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NO DESISTAS

Cuando vayan
mal las cosas
como a veces suelen ir;
cuando ofrezca tu caminoe
sdélo cuestas que subir;
do teng poco
Pevro mmucho que pagar;
¥ precises sonreir

atun teniendo que llorar;
cuando ya
al dolor te agobie
¥ no puedas ya sufrir;
descansar acaso debes;

1 pero nunca desistir /.

R. Kipling.
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I. RESUMEN.,

Diferentes tipos de células del expresan en su membrana plasmatica

c de Ias 1 globuli a los que se denomina

receptores para Ia fr.
FeR's La union de plcjos anti icucrpo a estas receptores induce su agregacion,

lo que a su ver desencadena una serie de eventos intracelulares que van a desembocar en la

activacion de las funciones cfectoras de los anticuerpos, como citotoxicidad dependicnte de

liberacion de mediadores de la  inflamacion y  citocinas,

anticucrpo, fagocitosis,
proliferacion de linfocitos, regulacion de la produccion de anticuerpos, ct¢ La secuencia
precisa de los eventos bioquimicos intracclulares que estan involucrados cn la activacion de
las funciones efectoras, aun se desconoce Sin embargo, se sabe que la agregacion de los
FcR’'s induce la activacion o inactivacion de ciertas enzimas, la elevacion de la
concentracion citoplasmatica de iones Ca ?°, la hidrolisis de fosfolipidos de inositol, y la

fosforilacion de proteinas celulares La fosforilacion de cicrtos residuos on la protcina,

n, induciendo un cambio en su actividad catalitica (en ¢l caso de

puede modificar su func
enzimas), 0 bien en su capacidad de unirse a otras proteinas En ¢l mecanismo de
transduccion de sefales por receptores Fe, y por otros muchos receplores, la fosforilacion
de proteinas, en residuos de tirosina, cs un evento central. Esto ha sido demostrado al

observarse que sc pucde inhibir la respuesta celular con el uso de inhibidores de cinasas de

tirosina Los anticuerpos anti-fosfotirosina son una herramienta muy util, para estu,

cstos procesos pucs pucden usarse para;

-ldentificar si la activacion celular induce cambios en cl estado de fosforilacidon dec
proteinas.
-Aislar esas pr i para su izacion.

Este trabajo describe la preparacion y caraterizacion parcial de un anticucrpo

Lt o s " .

monoclonal especifico para irosina, y su en el

de la tr

de sefales por receptores de Igs.



11, INTRODUCCION.

15. 1. Inmunoglobulinas.

En los animales vertebrados, cxisten células y moléculas que de mancra colectiva y

4inad q

coor resp a la pr ia de sub id como cxtrafias al

organismo, a esta respucsta se e conoce como respuesta inmunce De forma gencral, una
substancia reconocida como extrafa (antigeno) es captada por cclulas especializadas del

sistema inmune (linfocitas, macrofagos) que llevan a cabo mecanismos efectores con el fin

de mantener 1a integridad del or; tsmo Al co a diar y caracterizar la respuesta

inmune, sc 0 que participab tanto moleculas solubles presentes en suero, como
células, postulindose asi la division entre respuesta humoral y celular Ahora se sabe que

ambas son clementos que no funcionan separadamente $i KO en conjunto

Los factotes humorales son las inmunoglobulinas (anticuerpos), que son producidos
por linfocitos B activados Por otro 1ado, los linfocatos T cooperan en la produccion de
anticuerpos y pueden participar en reacciones de citotoxicidad, hipersensibilidad, etc

Todas éstas respucstas son iniciad por el 1 imiento de antigenos, en el cual

intervienen la especificidad, diversidad y memoria de la respucsta inmune Esto lleva a la
activacion de los linfocitos que reconocen especificamente al antigeno Primero. las células
proliferan, expandiéndose las clonas dc linfocitos antigeno-especificas, amplificandose de

esta manera la rfespuesta Segundo, los linfocitos sufren una diferenciacion, celulas cuya

funcién primaria era reconocer al antigeno ahora son célul fe as que ayud. a

climinar antigenos

Nuestro intcrés csta enfocado cn ¢l estudio de anticuerpos que scran usados como

herramicntas para investigar la tr d ton de 1 intracclulares. Es entonces

fundamental conocer y entender las caracteristicas estructurales y funcionales de estos

1

de la resy a humoral



il 1.1, Estructura de las Inmunoglohulinas,

Los i Mos son molécul

formadas por dos tipos de cadenas polipeptidicas
adas idénticas (PM 50,000-70,000) y dos cadcnas ligeras sin

glucosilar también identicas (1M 25,000) Las cadenas pessdas estan unidas entre si a

traveés de enlaces covalentes disulfuro (entre residuos de cisteina) y cada cadena pesada se
encuentra asociada a una cadena ligera también a traves de un enlace disulfuro (Figural)
Los dos tipos de cadena estan formados por una serie de unidades homologas (de
aproximadamente 110 aminoacidos) llamados dominios de inmunoglobulina (1) Todos
los dominios de inmunoglobulina tienen 1a misma estructura compacta, globular formada
por cadenas de hojas beta-plegadas  Otras proteinas tienen dominios estructuralmente
similares por lo que todas estas moleculas forman pante de la super-famihia de las
inmunoglobulinas l.as diferentes clases de anticuerpo tienen una region extra llamada
*region de la bisagra™, con una conformacion mas tlexible, susceptible a proteolisis y que al
parecer tienc un papel biologico importante, permitiendo un mejor acoplaniento del
anticuerpo con el antigeno las secuencias aminoterminal de las cadenas ligeras v pesadas
varian mucho entre moléculas, se les conoce entonces como regiones variables (V). siendo

Vi ¥y Va las regioncs variables de las cadenas ligeras y pesadas, respectivamente

contraste, las regiones constantes (C) se encuentran hacia cl extremo carboxiterminal de la
cadena (Fahey, 1906, Franklin, 1964, Cohen, 1967, Abbas, 1994, Roit, 1994)

En la asociacion entre las cadenas panticipan tanto enlaces covalentes como
inter i §

f.a estructura basica formada por 2 cadenas pesadas y dos
cadcnas ligeras se conoce gracias a estudios de proteolisis L.a papaina permite obtener tres
fragmentos, dos de los cuales siguen reconociendo al antigeno y son llamados Fab
(fragment, antigen-binding). y un tercero llamado Fe (fragmento cristalizable) que es
cristalizable. La digestion con pepsina origina un fragmento bivalente Fab que contienc la

region de la bisagra y si los enlaces disulfuro intracadena permanccen intactos, sc le llama
entonces F(ab'):



