generados en la gallina como respuesta a
las inmunizaciones.
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VINCULACION Y EXTENSION DE LAS CADENAS PESADAS Y
LIGERAS POR LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

(PCR)

Para la vinculaciéon de las cadenas pesadas y ligeras se hicieron 8 reacciones.

Se corrieron en un gel de agarosa al 2% (Fig. 25) en el cual se observaron

bandas de 750pb que corresponden al nimero de pares de bases de la unién de

las cadenas pesadas (400pb) y ligeras (350pb). Estas bandas se se purificaron

(Fig. 26) y posteriormente se cuantificé por espectrofotometria y se obtuvieron

0.4 ug/ul.

A B CDEF G

S 400Ny

s 240ng

160ng

Fig. 25. Electroforesis del producto de PCR de
traslape.Gel de agarosa al 2%. En los carriles
A-D se observan 4 bandas de las 8 reacciones
que corresponden a la union de la cadena
pesada y ligera. En el carril F esta el marcador
de 1kb, y en el G esta el marcador de masa y
tamaro (400ng = 2000pb, 240ng=1200pb y
160ng = 800pb). Dada la intensidad de |la
banda no se puede cuantificar con el
marcador.

2000pb o g 400ng

1200pb s 240ng
800ph wse 16009

80ng

Fig 26. Electroforesis del producto de PCR
de traslape purificado.Gel de agarosa al 2%
en TAE. En el carril A, By C se puede
observar una banda muy definida que
corresponde al producto de PCR de
vinculacion ya purificado, observe que no
hay bandas accesorias. Presenta alta
pureza. En el carril D y E se encuentran las
bandas del marcador de peso molecular de
2kb.
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DIGESTION DEL VECTOR Y DEL PRODUCTO DEL PCR DE TRASLAPE

Se prosigui6 a la digestion con Sfil del producto de vinculacién purificado y el
vector. El producto de vinculacién digerido, se corrié en un gel de agarosa, se
purificd y se cuantific por espectrofotometria a 260 nm, obteniendo 0.83 ug/ul.
El vector sin digerir se corrié en un gel (Fig. 27) después se digirié y se purificd
del gel (Fig.28). El vector digerido se cuantifico en el espectrofotdmetro y se

obtuvieron 75 ng/ul.

A B

Fig 27. Electroforesis del vector sin Fig 28. Electroforesis del vector digerido
digerir.Gel de agarosa al 1% en TAE. purificado y sin purificar. Gel al 1% tefido
Las bandas del carril A corresponden al con bromuro de Etidio a una concentracion
marcador molecular y el carril B es el DNA final de 0.5 pg/ml. En los carriles A-C se
del vector superenrollado (sin purificar). encuentra el vector purificado digerido y

en los carriles D-F se encuentra el vector
digerido sin purificar la banda inferior
corresponde al inserto (1300 pb) y la
superior al vector digerido (3270 pb). No
se muestra ningtin marcador.



LIGACION Y TRANSFORMACION

Una vez ligados la biblioteca (fvcs) y el vector, se llevé a cabo la
transformacién con células competentes (Fig. 29) (protocolo 11). Posteriormente
se amplificd y se infecté con fago ayudador para que se favoreciera la
produccion de fagos que despliegan el fragmento de anticuerpo. EIl hecho de
que las bacterias crecieron en medios que contenian antibiéticos como
tetraciclina, ampicilina y kanamicina, es evidencia de la exitosa transformacion e
infeccion de fago ayudador y su consecuente liberacion de fagos expresando
fvcs, los cuales fueron observados por la presencia de un paquete después de

las precipitaciones con polietilenglicol.

Fig. 29.- Placas de LB con tetraciclina (50 pg/ml) y ampicilina (50 ng/ml). Se sembraron 100 pl
de una dilucion 1 a 500 (de células transformadas) en la placa. Se pueden observar colonias
después de la transformacién, cada colonia tiene un solo tipo de fvcs (anticuerpo monoclonal).
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RONDAS DE SELECCION DE LOS FAGOS QUE DESPLIEGAN
FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS CONTRA MOLECULAS DE LA

SUPERFICIE DE LOS OVOCITOS.

Primera ronda de seleccién Antigeno: Ovocitos
Segunda ronda de seleccion Antigeno: Ovocitos
Tercera ronda de seleccion Antigeno: Ovocitos
Cuarta ronda de seleccion Antigeno: Extracto de capas de ovocito
Quinta ronda de seleccién Antigeno: Extracto de capas de ovocito
Ovocitos Capas vitelinas Capas vitelinas Extracto de
Intactos extraidas capas
B 725253755 45
ﬂ R,
— L, dmie
ey
e
L35S

Primero se hicieron 3 rondas de seleccion utilizando como antigeno
ovocitos intactos fijados en gluteraldehido. Después se realizaron 2 rondas de
seleccion utilizando como antigeno extracto de capas de ovocitos diluido en
agua. Al final de cada ronda de seleccion después de la centrifugacion se
observo un abundante paquete, indicando que se produj6é una gran cantidad de
fagos seleccionados.

Los fagos obtenidos de las Ultimas dos rondas de seleccion (cuarta y
quinta) fueron probados en un ensayo inmuno enzimatico para determinar si
existen fagos que desplieguen fragmentos de anticuerpos (fvcs) contra el

extracto de capas (Fig. 30).
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DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE FAGOS CON fvecs CONTRA

MOLECULAS DE LA SUPERFICIE DEL OVOCITO POR ELISA

Una vez obtenidos los fagos de las rondas de selecciéon se amplificaron y

se hicieron pruebas para determinar cual es la ronda en donde hubo mayor

cantidad de fagos y una mejor respuesta contra el antigeno.

Primero se muestran los resultados de la ELISA donde se utilizé como

antigeno el extracto de capas y se probaron los fagos de la cuarta y quinta ronda

de seleccion.

Tabla VIL- Disefio de la placa para la determinacion de la presencia de fagos con fvcs por
inmuno ensayo enzimatico utilizando como antigeno extracto de capas de ovocito. *(entre
paréntesis se especifica el antigeno utilizado en la ronda de seleccion)

SB Fago de la 4ta ronda Fago de la 4ta Fago de la Sta
(control) de seleccion ronda de seleccién | ronda de seleccion
*(extracto de capas) | (extracto de capas) | (extracto de capas)
Pozos Al1-A2 A3-A4 A5-A6 A7-A8
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Fig 30. Resultado de la determinacion de la presencia de fagos con fves por ensayo inmuno
enzimatico utilizando como antigeno extracto de capas y AntiM13 acoplado con peroxidasa y
como sustrato ABTS.

Como se puede observar, si se comparan los pozos A1y A2 con el resto de los pozos ( A3 — A8)
la mayor intensidad esta presente en los pozos donde se utilizaron los fagos de la cuarta ronda
de seleccion (tabla V1I), los fagos de la quinta ronda de seleccion, aunque siguen estando mas
intensos que en los controles al compararlos con los fagos de la cuarta ronda de seleccion,
muestran menor intensidad, la razén de esto se desconoce.

Dada la intensidad del color obtenida se puede concluir que existen fagos
en la cuarta y quinta ronda de seleccion que despliegan anticuerpos que se unen
de manera especifica a moléculas presentes en el extracto de capas

superficiales del ovocito.

En un nuevo ensayo (ELISA) se volvieron a probar los fagos obtenidos de
las ultimas 3 rondas de seleccién, pero ahora se utilizé como antigeno los

ovocitos intactos fijados en gluteraldehido.



Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla VIII. Valores de absorbancia a diferentes tiempos, obtenidos de la ELISA en donde se
utilizé como antigeno ovocitos. Se midio la intensidad de color como producto de la reaccion del
inmuno ensayo con los fagos obtenidos de las ultimas tres rondas de seleccion.

Anticuerpo 10 min 15 min_| 25 min
Control 0.000 0.000 0.000
Fago de la 3era ronda de seleccion
(ovocitos) . - 0.004 0.007 0.003
Fago de la 4ta ronda de seleccion v
(extracto de capas) -0.001 0.004 0.018
Fago de la 5ta ronda de seleccion :
(extracto de capas) -0.005 0.007 0.020

Se puede observar que a los 10 y 15 minutos no hubo una diferencia
significativa entre los fagos utilizados debido a que comienza a reaccionar la
enzima sobre el sustrato. A partir de los 25 minutos, se observa un aumento en
los valores de absorbancia correspondientes a los fagos de la cuarta y quinta
ronda de seleccion, lo cual muestra que hay una seleccion positiva contra el
antigeno (ovocitos de Urechis caupo).

Aunque se utilizaron ovocitos como antigeno, la mayor lectura se obtuvo
en los pozos donde se utilizé fago de la cuarta y quinta ronda de seleccion (en
donde se utiliz6é como antigeno el extracto de capas), en conclusion: los
fragmentos de anticuerpos desplegados en la superficie de los fagos
seleccionados con extracto de capas, son especificos contra las moléculas de la
superficie del ovocito, que estan presentes en el extracto de capas y no contra

los productos internos del ovocito.



EXPERIMENTO BIOLOGICO CON LOS FAGOS SELECCIONADOS

Los fagos resultantes de la cuarta ronda de seleccion se utilizaron para

hacer experimentos biolégicos y observar

de que manera interfiere la

interaccion antigeno - fvcs en la fecundacion del gusano marino Urechis caupo.

(ver tabla IX y Fig. 32)

Tabla IX. Tabla que muestra los ovocitos activados

y no activados con fagos y sin fagos en

diferentes tiempos.
Tiempo 0 Tiempo 10 min | Tiempo | Ovocitos Ovocitos Ovocitos | Total
(min) | Activados | No activados | Muertos
100 ul de 1 ul de esperma- 45 8 25 5 38
Fagos de la tozoides diluidos 55 3 48 17 68
cuarta ronda 1:25,000 59 19 242 0 261
de seleccion
100 ul de BSA | 1 pl de esperma- 38 70 113 26| 209
en PBS al 1% | tozoides diluidos 47 5 29 26 60
1:25,000 61 146 10 42| 198

*El BSA en PBS al 1% se utiliza como control debido a que los fagos se encuentran
suspendidos en esta solucion, para saber si la albumina interfiere de alguna manera en el
proceso de fecundacion.

Fig. 31. Fotografia de ovocitos de Urechis caupo. La activacién del ovocito se evalué
con el rompimiento de la vesicula germinal. Normalmente el ovocito no fecundado esta
en profase | de la meiosis (1a) (vesicula germinal) y cuando se fecunda (se activa)
rompe la vesicula germinal (b) y aparecen los cuerpos polares (c).



Porcentaje de ovocitos activados

80
70 =
60 -
50
40
30 |
v IR

10 ‘.-..Ti,,_-’_.

Fagos (59 min) BSA (61 min)

Tipo de tratamiento
O Activados % @ Muertos %

Fig 32. Gréfica de los resultados del experimento bioldgico. Se muestra la porcién de
ovocitos de Urechis caupo activados por sus espermatozoides a los 59 y 61 minutos, en
presencia o ausencia de fagos.
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En la figura 32 se observa que el porcentaje de ovocitos activados por los
espermatozoides es menor en la columna que corresponde al tratamiento con
fagos comparado con el efecto que tiene el BSA, esto indica que los
anticuerpos (fvcs) desplegados en la superficie del fago de la cuarta ronda de
seleccion estan interfiriendo en el proceso de fecundacidon al unirse a las
moléculas de la superficie del ovocito impidiendo su activacién por el
espermatozoide.