Dentro de 1a ia de inoacidos de cada region variable, sc distinguen tres

regiones llamadas hipervariables Las tres regiones hipervariables de la cadenas ligeras y

las tres regiones hipervariables de la d ¥ d sc y Je cn el 3e
tridimensional de tal manera que forman una estructura complementaria a la conformacion
tridimensional de) antigeno  Se crea entonces un sitio de union al antigeno formado por las
regiones hipervartiables o CDR's (Complementarity-determining regions) (Figura 2) Las
diferencias en la secuencia de aminoacidos que forman los CDR’s de cada anticuerpo
resultan en la estructura unica del sitio de unian al antigeno, que determina la especificidad
de los anticuerpos (Pressman, 1968) En gencral los anticuerpos tienen dos sitios identicos
de union al antigeno (paratope) pero algunos anticucrpos como la IgA y 1a 1gM polimericas

tienen mas de dos

En el humano y el raton existen dos tipos de cadenas ligeras, « y 2. Las inmunoglobulinas
se¢ clasifican en cinco clases segiun sus caractensticas fisicoquimicas, propiedades
biologicas y estructurales  1gM, IgG, 1gD, IgE vy IgA (Tabla 1) La clase de

i lobuli esta determinada por el tipo de cadena pesada y se le conoce como

isotipo. La IgA y la IgG en ¢l humano, pueden dividirse en subclases o subtipos, llamados
1g8A1 y IgA2, ¥y IgGI, IgG2, 1gG3 y 1gG3, respectivamente En ¢l ratdon encontramos los
mismos isotipos de inmunoglobulinas pero la IgG oesta dividida en las subclases 1gGl,
18G2a, 1gG2b y IgG3 Entre las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas de un mismo
isotipo existe una gran similitud cn la secuencia de aminoacidos en su region constante
(1gG1, 1gG2, 1gG3, .) mientras que entre las distintas clases de inmunoglobulina (1gG.
IgM, IgE, ) observamos una gran heterogencidad, en la misma region (Spicgelberg,
1974)

Otra fuente de heterogencidad esta dada por cambios en la secuencia de

aminoacidos (uno o dos inoacidos) en las cad pesadas y ligeras de las Igs provocado

por los distintos alelos que codifican para los genes de las inmunogiobulinas Sc habla
entonces de alotipos de las Igs, dados por las diferencias généticas que existen dentro de
una misma ecspecie Estos alotipos proveen marcadores genéticos importantes siendo el

grupo Gm de la 1gG ¢l mas importante en humanos



Fadra

Figura 1. Estructura de una molécula de inmunoglobulina. (a) Diagrama esquematico
de la IgG (b) Diagrama basadu en un modelo indicando la localizacion de funciones
log! (Dr A Fei ) ¥y 1a relacion entre los fragmentos Fab y Fc -en gris claro y

obscuro, dos cadenas pesadas y en gris moteado, las cadenas ligeras

*



Por otro lado, cxisten caracteristicas quc determinan la especificidad de cada

anti po y son It das caracteristicas idiotipicas  Estas se encuentran localizadas en la

region hipervariable asociadas a las regiones variables de Jox anticucrpos Existen sucros

ant

diotipicos que estin cobrando importancia debido a teorias que proponen que el
sistema inmunc pudicrn estar regulado por interacciones idiotipo/anti-idiotipo Por otro

lado, se estd demostrando su utilidad como herramienta bioquimica o terapéutica

Podemos encantrar dos hpos de inmunoglobulinas, las que son secretadas y se

encucnatran en sucro y secreciones, y las gue estan asociadas a la membrana de celulas y

tienen funcion de receplor de celulas BB fas secuencias de las cadenas pesadas de los dos
tipos de Ig's son casi idénticas con una variacion en ¢l extremo carboxiterminal de la
proteina  Las inmunoglobulinas de membrana estan asociadas a la membrana a través del

extremo  carboxiterminal de la cadena pesad.

. ¢l cual tiene un mayor namero de
aminoacidos que la g secretada, la mayoria de caracter hidrofobico que permiten que la g

de brana per C. bebida en 1a hicapa lipidic

11. 1.2. Interaccion an

groo-antlicuerpo,

Para describir la union anticuerpo-antigeno debemos cstudiar sus caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas

Sec conoce ahora, a partir de estudios cristalograticos que los anticuerpos reconocen
determinantes antigenicos o cpitopes del antigeno. cc

¥ 125 a Sus T

" CDR

(Padlan, 1994) Un par de regiones variables V-V, con scis “loops™ hipervariables (tres de

cada cadena ligera v pesada, respectivamente) formian el si

o de union al antigeno Esta
superficic de union es altamente variable en  sccuencia, tamafo y conformacion,

permitiendo de esta mancra una enorme diversidad de combinaciones con diversos

antigenos, a través de variaciones cn la forma y naturaleza de la superficic de contacto
(Figura 2)




)
Reion constante (C} Regon vanabe (V)
&

Figura 2. Estructura del sitio de union a antigeno de la cadens ligera de un
anticuerpo La figura ilustra la estructura globular de cada dominio y la formacion del sitio
de union Las tres regiones hipervariables (CPDRs) que sobresalen hacia la derecha, estan
marcadas con Jos aminoacidos 26 (CDR1), 68 (CDR2) y 96 (CDR3) (Tomado de

Edmunson y col , 1975)

El sitio dc combinacion tiene un alto numero de aminoacidos capaces de formar
puentes de hidrogeno (como la tirosina, treonina v serina) que intervicenen en la union al
antigeno Ademas puede tener aminoacidos con carga neta, que contribuyen a la union
antigeno-anticuerpo a traves de enlaces clectrostaticos deébiles. Se requieren entonces de

intcracci no-coval P de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, enlaces

hidrofobicos ¢ inter 1iones el aticas debiles para la union anticuerpo-antigeno
Ademas de las interacciones hidrofébicas, parece ahora tomar importancia un cambio
conformacional que se da despues de la union del antigeno al anticuerpo (Colman, 1991,
Davies y Chacko, 1993, Wilson y Stanficld. 1993) Las uniones antigeno-anticuerpo son
generalmente estables en un rango amplio de pH (4-9) y de concentraciones de sal (NaCl
001-0 1 M) Generalmente se requieren condiciones desnaturalizantes para romper ésta
hidrocloridrica 6 M y urea 9 M)

union (pH entre 3 y 10, tioci. 3 5 M, guanidi

Para comprender las propiedad fisi imi de la unidn anticuerpo-antigeno
prop q P! B

debemos de considerar un sistema cn el cual el antigeno es monovalente (hapteno simpie) y



.

todos los i pos son especi para csc antigeno ] i que las en

h do const . for y disociandose p

tuciéon estan
anticuerpo, hasta alcanzar un equilibrio dinamico La afinidad s una medida de la fuerza
de union entre el anticuerpo v el antigeno, y se puede definir a través de la constante del

equilibrio de asociacion (Ka) de la reaccion de asociacion que se muestra a continuacion
] i,
Ab + H AbH
p————
‘J\I,L, L4 ‘)1)1
scgun la ley de accion de masas K, = Lant]
“ T las)]
en donde | Ab] es la concentracion molar de sitios libres de combinacion en el anticuerpo y
[#7] 1a concentracion molar de antigeno libre  Si la interaccion entre cste antigeno y cf

anticuerpo tiene una alta afinidad, e! cquilibrio sc desplaza hacia la derecha y la Ka

2 A una acion de antigeno dada [II‘ ] en donde la mitad de los sitios del

anticucrpo se encucntran unidos al antigeno, podemos decir o siguiente

{AbI]=[ab}. entonces K, - ‘.I’” ]

es decir la constante de afinidad Ka ¢s igual al reciproco de la concentracion de antigeno
libre en el punto en que la mitad de los sitios del anticuerpo estan ocupados De aqui se
desprende que a una mayor afinidad. sc neccsita una menor cantidad de anugeno para

saturar la mitad de anticuerpos lLa afinidad también pucde darse en ténminos de la

de di iacion Kd en la ion de di iacion siguiente
c—,
AbH —= Ab+ H

Ka es el reciproco de Ka, es decir 1/Ka, por lo tanto a una mayor afinidad, Kd disminuye
Las unidades para Kd son Moles/L. (M), Ka tendria unidades de M™'  Las constantes de
disociacion varian desde 10°° M hasta 10°'° M, los valores mayores a 10 M probablemente

no tengan mucha importancia biologica




El valor de Ka ecsta relaci do con el bio en la energia libre (AG del sistema)

por un lado entre ¢l yecl po cn do libre y por el otro, en el complecjo

segun la ccuacion: AG = -RTInK,

R siendo la constante universal de los gases, 7 la temperatura absoluta y In logaritmo

natural.

Existen distintos métodos para determinar la de afinidad, como <j 1

se encucntra la dialisis en equilibrio, la inmunoprecipitacion, el ELISA » métodos

fluorescentes (Friguet y col , 1985)
fl. 1.3. Funciones bhiolégicas de los anticuerpos.
Las cadenas ligeras son importantes en la determinacion de la especificidad de los

anticucrpos de esta manera forman parte de la funcion biologica de estos, pero son las

cadenas pesadas, las responsables de la funcion efectora de los anticuerpos  Las secuencias

compartidas son las responsabies de las propiedades fisi imicas y antigeni similares

de los anticuerpos del mismo isotipo, por lo tanto diferentes tunciones efectoras de los
anticuerpos son mediadas por distintos isotipos y subtipos Las inmunoglobulinas son
moléculas bifuncionales, ¢l Fab permitiendo la union al antigeno ¥ ¢l Fe responsable dc las
funciones efectoras l.as siguientes funciones cfectoras estan mediadas por el Fc de las
inmunoglobulinas
a) Funciones mediadas a traves de la union de los anticuerpos a sus receptores para Fe

® Hipersensibilidad inmediata liberacion de mediadores de la inflamacion por medio

de la activacion del FceRI (se discutira en detalles en otro capitulo)

@ Opsonizacion de particulas (células, bacterias, etc) para facilitar su fagocitosis (a

través del ¢ imi o de i pos 1gG por los receptores FcyR'™s)

- Ci icidad celular dependi de anticuerpo (ADCC) que permite climinar
células recubiertas de anticuerpo 1gG que se unen a los receptores FoyR's y permiten

1a lisis de la célula “blanco™



B Regulacion de células B, o inhibicion de la acti ion de célul
de los FoyR's

B a través

b) Activacion del Complemento por la via clasica, a través de Ia union del componente
Clq a la porcion ¥Fce de complejos de 1ght o 1gG
€)

Inmunidad nconatal mediada por la 1gG por el paso transplacentario de 1gG



de ratén (tomado de Goding, 1996).
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I 1.4, Genética de Inmunoglobulinas.

d tobul

dec las i

L.os genes que codifican para las cadenas ligeras y p
estan localizados en diferentes cromosomas, tanto en cl ratéon como en el humano (Figura
3). Se distinguen 3 complejos o agrupaciones de genes (locus) el complejo que codifica
para la cadena ligera x, ¢t de la cadena A y uno para las cadenas pesadas (Brack, 1978,

Roitt, 1994, Abbas, 1994) En este caso nos enfocaremos a los genes de lgs detl raton

El complcjo x esta formado por un gen para la region constante y varios genes para
la regién variablc. Los gencs de 1a region variable constan de tres partes: en el extremo 5°
cncontramos un primer exon que codifica para cl “péptido lider”, le siguen los genes que
codifican para el dominio variable de la cadena, v finalmente aparecen los genes de union
o genes )" que codifican para los ultimos aminoacidos de la region variable. Después de

cierta distancia aparece ¢l gen que codifican para la region constante (Figura 3)

El complcjo 3. contiene 4 genes para la region constante y solo 3 genes para las
regiones variables. En este caso los genes J estan intercalados entre los distintos genes de

las regiones constantes (Figura 3)

El complcjo de las cadenas pesadas contiene cientos de genes para las regiones
variables, de 4-6 genes J v un wen para las regiones constantes de cada clase de cadena
pesada Todas las clases comparten los genes de las regiones variables Cada gen para la

region constante esta dividida en segmentos, cada segmento codificando para un dominio

de 1g distinto Ademas dec los genes J (y sOlo pr en este complcjo), sc an
varios genes de diversidad (D) Estan situados entre los genes variables y los genes J de la
cadena pesada y codifican para la mayor parte de la tercera region hipervariable de las

cadenas pesadas (Figura 3)
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Figura 3. Organizacian de lox genes de inmunoglobulinas de ratén. Los nimeros en
italica representan la longitud aprox de los segmentos de ADN cn kilobases (Kb). Los
asteriscos indican pscudogenes no funcionales Cada gen €y, esta representado como un
rectangulo compuesto de varios exones, solo se muestra la estructura de cxones para la
cadena p los segmentos de genes estan indicados de la manera siguiente. [, lider
(secuencia lider), §°. variable, /2, diversidad, ./, union, €7, constante. (Tomado de Abbas,
1994)
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Medi i s de recombi ioOn dec los genes de inmunoglobulinas, sc

pucde generar la gran diversidad de anticuerpos El mecanismo es complicjo y requiere de
varias ctapas mencionadas a continuacion (Kataoka, 1980, Kim, 1981, Abbas. 1994 y Roitt,