La causa del aumento en la mortalidad de los ovocitos tratados con BSA

se desconoce.



DISCUSIONES

En estudios anteriores se han producido anticuerpos monoclonales a
partir de hibridomas en ratdn contra los espermatozoides del mismo organismo.
Se observd que éstos impedian la fertilizacion y se demostré que interferian
especificamente con la fusién de las membranas de los gametos (Saling, P. et
al., 1985). Por otro lado, también se obtuvieron anticuerpos monoclonales contra
los ovocitos del erizo y se demostré que soélo se unian al ovocito y que esto era
especie-especifico. Ademas, al unirse, impedian la unién del espermatozoide a
la capa vitelina (Gache C., et al. ,1983).

Sin embargo, los anticuerpos monoclonales tienen un gran tamaro y esto
provoca un impedimento alostérico. En cambio, los fragmentos de anticuerpos
desplegados en bacteriéfagos debido a la combinacién de cadenas pesadas y
ligeras presenta una gran diversidad de anticuerpos de menor tamano que los
monoclonales, dando la oportunidad a que varios anticuerpos se unan a las
diferentes regiones de un antigeno. Con esta herramienta se pueden hacer
caracterizaciones mas finas de los receptores involucrados en el proceso de la
fecundacién, logrando asi un mejor entendimiento de este proceso y un
mejoramiento en los métodos anticonceptivos.

El protocolo de despliegue de anticuerpos contra ovocitos de U. caupo
elaborado aqui, puede ser utilizado en otras especies y con otras finalidades.
Modificando algunos aspectos inherentes al organismo con el cual se decida

trabajar, se puede aplicar en forma adecuada.

90
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En este trabajo para obtener el RNA que codifique a los anticuerpos
contra el antigeno de interes, se inmunizé una gallina ponedora de raza White
Leghorn (2 kilos). Al mantenerse con alimento para gallinas ponedoras y bajo
ciclos regulares de luz y obscuridad, esta raza presenta una constante
produccion de huevos, ademas la yema contiene una alta conpentracién de
anticuerpos IgY por lo que es 6ptima para este experimento.

A partir de la transformacion se obtuvieron bacterias resistentes a
tetraciclina y ampicilina, esto debido a que el fago con la construccién fvcs
también contiene la secuencia para la resistencia a ampicilina, la resistencia a
tetraciclina es inherente a las células XL-BLUE. Una vez que el fago ayudador
ingresa a la bacteria este le confiere resistencia a kanamicina. De esta manera
al agregar los antibiéticos se asegura la obtencién de bacterias que contengan
los dos fagos.

Despues de la transformacion, durante la amplificacién y en las rondas de
seleccion, se agregaron antibiéticos a los medios para eliminar a las bacterias
que no fueron transformadas.

En el inmuno ensayo enzimatico, donde se probo a los fagos de la tercera
ronda de seleccion, se obtuvieron resultados negativos sin embargo se prosiguié
a retarlos contra las moléculas de la superficie del ovocito utilizando como
antigeno un extracto de capas en la cuarta y quinta ronda de seleccion.

Se hicieron varias modificaciones en las rondas de seleccién y ELISAs

en donde se utilizd el extracto de capas. Se cambiaron voliimenes dependiendo
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de la concentracion del antigeno utilizado. Cuando se utilizé extracto de capas,
antes de agregarlo a la placa, se hicieron diluciones para disminuir la
concentracién del detergente Triton presente en el extracto de capas, la
concentracion se bajé hasta un .03% de esta manera no interfiere en la adhesion
del antigeno a la placa.

Al utilizar dos antigenos diferentes en las rondas de seleccion: ovocitos y
extracto de capas del ovbcito, tenemos que los fvcs desplegados en los fagos
obtenidos de las rondas de seleccion donde se utilizé extracto de capas como
antigeno (cuarta y quinta ronda de seleccion) presentaron una mayor respuesta
en la ELISA. Esto sugiere que después de estas rondas de seleccién se obtuvo
mayor cantidad de fagos que se unen solamente a las moléculas de la
superficie, concentradas en el extracto de capas.

En los experimentos bioldgicos el bloqueo de la fecundacién fue de un
80% en ovocitos tratados con fvcs desplegados en los fagos de la cuarta y
quinta ronda de seleccion. Este es un buen porcentaje pero se puede mejorar
teniendo en cuenta las siguientes consideraciones:

Es necesario repetir los experimentos biolégicos y determinar cuél es la
ronda de seleccién en donde se producen los fagos que bloquean de manera
mas efectiva el proceso de fecundacion, y asi pasar a la caracterizacion de las
secuencias de fvcs que reconocen a uno o varios de los receptores en el

ovocito, involucrados en el proceso de fecundacion.
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En los experimentos biolégicos realizados en este trabajo se requiere
repetir y utilizar anticuerpos solubles y monoclonales (que reconocen un solo
epitopo), es decir que no se encuentren unidos al fago, asi como incluir un
control utilizando fagos que no expresen anticuerpos en su superficie para
verificar que sean los anticuerpos los que estan interfiriendo en la fecundacién y
no los fagos.

Sin embargo, se obtuvo Lm alto porcentaje de bloqueo de la fecundacion
en ovocitos tratados con fagos. Esto indica que obtuvimos a aquellos fagos que
expresan fvcs que reconocen los receptores para el espermatozoide en la
superficie del ovocito. El siguiente paso seria aislar y caracterizar a él(los)
receptor(es) en el ovocito y, a través de estos anticuerpos previamente
seleccionados y determinar el papel que desempefian en el proceso de

fecundacion.