1994)

El rearreglo del ADN en los loci de los genes de Igs sc da en un orden preciso Para

cada molecula de inmunoglobulina, el prinier rearteglo ocurre en los genes que codifican

para la cadena pesada, c involucra la union de un » D con un seg J con la
delecion del ADN que se encuentra entre los dos segmentos (el ADN que se encuentra
antes y despues de los segmentos unidos permanece intacto) El sigutente paso involucra la

union de uno de los genes V al complejo D), lo cual da como resultado el gene VDI (ocurre
B 3} B

en células precursoras que seran linfocitos HB) este paso todos los segmentos

comprendidos entre D v el gen variable son eliminados imeversiblemente Un gene de la

region constante no es scleccionado sino hasta ef procesamiento del transcrito primario del
ARNmM (mediante “splicing™ del intron entre el complejo VDI y el gen mas cercano de la
region constantc), obteniéndose finalmente una proteina 3t en el citoplasma de la celula,

hibe el

fenotipo del lintocito pre-B Si el rearreglo de la proteina p tuc productivo, se
rearreglo del alelo del otro cromosoma (exclusion alélica), ademas de que se estimula el

rearreglo de los genes de las cadenas ligeras

Este siguiente paso consiste en la union de un segmento V con un segmento J de

uno de los alelos x, formandose el complejo VI que se encuentra scparade de la region

constante por un intron Mediante ¢l “splicing”™ del intrén del transcrito primario, se une el
gene constante al complejo VI, formando ¢l ARNm que dara origen a la cadena x. Si el
rearreglo es productivo la cadena ligera formada se ensambla con la cadena ¢ en el reticulo
endoplasmico para formar la molecula de IghM de membrana La expresion de IgM de
membrana es una caracteristica fenotipica del linfocito B inmaduro De la misma manera,
el rearrcglo de la cadena ligera x (casi siempre ¢l primero) inhibe el rearreglo del alelo del
otro cromososna (cxclusion alélica) pero ademas también inhibe ¢l rearreglo del gen A
(exclusion del isotipo de la cadena ligera) [.a célula tiene entonces cuatro posibilidades de

rearreglos productivos de la cadena ligera (dos de cada cadena x o A) Como sc menciono



anteriormente, estos rearreglos involucran i de elimi ion de ADN cnirc varios
segmentos de genes, seguido por una uniéon de los segmentos de interés; el ADN escindido
es climinado por lo que los complejos VDJC y VIC formados inicialmente permanccen y
son los que dan lugar a la molécula de Ig Esta “srecombinacion™ la llevan a cabo enzimas

llamadas recombinasas quc despucs de T pecificas (secuencias de

heptameros ¥y nonameros) entre los genes Vv J (igual para DJ y VDJ), escinden el

segmento de ADN que no es ¢l importante y uncn los segmentos de genes V y J requeridos

Para la gencracion de la diversidad de anticuerpos (la creacion del repertono de

anticuerpos) contribuyen distintos mecanismos gencticos

® Multiples genes germinales la existencia de varios genes V oger (con
distintas) para las cadcnas pesadas y ligeras contribuye a las diferentes especificidades
de los anticuerpos Ademas los distintos genes J y ID que codifican para algunas

i bl

porciones del sitio de union a antigeno, t SON resy de generar diversidad

® Diversidad ¢ b oria fa combi hn al azar de diferentes segmentos de genes VD
y J genera diversas especificidades de anticuerpos Cada clona de células B y su
progenic expresa una combinacion unica de genes VD y J La mayor diversidad se
encucntra en la union de las regiones V y C de ambas cadenas ligeras y pesadas que
forman la tercera region hipervariable o CDR3 (que es una porcion importante para la
union detl antigeno en la molécula de Ig) Cada clona de células B produce un solo sitio
activo

@ Diversidad de union

- Rearreglo de ADN impreciso (la recombinacion entre las secucncias de
nucledtidos de los genes V, J y D puede llevarse a cabo en varios nucleotidos en la
sccuencia germinal, dando lugar a que aun usando la misma combinacion de genes
se genere un sitio diferente)

- Diversificacion de la region “N” adicion de nuevos nucledtidos en la union de
genes VJ o VDJ rearreglados mediante un proceso al azar que lleva a cabo una

transferasa TdT (o0 Desoxyribonucleotidil terminal transferasa)



® Combinacion de diferentes cad tigeras y § cn distintas células B dado que la
del

antigeno, cada bi ion de cad s da y ligera, genera un sitio de union

" .

region variable de cada una dc las que particip en ¢l reccono

diferente
@ Mutaciones somaticas en los genes V. éstas mutaciones pucden producir cambios en la

especificidad del sitio de union al antigeno

L.a hipotesis de la seleccian clonal, propuesta por Bumnct en 1957, explica porque cl
sistema inmune produce respuestas especificas para el antigeno inmunizante. generando la
diversidad de los anticuerpos e los mecanismos gencticos mencionados anteriormente, se
desprende que cada individuo contiene maltiples clonas de linfocitos, cada clona derivada

de un solo precursor y conteniendo el mismo receptor, distinto para cada clona Cuando el

fa por primera vez un antigeno, este es reconocido por una clona
pre-existente de linfocitos B inmaduros que expresan IgM e IgD de membrana La
activacion de 1a clona de celulas B lleva a la produccion de anticuerpos y a la gencracion de
celulas B de memoria Despucés de ser estimulada por el antigeno, 1a célula B pierde la IgD
y empicza a secretar Ighf Este polimero pentamerico permite una unién fuerte al antigeno