CONCLUSIONES

En el inmuno ensayo enzimatico, en donde se utilizé el suero de la gallina
inmunizada (Fig.23), se concluye que hubo produccién de anticuerpos contra las

moléculas de la superficie de los ovocitos de U. caupo.

Debido a la ubicaciéon que presentan en los geles de agarosa las bandas
del producto de la amplificacién de cadena pesada y ligera del anticuerpo ( fig.
24), asi como la vinculacion y extension de las mismas por PCR (fig. 25 y 26) se
concluye que hubo amplificacion para la secuencias de cadena pesada, ligera 'y
traslape, todas provenientes de las regiones variables de los anticuerpos de la

gallina inmunizada con ovocitos de U. caupo.

El hecho de que las bacterias crecieron en medios que contenian
antibioticos como tetraciclina, ampicilina y kanamicina (Fig. 29), es evidencia de
la exitosa transformacion e infeccion de fago ayudador y su consecuente
liberacién de fagos expresando fvcs, los cuales fueron observados por la
presencia de un paquete después de las precipitaciones con polietilenglicol

(PEG).
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En los ensayos inmuno enzimaticos realizados con el sobrenadante de
los cultivos de amplificacion de las rondas de seleccion se utilizaron dos

antigenos diferentes, y se llegaron a las siguientes conclusiones:

En base a las intensidades de color mostradas en el ensayo inmuno
enzimatico donde se utiliz6 como antigeno el extracto de capas (fig. 30), se
concluye que los fagos de la cuarta y quinta ronda de seleccion despliegan en su
superficie fvcs que se unen a moléculas presentes en el extracto de capas del

ovocito de U. caupo.

Por otro lado en el ensayo inmuno enziméatico donde se utilizé como
antigeno el ovocito intacto fijado en gluteraldehido se obtuvieron valores de
absorbancia para la tercera, cuarta y quinta ronda de seleccién (tabla VIII), al
comparar los valores a los 25 minutos se concluye que hay moléculas en la
supérﬁcie del ovocito intacto que son reconocidas por los fvcs desplegados en

los fagos que pertenecen a la cuarta y quinta ronda de seleccién.

Los resultados de los experimentos bioldgicos mostrados en la grafica
de la fig. 32 indican que los ovocitos tratados con fagos presentan un 80% de
inhibicidn en la fecundacion, con estos datos se concluye que los fvcs

desplegados en la superficie del fago de la cuarta ronda de seleccién fueron un
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obstaculo para que se llevara a cabo la fecundacién y sugiere fuertemente que

estan interaccionando con los receptores en el ovocito.

En general, con base a las evidencias mostradas (ELISA, experimentos
biologicos, entre otros), se concluye que se produjeron fagos que despliegan
anticuerpos contra las moléculas en la superficie del ovocito y que estos

interrumpen el proceso de fecundacion en los gametos de U. caupo.
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ANEXO 1

Transformacioéon con CacCl,
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ANEXO 2

Produccién de fago ayudador VCSM 13
Inocular 2 ml de medio SB con 2 ul de células XL-1BLUE, incubar a 250 rpm
por 1 hra 37°C
Preparar diluciones de 10, 107y 10 del fago ayudador VCSM13, utilizar 1l
de cada una de las diluciones para infectar 50 ul del cultivo de XL-BLUE,
incubar 15 min. a temperatura ambiente.
Agregar 3 ml de LB agar liquido y vertir sobre una placa de LB agar. Dejar
creciendo toda la noche a 37°C.
Cultivar 10 ul de XL-BLUE en 10 ml de medio SB (previamente calentado),
incubar a 250 rpm por una hora, en 37°C.
Agregar una colonia de las rplacas con el VCSM13 al tubo y dejar en
agitacion (250 rpm) por 2 hrs a 37°C
Transferir los 10 ml a un matraz erlenmeyer con 500 ml de SB precalentado.
Agregar 700 ul de kanamicina 50 mg/ml para obtener una concentracién final
de 70 ug/ml
Incubar en agitacion (250 rpm) a 37°C durante toda la noche.
Centrifugar el cultivo a 4,000 rpm por 15 min.
Incubarlo por 20 min a 70°C en bano maria.
Centrifugar el sobrenadante a 4,000 rpm por 15 min.

Almacenar a 4°C.



101

ANEXO 3
Esquema general de las rondas de seleccién

Rondas de Seleccién

~

o {f . Amplificacion
- /‘/: o

1054 108

/Eluci(m

llustracién de Barbas, 2001.
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ANEXO 4

Recetas

Acetato de Sodio 3M

Disolver 408.1 grs. de acetato de sodio 3H,O en 800 ml de H,O.
Ajustar a pH 5.2 con acido acético glacial .

Ajustar el volumen a 1 litro con H,0.

Esterilizar por autoclave.

Ampicilina

Preparar la solucion stock con 50 mg/ ml de agua desionizada.
Almacenar a -20°C.

Concentracion final utilizada 50 ug/ml.

Antibiéticos
Estas son las concentraciones que se requieren para la utilizacion de los
antibidticos.

Antibiético Stock Concentracion final
Tetraciclina (en alcohol) Smg/ml 10ug/ml
Carbencilina 100mg/ml 50ug/ml

- Kanamicina 50mg/ml 70ug/ml
Ampicilina : 50mg/ml 50pg/mi

Bromuro de Etidio
Agregar 1 gr de bromuro de etidio a 100 ml de H,O. Agitar por varias horas para
que se disuelva. Almacenar en un recipiente obscuro a temperatura ambiente.

BSA/ PBS 1%

Adicionar 0.100 g de BSA en 10ml de PBS. Para estirilizar utilizar un filtro de
0.22p.