(aun cuando su afinidad sea baja, la avides de la IgM es alta). ademas de que activa

i 1

al cor

3 o Esta respuesta se da a los 2-3 dias despuds del primer
contacto con ¢l antigeno y es llamada respuesta primaria (Figura 4) Despues de un nucvo
contacto con ¢} antigeno y con la participacion de citocinas producidas por los linfocitos T,
se da la respuesta secundaria Sc lleva a cabo un cambio de isotipo de Ig o “switch™, la
célula B sccreta ahora otra clase de inmunoglobulina (principalmente IgG) con la misma
especificidad L.a IgG tambicn activa complemento ademas de que ayuda a la fagocitosis y
ala ADCC. El mecanismo para ¢l cambio de isotipo de la cadena pesada esta dado por una
recombinacion del segmento VDJ previamente rearreglado, con un gene de la region
constante (el ADN entre los segmentos cs eliminado) Las citocinas producidas por los
linfocitos T intervienen en la proliferacion de las células B y en la produccién de
anticuerpo, en cste Gltimo caso, las distintas citocinas (JL.-4, IFN.y,...) pueden inducir

sclectivamente el “switch™ a un isotipo particular de Ig



Durante la respuesta secundaria, los genes de la region V de las cadenas pesadas y
ligeras sufren mutaciones somaticas al azar, que son las responsables de la maduracion de
Ia afinidad de los anticuerpos Se van seleccionando las células que sufrieron mutaciones en
estos genes, y cuyas Igs de membrana ticnen mayor afinidad para unirse al antigeno cuya
concentracion va disminuyendo en ¢ organismo Con ¢l tiempo y ¢l constante contacto con

el antigeno, los anticuerpos producidos tienen cada vez una mayor afinidad, es decir que

interacciuonan mejor con su antigeno Esta respuesta s cntonces mas rapida, mas vigorosa y

cficiente Si no existieran mas contactos con el antigeno, la resy avadi inuyendo pero

permancecen celulas B y T de memoria {memoria inmunolégica) que sobreviven afos y que

pueden ser activadas y proliferar al entrar en contacto con el antigeno
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gura 4. Maduracién de In afinidad Respuesta primaria (IgM) y respucsta secundaria
(1gG) La concentracion relativa de anticuerpo es 1a presente en suero (tomado de Goding,
1993)



11. 2. Anticuerpos monoclonales.

1. 2.1. Generalidades.

Un inmunodgeno, aun con un grado alto de pureza, tiene varios determinantes
antigénicos o cpitopes. que durante una respucsta inmune, son reconocidos por una mezcla

heterogenea de anticuerpos (respuesta policlonal), cada uno de ellos dirigido en contra de
con

un cpitopc (ademas, pueden cxistir varios anticuerpos que intcracci con un epitop
tlulas originadas de

distintas afinidades) Los anticuerpos ] les producid: por
una clona anica de linfocitos 1. estaran dirigidas en contra de una sola region del antigeno,
no importando la pureza de éste ultimw En el ado de 1975, Kohler y Milstein, basados en
estudios de tumores de celulas plasmaticas (micloma) y fusiones celulares, repartaron la
generacion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales con la especificidad

descada (Kohler y Nilstiein, 1975, 19706)

La inmortalizacion de celulas productoras de anticuerpos especificos para un
determinado antigeno es posible mediante la fusion de las celulas plasmaticas de un raton

do con ese 10 con células de micloma (células transformadas que sc pueden

cultivar sn virro) (Figura 6) lLa fusion de las membranas celulares, mediante el virus
Sendai, polictilenglicol (Pontecorvo, 1976, Galfré y Milstein, 1981) o un pulso eléctrico
(Hewish y Werkmeister, 1989) permite obtener células multinucleadas o heterocariontes
Los nucleos de los heterocariontes se fusionan y después de una division, las células

28 poco bl picrden cromosomas (Ringenz y Savage, 1976, Abbort y

Povey. 1995) Los hibridos se scleccionan mediante crecimiento en medio HAT que
conticne aminopterina, un antagonista del acido folico que bloquea la sintesis de guanosina
s pero involucra a la enzima HGPRT

(Figura 5) Existe una ruta que permite ésta sinte:
(hipoxantina guanina fosforibosil transferasa) Las células de bazo que contienen HGPRT,
solo crecen unos dias en cultivo y las celulas del mieloma no contienen HHGPRT (fueron

1 i das con 8-a ina) por lo tanto, anicamente las células hibridas resultantes de




1a fusion entre células de bazo y células de miel pued htiplicarse en medio con
aminopterina o medio HAT (Littleficld, 1964)
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Figura 5. Vias metabdlicas en la scleccién de hibridos. L.a scleccion sc realiza en medio
HAT gquec conticnec hipoxantina, aminopterina y timidina lLas celulas de bazo no son
inmortales La aminopterina bloquea la via normal para la sintesis de nucleotidos y
ribonucleotidos (*) por lo que tas celulas de micloma (inmortales) que no tienen HGPRT
(fucron seleccionadas en medio con 8-Azaguanina) no crfecen en cste medio HAT. Las
células inmortales, resultantes de la fusion, pucdcen sintetizar ADN y ARN  pucs poscen la
HGPRT (Tomado de Goding, J ., 1993)

Los hibridos o hibridomas obtenidos deben de ser clonados (en agar suave o por
dilucion limitante) para asegurar la monoclonalidad de los anticuerpos Finalmente los
hibridomas son crecidos en cultivo celular © como tumor en la cavidad peritoneal de

ratones, a partir de los cuales sc obtienen los anticuerpos monoclonales
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I1. 2.2, Usos de los anticucrpos monoclonales.

La posibilidad de gencrar anticuerpos homogdnecos en cantidades virtualmente
lia de apli i de los ] pos I ]

ilimitadas, abrioé una gama muy ¥

como se discute abajo

Los distintos usos de los anticuerpos monoclonales, podemos dividirlos en

aplicaciones terapéuticas y como herramientas en diversas técnicas bioquimicas para la

investigacion

Iin un inicio, el uso de los anticuerpos monoclonates estaba restringido al
diagnadstico en diferentes laboratorios, como reactivos especificos para la identificacion de
bacterias y otros patogenos tanto en ¢l area clinica como en la

parasitos, virus,
logica, una de las aplicaciones mas importantes

S

investigacion. En la i
que han tenido, a sido la gencracion de diferentes anticuerpos m

K les quer

moléculas de membrana de distintas celulas, los cuales han permitido la identificacion y
sta molecutas de

scparacion dc poblaciones celulares para ¢l estudio de sus funciones |
membrana (moléculas CD o Cluster Differentiation) son numeradas de la misma manera en
todo el mundo Asi mismo, en cf diagnostico de investigacion, los monoclonales tambicen sc

usan para identificar otro tipo de proteinas celulares como oncogencs, receptores, factores
de crecimiento, mensajeros,

En cuanto al uso en la clinica, ademas del diagnostico de enferinedades cabe

mencionar la imponancia de los anticuerpos monoclonales para cl desarrollo de los
ibl para la d ion de aditivos en

sistemas cstandarizados o kits, cada vez mas

alimentos y bebidas, trazas de drogas y medicamentos, y de material potencialmente

explosivo. etc

En ¢l caso del diagnéstico clinico, uno de los usos de los anticucrpos monoclonales

es en imagenologia para dctectar tumores, sitios de inflamacion ¢ infecciones. Este
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diagnostico consiste en emplear un anticuerpo marcado radioactivamente, quc sca

especifico para igenos tu 1 dlulas que intervienen en la respucsta inflamatoria y
moléculas que sean caracteristicas de infecciones Es importante entonces tomar en cucnta
para cada sistema, tanto a la molécula acarreadora (¢l anticuerpo monoclonal) como al
radioisotopo La inmunoglobulina no debe tener actividad biologica que pueda provocar
cfectos secundanos, para el radioisotopo se deben considerar vida media corta, emision
uso dc los anticuerpos

reducida, toxicidad minima y metabolismo conocido
dSA v la inmunoclectroforesis es cada vez

monoclonales en inmunoecnsayos como cf B

mayor y permite una mayor sensibilidad en la medicion de proteinas de importancia clinica

Los anticuerpos monoclonales revolucionaron 10s inmunocnsayos. ademas de que
establecieron nuevos métodos para la invesuigacion Para entender el uso cada vez mayor de
los anticuerpos monoclonales, es necesario mencionar las ventajas y desventajas de estos

anticuerpos, para después P al s ©f plos det uso de ellos como herramienta

bioquimica lLa obtencion de anticuerpos homogencos especificos para un antigeno impuro,
esto en grandes cantidades y facil de purificar con buenos rendimientos, permitio realizar
métodos cada vez mas sensibles y con una menor union incspecifica Ademas sc obtienen
mas facilmente fragmentos F(ab'): que reducen la interferencia en el ensayo de otras
sustancias que pudieran unirse por ¢l Fc Los anticuerpos monoclonales no forman buenos
complcjos de precipitacion y en algunos métodos su alta especificidad puede no reconocer

pequeilas variaciones que ocurren en epitopes labiles

La scnsibilidad de los ensayos ha sido considerablemente aumentada gracias al uso
de los anticuerpos monoclonales y al acoplamiento de varias moleculas a este anticuerpo
Se utilizan cada vez mas distintos compuestos acoplados al anticuerpo como son cnzimas
(fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano), moléculas Auorescentes (fluoresceina) moleculas
lumini (isoluminol, acridinium) y otras sustancias que actaan indircctamente

(avidina, estreptavidina, biotina) Las técnicas mas utilizadas son las de RIA
(Radioinmunoensayo introducido por Yalow y Berson, 1960) ¢ IRMA (ensayo
1 di etrico o técnica de sandwich, introducido por Addison y Hales, 1971) con

sus distintas variantes
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dologi cstan surgicndo gracias a los

Una nucva generacion de inmu yos y
anticuerpos monoclonales, tanto como herramientas para la investigacion como para
laboratorios clinicos y, en un futuro podemos esperar un mayor uso dec anticuerpos

manoclonales en darcas de monitoreo ambiental y analisis de alimentos

Secria crronco pensar que los anticuerpos monoclonales reemplazaran a la scrologia
dado, por cjemplo para la

convencionsl. El uso de los monoclonales no es reco
detecciéon de antigenos desnaturalizados o alterados La fina especificidad, el grado de
reactividad, la afinidad y las propicdades tisicas de los anticuerpos monoclonales pueden
ser seleccionados para las necesidades individuales, de tal forimma que, al menos en teoria,

es posible obtener un anticuerpo monoclonal idonco para cada aplicacion

Por otro lado, las aplicaciones lerapeuticas de los anticuerpos monoclonales son
cada vez mas prometedoras, aun cuando existen muchos obstaculos por vencer y
descubrimientos por realizarse En teona, los anticuerpos monoclonales pueden llegar a
sitios especiticos en ¢l cuerpo humano, de esta manera pueden realizar las funciones que

nosotros deseemos en lugares localizados Es entonces que se deben considerar ciertos
criterios en la seleccion de un anticuerpo monaoclonal, dependiendo de [a funcidn que este

va a cumplir Un anticuerpo monoclonal que puede no funcionar para tratamiento. pucde

ser atil en diagnoéstico

ter: i cs

La utilizacion de los anticuerpos monaoclonales en pr
diverso Existen diferentes estrategias  posibles para aprovechar los anticuerpos
os dc enfermedades humanas (Tabla 2) La primera consiste en

En este caso el anticuerpo

1

les en tr
enfocar una respucsta inmune contra un sitio cn especial
monoclonal con actividad bioclogica se une a la célula “blanco™ y permite que se fije el
complemento. lo cual resulta en la lisis directa (por el complcejo de ataque de la membrana)
s por células competentes) y provoca la destruccion de la

o indirecta (opsonizacion y
celula Los factores importantes quc se deben de considerar son la expresion del antigeno
ifico ¢l anti po) su ibilidad. heterogeneidad, densidad,

{(para el que es P
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estabilidad; caracteristicas farmacocinéticas del anticuerpo y caracteristicas del tcjido

“blanco™: vascularidad, volumen sanguinco ¢ integridad de los epitelios

Tabla 2. Uso de anticuerpos monocionales: estrategias terapéuticas en humanos

(Tomado de Goding, 1996)

1. Por su actividad inmunologica intrinseca

Lisis por complemento
Opsonizacion por complemento
Neutralizacion
Aclaramiento
ADCC

por células NK

por neutrofilos

por monocitos

2. Como vchicuto para
Radioisotopos

Atomos estables

Medicamentos

Interleucinas, factores de crecimiento
Toxinas

Protcinas y enzimas

Moléculas reguladoras
Liiposomas

3 Por su funcion reguladora en

Hormonas

Factores de crecimiento
Interleucinas

Moleculas reguladoras
Idiotipos de superficie (Bo T)
Receptores

4 Como vacuna

Antiidiotipo
Adjuvante

S Por su intervencion farmacologica

Alterar la farmacocinetica

Alterar la biodistribucion

Cambiar las propiedades de léculas
Depuracion de otros anticuerpos

La segunda estrategia es la de utilizar al anticuerpo como vehiculo de moléculas que

deben llegar a sitios especificas 1 vive Sc deben de considerar para cada tratamiento, tanto

las propiedades farmacologicas del anticuerpo como las de las moléculas que estan siendo

transportadas



l.a tercera estratcgia consistc cn utili POs Ma 1 1 que
moléculas o receptores que son de importancia critica en la regulacion de funciones
celulares Primero se deben conocer los mecanismos que intervicnen en la regulacion para
jespués poder 1ul

nucvas vacunas, principalmente del uso de los anticuerpos monoclonales antiidiotipo  Estos