BSA/ PBS 3%
Afadir 0.300g de BSA en 10ml de PBS.
Se esteriliza por medio de filtrado utilizando un filtro de 0.22p.

Amortiguador de Dietanolamina

10% de dietanolamina

0.02% de Azida de Sodio

0.5uM de Cloruro de magnesio — 6 H,O
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Amortiguador de elucién para las placas de seleccion

Disolver 1.5 g de glicina en 90 ml de agua, ajustar el pH a 2.2 con HCI
concentrado, agregar 100 mg de BSA (albumina de suero de bovino) y llevar a
un volumen final de 100 ml. Esterilizar por filtraciéon y almacenar a 4°C.

Amortiguador salino de fosfatos (PBS)
PBS 1x ( pH 7.4)

NaCl 0.137M
KClI 0.0027M
Na;HPO4 0.01M
NaH,PO; 0.01M

- Preparar 350 mi de la férmula basica que consiste en:

NaCl 0.137M -=---=---- 2.8 gr

KClI 0.002M ---------- 0.070 gr

Na,HPO4 0.01M  ———-eee- 0.497 gr
- Preparar 100 ml de la férmula acida

NaCl 0.137TM  -emmemmenn 0.8 gr

KCI 0.002M --=------- 0.02 gr

NaH,PO4 0.01M  -——m- 0.138 gr

- Con el potenciometro se mide el pH de la férmula basica y se le va
agregando poco a poco la férmula acida hasta alcanzar el pH adecuado que
en este caso es de 7.4
Se esteriliza en el autoclave (no precipita).

** Este buffer sirve para que los anticuerpos estén de la manera mas estable
posible.

Amortiguador salino de fosfatos con Tween (PBST)
- Al PBS se le agrega tween a una concentracion final de 0.5%.
- Y se esteriliza por filtrado.

Amortiguador TAE

Solucién concentrada 50X

Para 1 litro:
242 g Tris base
57.1 ml de acido acético glacial
100 ml de 0.5M EDTA (pH 8.0)



104

DEPC

Diluir en agua para obtener una concentracion final de 0.1% se deja reposando
minimo 12 horas a 37°C y después se calienta a 100°C por 15 minutos o se
esteriliza 15 minutos en el autoclave.

Gel de agarosa al 1%

- Mezclar 0.4 gr en 40 ml de amortiguador TAE

- Disolver en el microondas

- Dejar enfriar y agregar bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5
ug/mi

Gel de agarosa al 2%

—~ Mezclar 0.8 gr en 40 ml de amortiguador TAE

- Disgregar en el microondas

- Dejar enfriar y agregar bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5

ug/mil

Glicerol
Diluir al 20% en agua para congelar las células competentes.

kanamicina
La solucidén stock se prepara a una concentracion de 50 mg/ml en agua
desionizada. Almacenar a -20°C. Concentracion final utilizada 70 pg/mi.

LB Agar

Agregar 32 gr. en un litro

Disolver calentando en el microondas
Esterilizar en el autoclave por 30 minutos

LB Top Agar

Agregar 0.35 g de Bacto agary 1.25 g de medio LB a 50 ml de agua destilada.
Esterilizar por autoclave y almacenar a 4°C. Calentar en el microondas antes de
ser usado.

NaCl 0.5M

Disolver 29.2 gr de NaCl en 800 ml de H,O. Ajustar a 1 litro con H2O esterilizar
por autoclave.
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NaCl 0.5M
Disolver 29.2 gr de NaCl en 800 ml de H,0. Ajustar a 1 litro con H,O esterilizar
por autoclave.

Polietilen glycol (PEG) 2.5 M NaCl

Agregar 146.1 grs. de NaCl para 1000 ml (2.5M)

Agregar 200 grs de PEG 8000 para 1000 ml (20%)

Para disolver dejar en agitacion (termoplato) por dos horas
Esterilizar en autoclave

SB

Agregar :

30 gr de tryptona

20 gr de extracto de levadura

Llevar a 1 litro con HO. ajutar pH 7.0 con NaOH.

SDS al 1%
Disolver 10 gr de SDS en 900 ml de H;O. Calentar a 68°C para que disuelva.
Ajustar pH 7.2 agregando HCI concentrado. Llevar a 1 litro con H,0.

Solucidn sustrato para la fosfatasa alcalina
Adicionar 5 mg de p-nitrofenil fosfato a 5 ml de buffer de dietanolamina pH 9.8

(10% de dietanolamina, 0.02% de azida de sodio (NaN3) y 0.5uM de MgCl, " 6
H>0)

Solucidén sustrato para la peroxidasa

Preparar 450 ml de 0.05 M de &cido citrico ajustar el pH a 4.0 con NaOH
concentrado, después agregar 100mg de ABTS. Agregar 12 ul de H20; al 37% a
7 ml de ABTS (azino-bis (3-ethylbenz — thiazoline —6- sulfonic acid).

Tetraciclina
Diluir 5 mg/ml en etanol. Aimacenar a -20°C. Concentracion final utilizada 50

ug/mil.

Tris 2M
Disolver 242.2 gr de Tris base en 800 ml de H20.
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ANEXO 5

Reactivos y su funcion .

Acldo Citrico 0.05M (solucién sustrato para la peroxidasa)
Preparar 450 ml de 0.05 M de &cido citrico ajustar el pH a 4.0 con NaOH
concentrado, después agregar 100mg de ABTS.

Adyuvante de freund’s.- Este adyuvante es muy utilizado en la investigacion,
es una emulsion de agua y aceites no metabolizables. Si la mezcla contiene M.
tuberculosis muerta se le llama adyuvante complete de Freund’s, sin la bacteria
se denomina adyuvante incompleto. El adyuvente de Freund’s es uno de los
mas utilizados por que estimula respuestas inmunes fuertes y prolongadas. Para
evitar los efectos secundarios, se recomienda que solo la primera inyeccion sea
con adyuvante .completo y el resto se utilice el adyuvante incompleto.