1t de manera positiva o negativa La cuana estratcgia habla de las

anticuerpos reconocen el idiotipo de anticuerpos contra ciernto antigeno y parecen mimetizar
ese anugeno  Sc oeostan realizando estudios para tntentar inducit una respucsta inmunc
protectora a traves de una inmunizacion con estus anticuerpos  Se cree tambien que estos
anticuerpos pueden regular ls respuesta inmune como o propuso Jeine en 1973 Finalmente
Ia altima cstrategia es la de eliminar del organismo (depuracion) ciertos compuesios y
alterar las propiedades de otras moleéculas 1os anticuerpos pucden ser usados para variar la

vida media en suero de medicamentos, cambaar la biodisponibilidad, etc

A continuacion se presentan ejemplos de enfermedades en las cuales ¢l tratamiento

con anticucrpos monoclonales parece prometedor (Tabla 3)

Necesarno invest

mecanismos ¢ interacciones involucradas en las enfermedades y ¢l agente terapeutico, asi

como nuevas tecnologias que lleven a la aplicacion en un futuro, de los anticuerpos

monoclonales como herramienta terapéutica

Una limitacion actual es que ¢l uso de anticuerpos monoclonales murinos puede
inducir una respucsta inmune en contra de los anticuerpos Para climinar este inconveniente
se esta tratando de establecer una metodologia para producir anticuerpos monoclonales
humanos
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Tabla 3. Apli ioncs terapé de los anticuerpos monoclonales en enfermedades
h (T jo de Campbell. 1991, Birch y col, 1995)

Enfermedad Estrategia terapéutica

Cancer -Respuesta inflammatornia localizada en células

-tumores solidos (inclanoma, carcinoma,
neuroblastoma. pulmon, pecho. colon)

-hematopactico (linfoma de celulas By T,
feucemia apuda linfocitica, miclocitica y de
celulas plasmaticas)

tumorales
-Interferencia
regulacion
-Inmumdad antitumoral ( Ac antiidiotipo)
-Regulacion negativa de clonas malignas
-Aumento de la respuesta combinando los
Abs con interleucinas

-Radioinmunotecrapia

+Terapia con inmunotoxinas

en cl crecimiento y la

Transplantes
-Medula osea

-Eliminacion de
transplantc
<Tetapia con inmunotoxinas

-Combinacion de quimioterapia ¢ inmuno-
terapia

-Eliminacion de celulas T normales para
evitar la enfermedad injerto contra huesped

celulas malignas antes de un

Infecciones
-virales
-pPOr Microorganimos

-Neutralizacion de virus vy
nismos
-Opsonizacion de virus y
nismos
-Neutralizacion de las toxinas liberadas por

los microorganismos

de microorga-

de microurga-

Intoxicacion por Digoxina (en cardiologia)

-Neutralizacion

Supresion Inmunologica
-enfermedades autoinmuncs (artritis
reumatoide. esclerosis multiple. lupus)

-Rechazo de transplantes

-Destruccion de celulas autoreactivas
-Regulacion de la respuestia inmune
-Terapia con inmunotoxina

Funcion pl ja ( ] de

arterias caoronarias)

P ol

de la agr
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11L ANTECEDENTES.

HL L. Transduccion de seiales mediada por receptores de membran

ades.

1 1.1. Generali
En la membrana celular existe una gran variedad de proteinas especializadas que

permiten a la celula interactuar con e medio que ls rodea, un grupo de estas protcinas son
{uno extr .

los denominados receptores, los cuales generalmente poscen tres

otro transmembranal y un dominio citop! ico) y son cay de
\f molécula (su ligando) en el exterior 'y traducir esta

rla pr ia 6 cf

bio de acién de

variacion en ¢l medio externo en una respucsta dentro de la célula

i DS mas ¢ encontrados en la  regulacion

Uno de los
positiva/negativa de la funcion de proteinas es la fosforilacion - desfosforilacion de algunos
aminoacidos especificos dentra de la estructura de las protecinas #sta es una forma de
regulacion que no involucra el ajuste de la velocidad con que se sintetizan proteinas o
enzimas; ademas es una forma facil y rapida de modular la actividad de enzimas en respucsta
al cambio de condiciones externas o internas, para satisfacer necesidades metabolicas de la
cclula y adaprarse al entorno (transduccion de sefiales por adenilato ciclasa, transduccion por
proteinas G, etc ) En la transduccion de seiales mediada por proteinas de membrana pucde
presentarse la activacion de proteinas cinasas que fosforilan diversos sustratos del citoso! o

del nucleo, éstas cinasas o sus substratos juegan un papecl critico en la regulacion metabolica,
sion celular Es importante aclarar quc la fosforilacion

en ¢l control del crecimicnto y divi
isten dos clases de cinasas' las cinasas de tirosina y las

pucde activar o inactivar proteinas E.

de senna - tr
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A 1 <l dio de los i por los quc la unién de un ligando a su
receptor s capaz de provocar una respucsta celular, es un arca dc investigacion cn

constante avance

HLL.2, Laa agregacién de receptores como mecanismo inductor de activacién.

En alg: i . la union ¢ t - do, producec un cambio conformacional

del receptor, gencrando una cascada de seiales al interior de la célula En otros casos, la

sola union del receptor a su ligando no cs sufi para inducir la i ion sino que es
necesaria la agregacion de dos o mas receptores para inducir la fespucsta celular (Metzger
1992, Heldin 1995) Lo anterior ha sido demostrado de dos formas: en primer lugar. la

adicion de ligando monovalente a las células no genera seial alguna Por otra pante, al

dici slul

a las

pos dingidos contra ¢l receptor sc observa una respucsta

semejante a la provocada por el ligando polivalente

Dentro de los receptores que son activados por entrecruzamiento existen algunos

quc p un dominio citoplasmi con actividad de cinasa tales como cl receptor del

factor de crecimicnto derivado de plaquetas (PDGF-R), el receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGF-R), el receptor de insulina (IR), etc  Otros receptores cuyvo dominio
citoplasmico no tienc actividad de cinasa, pero estan funcionalmente asociados a una enszima

de este tipo, son los receptores para IL-1 a IL-10, GM-CSF, INF-a, §3, v, hormona de

crecimiento, prolactina, los receptores mu d der i inmune(MIRRS), etc

1L 1.3. Fosforila

En varios casos de receptores con dominios de cinasa o con cinasas asociadas, se ha

propucsto que la agregacion es por la *‘autofosforilacid

" de los r ptores Una
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posibilidad es que cn ¢l mondmero de receptor exista cierta actividad basal, la cual sea

fici £earst

para al iguo por fosforilacion (Heldin 1995) (Figura

7).