Agarosa.- Sirve como matriz para la separacion de fragmentos de DNA por su
tamafo. La agarosa de bajo punto de fusién sirve como matriz inherte,
facilitando la recuperaciéon del DNA de la agarosa, evitando la pérdida de
muestra. :

Amortiguador TAE (tris, acetato) .- Es el amortiguador mas utilizado y es el
6ptimo cuando se requieren hacer purificaciones del gel de agarosa. Ademas de
dar muy buena resolucién a las bandas de DNA.

Ampicilina.- Bactericida, sélo mata a bacterias E. coli en crecimiento,
inhibiendo la sintesis de la pared celular evitando la formacién de los enlaces
entre peptidoglicanos.

Azida de sodio.- Se une con el Fierro de la enzima citocromo oxidasa de la
mitocondria, inhibiendo la transferencia de electrones al oxigeno, impidiendo el
crecimiento bacteriano.

Bromuro de etidio- Es un coloronte que fluoresce de un color rojo -
anaranjado (560nm) cuando se ilumina con luz ultravioleta (260 a 360nm). Esto
permite detectar pequefias cantidades de DNA. Este colorante corre en
direccién opuesta al DNA. El colorante se intercala entre los pares de bases que
se encuentran en las moléculas lineares y circulares de DNA lo cual agrega
rigidez a su estructura.

BSA .- Albumina de suero de bovino, el antigeno no siempre se pega en toda la
placa por lo que la albimina bloquea los sitios disponibles en la placa de esta
manera el fago no se adhiere a la placa lo cual evita obtener un resultado falso
positivo.



CaCl, .- Los cationes (Ca ", Mn", K', Co™) en una solucién para la
transformacién forman complejos con los grupos fosfatos, cubriendo las cargas
negativas y permitiendo el desplazamiento de una molécula plasmidica a traves
de la zona de adhesién. Un choque con calor fundamenta el tratamiento
quimico, creando un desbalance termal en ambos lados de la membrana de E.
coli que fisicamente ayuda a impulsar al DNA a traves de la zona de adhesion.

Carbencilina.- Inhibe la transpeptidacién de las enzimas involucradas en la
unién de los polisacaridos de la pared celular de las bacterias. Activa enzimas
liticas de la pared celular.

Cloroformo.- Desnaturalizador de proteinas. Estabiliza la unién de la fase
acuosa y la capa de fenol. La mezcla fenol- cloroformo reduce la cantidad de
solucién acuosa retenida por la fase orgéanica. Inhibe las RNAsas

DEPC (dietilpirocarbonato).- Inhibe las RNAsas por modificacion covalente.
(para su preparacion ver recetas).

DTT.- Se utiliza para evitar enlaces disulfuros, manteniendo reducida a la
transcriptasa reversa facilitando la sinteis de cDNA.

Electroforesis.- Es una técnica utilizada para separar moléculas por su tamafio,
en este caso se utiliza para separar moléculas de DNA. Esta técnica consiste en
poner el DNA en una matriz (gel de agarosa) y aplicarle voltaje a los extremos
del gel, las moléculas de DNA expuestas a este campo eléctrico migran hacia el
anodo debido a la carga negativa de los fosfatos que se encuentran en la
esctructura del DNA. La velocidad de migracion se ve limitada por la fuerza de
friccion que ejerce la matriz (gel de agarosa) sobre el fragmento de DNA.

Etanol .- Ayuda a concentrar el DNA y remueve los residuos del fenol y el
cloroformo. En presencia de altas concentraciones (0.5 M) de cationes
monovalentes el etanol induce una transicién estructural en las moléculas de
DNA, causando su agregacion y precipitacion.

Etanol al 70%.- Debido a que la mayoria de las sales y moléculas organicas
pequefias son solubles en etanol al 70%, ayuda a remover de manera efectiva
las sales del DNA durante la precipitacién y el lavado del paquete.

Fenol-guanidin thyocianato.- Es uno de los mejores desnaturalizantes
proteinicos, la solubilidad del RNA en soluciones que contienen 4M de guanidina
thyocianato, pH 4, permite su facil separacion en presencia de una fase organica
fenol/cloroformo. La diferencia de densidad del RNA y el DNA facilita su-
separacion.
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- Glicerol.- Evita la formacién de cristales de hielo intra o extracerlular que dafian
a la bacteria durante el congelamiento. En la electroporacion se utiliza al 10%,
dado que sustituye a las sales del medio, evitando que la corriente dafie a las
bacterias.

Glucégeno.- Este se adhiere a los enlaces covalentes del DNA y le confiere
peso a la molécula de DNA vy asi facilita su precipitacién.

Isopropanol.- Este reactivo forma un precipitado en muestras que contienen
sales, RNA e isopropanol. La precipitacion de acidos nucleicos con isopropanol
reduce el volumen total de la muestra. El inconveniente en su utilizacion se debe
a su dificil evaporacion y a que las sales presentes en la muestra tienden a
precipitarse junto con el RNA.

Kanamicina.- Bactericida, inhibe la sintesis de proteinas uniendose de manera
irreversible a la subunidad 30s del ribosoma, el complejo ribosoma — kanamicina
inicia la sintesis de proteina al unir el RNAm y el primer RNAt, sin embargo el
segundo RNAt no se une y el complejo ribosoma — RNAm se separa, por lo tanto
inhibe especificamente la translocacion.

MgCl,.- Cofactor esencial para el funcionamiento de la transcriptasa reversa.

Oligo dT 42.18 .-Se utiliza como cebador en la sintesis de |la primera hebra de
cDNA, llevada a cabo por la transcriptasa reversa. El cebador se hibridiza con el
extremo poly (A) del mRNA. Esta fosforilado en el extremo 5 para facilitar la
sintesis del cDNA.

PBS.- Este amortiguador contiene la concentracion de sales (NaCl y KCI) y pH
7.4, condiciones que se encuentran en el suero de aves y mamiferos y que son
favorables para |la estabilidad de los anticuerpos.
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pComb 3x.- El codon amber se ha insertado entre el extremo 3’ del sitio de
restriccion para Sfil y el extremo 5’ del gen lll permitiendo la expresion soluble
del anticuerpo sin la proteina plll en cepas no supresoras como TOPf10. La
etiqueta 6x histidinas (HIS) ha sido insertada para la purificacion de los
anticuerpos (fab, fvcs, etc.) con niquel. El decapeptido hemaglutinina (HA) como
etiqueta, ha sido insertado en el extremo 3’ de la etiqueta HIS para su deteccion
usando anticuerpos anti-HA en inmunotransferencia. Este vector permite la
expresion de fab, fvcs y otras proteinas. OmpA es un péptido sefial que dirige el
anticuerpo al periplasma. El SD es el sitio para la union al ribosoma. Lac Z para
la transcripcién de la cadena pesada y ligera. Los sitios para los cebadores
ompseq y CL-B sirven para secuenciar la cadena ligera al igual que los sitios
para los cebadores gback y CL-F para secuenciar la cadena pesada. El sitio trp
es la sefial de terminacién.

SD
gAG AG GAA TTT AAA ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA GTG
AAATTT TAC TTTTTC TGT CGA TAG CGC TAACGTCAC
M K K T A | A 1 A V>
Peptido guia ompA Sfil
(izquierdo)

GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GT G GCC CAG G |CG GCC
CGT GAC CGA CCA AAGCGA TGG CA|C CGG GTC CGC CGG
1 A L A G F A T V R o

‘ Sfi I (derecho)
El gen de tu eleccién GGC CA(I}_QQC GGC | CAG
CCG GT [CCGG CCG |G TC
G Q>

GCC GGC C AG CAC CAT CAC CAT CAC CAT GGC GCA TAC CCG TAC GAC
CGGCCGG TC GIT_G_GIA_GIG_GIA_GT_G_GI? CCG CGT ATG GGC ATG CTC
A G Q H H H H H HI G A |Y P Y D>

Cola hexa-histidina

GTT CCG GAC TAC GCT TCT |TAG|GAG GGT GGT GGC TCT GAG GG
CAA GGC CTG ATG CGA AGA|ATC|CTC CCA CCA CCG AGA CTC CC
V P DY A S||*|]E G G G S E G>
Etiqueta HA Codon  gen III del fago M13 (aa del 2307al 406)
ambar
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PEG.- Es un polimero que secuestra el agua, favoreciendo la agregacion de los
fagos, facilitando su coleccién por centrifugacion.

Peroxidasa - Clase de enzima que oxida el sustrato utilizando H20..

RNAasa H.- Es una endoribonucleasa que hidroliza especificamente los enlaces
fosfodiester de la hebra de RNA en un hibrido RNA — DNA de manera que lo
degrada.

Sfil- Esta enzima reconoce la secuencia de 8 pares de bases
GGCCNNNN|NGGCC y corta en la region degenerada de su paliendromico
sitio de restriccion. La utilizacién de sitios 5 (GGCCCAGG|CGGCC) y 3
(GGCCAGGC |CGGCC) para Sfi | permite que los fragmentos digeridos sean
ligados en la orientacién correcta y se facilite la construccion de extensas
bibliotecas.

SOC.- Se adiciona inmediatamente después de la electroporacion para
restablecer la concentracion de sales fuera de la célula y proporciona glucosa
como una fuente rapida de energia.

“Soluciéon de carga (loading buffer).- Esta solucién contiene glicetol y azul de
bromofenol. El Azul de bromofenol en geles de agarosa al 0.8% se comporta
como una banda de 500pb vy sirve para monitorear el corrido del DNA. El glicerol,
le da densidad a la muestra de DNA para que se deposite en el fondo del pozo
evitando que se disperse en el amortiguador de corrido TAE.

Solucién de elucién.- En este pH los fagos estan estables, sin embargo la
union fago-antigeno se ve afectada y por lo tanto el fago se desprende del
antigeno.

SUPERSCRIPT Il transcriptasa reversa.- Es una DNA polimerasa que sintetiza
la hebra complementaria de DNA a partir de una hebra de RNA. Esta enzima
esta modificada geneticamente por la introduccién de mutaciones puntuales (en
lugar de deleciones) en el sitio activo de la RNAasa H. Presenta una reduccion
en la actividad RNAasa H. Pero las mutaciones selectivas dentro del dominio
RNAasa H mantienen la total actividad polimerasa. Esta modificacion estructural
elimina la degradacién de moléculas de-RNA durante la sintesis de la primera .
hebra de cDNA.

T4 DNA ligasa.- Utilizando ATP como cofactor cataliza la formacion de los
enlaces fosfodiester entre las bases del DNA (doble hebra) con un extremo 3’
hidroxilo y un extremo 5' fosfato. Los acidos nucleicos de hebra sencilla no son
sustrato para esta enzima.
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Taq Polimerasa.- Polimerasa del DNA de doble hebra. esta enzima presenta
una masa molecular de 94kDa., tiene una actividad exonoclueasa en direccion
5— 3. Para la incorporacion de nucletidos la enzima trabaja mejor a los 75 —-80
°C. Como cofactor requiere cationes divalentes como el Mg™".