Antigeno

1gE

Fc, Ri

Lyn Lyn

Figura 7. Transfosforilacion

La fosforilacion inicial ocurre principalmentc en residuos de tirosina dentro del sitio
regulador de la cinasa (del propio receptor o de la cinasa asociada) con lo que se pucde
aumentar o disminuir la actividad enzimatica, ademas, fuera de los dominios de cinasa pero
en el receptor, se fosforilan otras tirosinas que sirven de anclajc para otras protcinas que
participan en la transduccion de scflales Para que estas proteinas pucdan anclarse a las
tirosinas fosforiladas del receptor, deben contar en su estructura con dominios SH2 (Src

Homology 2)
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111. 1.4. Dominios SH2 y SH3.

Los dominios SH2 y SH3 panticip en pr protcina y,

disti estructural. ¥ an cicrtas caracteristicas comunes. ambos forman

estructuras compactas aisladas con sus extremos amino y carboxilo cercanos, de tal forma
que quedan expuestos cn la superficie de la proteina Estos dominios no estan restringidos a
un tipo particular de moléculas, es decir, sc localizan en distintas protcinas que participan en
diferentes vias bioquimicas, tal es ¢l caso de cinasas de proteinas o dce lipidos, cn fosfatasas,

fosfolipasas, factores de transcripcion y proteinas adaptadoras

L.os dominios SH2, constan de aproxi d 100 invacidos y el sitio de union

de estos dominios _reconoce fosfotirosinas (PY'), siendo de gran impontancia para la union
los tres aminoacidos situados hacia el extremo carboxilo de la PY(PY-X-X-X)
Dependiendo de la naturaleza de los aminoacidos que siguen a la PY dc las secuencias a las
que se unen, cstos dominios se han clasificado en dos grupos Los dominios SH2
pertenccientes al grupo 1 se unen a secuencias PY-hidrotilico-hidrofilico-hidrofébico,
micntras los del grupo 1l se unen a secuencias PY-hidrofobica-X-hidrofobico Hay proteinas
que pueden contener dos dominios SH2 con especificidades similares o diferentes,
adicionalmente, un dominio SH2 puede unirse solamente a ciertas fosfoprotcinas, esto
dependera de los aminoacidos cercanos a la PY, lo que da cicrta especifieidad a la union

(Songyang y col 1993) Esta especificidad deter da por los aminoacidos cercanos a la

PY no cs absoluta. por lo que podria haber en la celula mas de un SH2 con afinidad por un
mismo ligando La union de un dominio SH2 a una protecina fosforilada en tirosina, también
depende de factores como concentracion y localizacion del ligando en cuestion, sin olvidar
que algunas proteinas cinasas presentan ademas otros dominios de union (Cohen y col

1995)

Los dominios SH2 pr an una mini afinidad por otros fosfoaminoacidos como

fosfoserina (PS) y fosfotreonina (PT) Esto se explica por la estructura del dominio SH2, en

la que hay una cavidad en donde sc une PY, en esta cavidad existe un residuo dc arginina
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(R) shamente conservado, cuya carga positiva interactiua con cf fosfato (con carga negativa)
de PY. Lista arginina resulta inaccesible a PT y PS por ser estos ultimos mas cortos, ademas

en esa cavidad hay multiples sitios que forman pucntes de hidrogeno con el fosfato v

contactos hidrofobicos con el anillo fenolkico de la tiro:

1995) (Figura 8)

na (Eck y col 1993, Cohen v col,

Los dominios SH3 han sido menos estudiados, sin embargo parccen ser tambien
importantes en la transducaion de seiales  Estos dominios se unen a sccuencias ricas en
prolina (') de aproximadamente 10 aminoactdos, muchas de las cinasas asociadas con
receptores conticnen dominios SH2 v SH3, en tanto gque el SH2 permite la asociacion al
receptor v la modulacion de la propia actividad enzimatica, el SH3 promucve la asociacion
con el sustrato y estabiliza su union Como ambos dominios son mediadores de interacciones
protcina-proteina, si una cinasa los posce, cs capaz de formar complejos protcicos mas

estables (Cohen y col 1995)

MO — P=OH
#

o
HO— P-OH
[
-3
) ¥ o) Y
u,n—?—coo' HM — C —COO’
cu, HC—CH
HO— P —OH HO— P-OM
" "

Figura 8. 1zq A) Fosfotirosina, B) Fenilfosfato, C) Fosfoserina y D) Fosfotreonina
Der. Sitio de unién dc la fosfotirosina al dominio SH2
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111, 1.5, Receptores Multicadena de E imi. I (MIRRy)

Un grupo de receptores que participan en la activacion de células del sistema inmunce
inducida por antigeno, son los receptores multicadena de reconocimiento inmune (MIRRs,
Multichain Immune Recognition Receptors)  Este grupo incluye TCR, BCR, FcR's,
ctc. .LLos MIRRs comparten una seric de  caracteristicas funcionales y  estructurales
Funcionalmente, todos estos receptores intervienen en procesos de activacion celular
mediados por antigeno y se requiere la agregacion de estos receptores para que proceda la

activacion, tambicn sc ha visto que los procesos bioqui DS Nt lulares mas tempranos

cn la cascada dc schales inducida por la agregacion, son scmcjantes Hay hidrolisis de
fosfolipidos de inusitol que generan diacilglicerol (DAG) e ingsitol 1.4 S-trifosfato(IP,),
siendo  este altimo el responsable de la liberacion de Ca™" del lumen del reticulo
endoplasmico hacia el citoplasma, ademas de la liberacion de Ca’’intracclular hay entrada de
Ca’” extracelular contribuyendo al aumento de la concentracion citoplasmica Por otra parte,

también se ha obscervado la fosforilacion de proteinas ¥ activacion de cinasas

Estructuralmente los MIRRs, como 1o indica su nombre, son receptores compuestos

por varias cadenas polipeptidicas asociadas y ¢l dominio extracclular de algunas de déstas

cadenas pertencee a la fa a de las i oglobulinas  Adici 1 1a pr ia de un

motivo cstructural comun cen ¢l dominio citoplasmico de algunas cadenas es una
caracteristica cstructural y funcional muy importante Este motivo fue descrito por Reth

(Rcl‘h 1989) y la secucncia consenso que lo define es D/E-X;-V-X;-1/1-X7-Y-X;-LJ/1,

actualmente este motive es conocido como ITAM (Imm ¥ Tyrosine-based
Activation Motif) (Figura 9)

Numerosos cstudios han demostrado qQue para la transduccidn de sefales mediada
por MIRRSs resulta esencial 1a fosforilacién en tirosinas de los ITAMS (revisado por Ortega

1995). Los resultados de estos estudios pueden resumirse de la siguiente forma:
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a) La delecion de los ITAMs anula la i 10 diada por r es.

b) Mutaciones en