Reaccion.- Taq DNA polimerasa
DNAQOH p DNA—(pdN)n + nPP;

Mg++
dATP, dTTP, dGTP, dCTP

Tetraciclina.- Bacteriostatico, inihibe la sintesis de proteina en procariontes
evitando la union del RNA t al sitio A de la subunidad pequena del ribosoma. La
tetracilina interfiere en el reconocimiento de los codones y en la terminacién de
la cadena peptidica.

Tris 2M.- Eleva el pH, manteniendo la estabilidad del fago y evitando su
desnaturalizacion.

Tween 20.- Ayuda a remover a las proteinas unidas de manera inespecifica al
antigeno, ademas de evitar que los anticuerpos se peguen al plastico, no inhibe
la actividad de la fosfatasa alcalina y la peroxidasa. Sin embargo puede
presentar un poco de fondo residual.

VCSM13 Fago ayudador.- Debido a que los fagemidos contienen solo el origen
de replicacion del bacteriofago filamentoso f1, y carece de todos los genes
requeridos para la replicacion y ensamblaje de las particulas del fago, se
requiere de un fago ayudador que provea las proteinas de replicacion y de
ensamblaje. El fago ayudador VCSM13 es particularmente adecuado debido a
que tambien contiene un gen que codifica para la resistencia a la kanamicina, asi
la kanamicina puede ser usada para seleccionar las E. coli que hayan sido
infectadas con VCSM13. Una mutacion en el origen de replicacion del VCSM13
provoca que la produccion del fago ayudador sea menos eficiente que la del
fago pComb3. Por lo que la adicion del fago ayudador VCSM13 a celulas que
han sido transformadas con el fagemido pComb3 va a producir una poblacion
mezclada de fagos en donde principalmente se encuentre fago pComb3.

Debido a que los fagemidos contienen solo el origen de replicacion del
bacteriofago filamentoso 1, y carece de todos los genes requeridos para la
replicacion y ensamblaje de las particulas del fago, se requiere de un fago
ayudador que provea las proteinas de replicacion y de ensamblaje. El fago
ayudador VCSM13 es particularmente adecuado debido a que tambien contiene
un gen que codifica para la resistencia a la kanamicina, asi la kanamicina puede
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ser usada para seleccionar las E. coli que hayan sido infectadas con VCSM13.
Una mutacion en el origen de replicacion del VCSM13 provoca que la
produccion del fago ayudador sea menos eficiente que la del fago pComb3. Por
lo que la adicion del fago ayudador VCSM13 a celulas que han sido
transformadas con el fagemido pComb3 va a producir una poblacion mezclada
de fagos en donde principalmente se encuentre fago pComb3.
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Reactivos y sus marcas

ABTS
2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline
-9- acido sulfonico)

Adyuvante de Freund’s completo

Adyuvante de Freund’s incompleto

Agarosa

Agarosa de bajo punto de fusion
Anticuerpo de conejo contra

gallina acoplada con fosfatasa
Anticuerpo contra fago M13 acoplada
con peroxidasa

Cebadores para anticuerpos de gallina
Células XL-1BLUE resistentes a
tetraciclina

Centricon 3000

DNA Ligasa T4
Amortiguador 5X para la ligasa

SIGMA
No. de catalogo A-1888

SIGMA
No de catalogo F5881

www.sigma.aldrich.com/order

SIGMA
No de catalogo F5506

www.sigma.aldrich.com/order

GIBCO-BRL #15510-019
GIBCO

Cat. 15517-014

SIGMA P-1379
Pharmacia Biotech
(Amersham)

cat. 27-8402A

Operon Technology INC.
WWW.operon.com
STRATAGENE #200268
AMICON Cat. 4202

GIBCO/ BRL cat 15224025
1unidad/ul



Enzima de Restriccion Sfi /
Amortiguador para la digestion

Estandar de tamafio de DNA
Glicerol

Kit de Preamplificacion para la sintesis
de cDNA de hebra sencilla

Transcriptasa Reversa SUPERSCRIPT Il
RNAasa H

Kanamicina

Marcador de tamafio y concentracién
para DNA:

Baja concentracion 200 ul

(4 ul/ aplicacion)

Alta concentracion 200 pl

(4 I/ aplicacion)

PEG 8000

Placa de poliestireno, fondo plano
y alta adhesion

PMSF
Primers para anticuerpos de gallina

p-nitrofenilfosfato
50 tabletas de 5 mg c/u

RNA-STAT
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New England Biolabs
# RO 123S

GIBCO- BRL

SIGMA G6279

GIBCO- BRL #18089

SIGMA K4000

Invitrogen
No de catalogo10068-013
No. de catalogo10496-016

SIGMA 2139

COSTAR EIA/RIA cat.3690
SIGMA P7626
Operon Technology

SIGMA
N-9389

TEL-test “B” INC. CS-110

P.O. Box 1421 *1511 County Road
129

Friendswood, TX 77546

Atencion al cliente (713) 482 — 2672
Para ordenar 1-800-631-0600

Tel (713) 482 — 2672



Taq PCR core Kit
Taq Polimerasa
Amortiguador para PCR
DNTP’s

Tetraciclina

Triptona

Triton

Trizma

Tubos con filtro .45 pm

Tubos para PCR con capacidad
de 0.5 ml
caja con 1000

Tween 20 (polyoxyethyleno-
sorbitan monolaurato)

Vector pComb3X
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QIAGEN
cat. 221223

SIGMA
13383

SIGMA
T9410

Pierce
cat.28314

SIGMA
T 1503

MILLIPORE
#UFC3 OHV 00

Gene Amp
No. de catalogo 801-0180
Tel 1- 800 — 327- 3002

SIGMA
P-1379

Donado por Carlos Barbas
Scribs Institute



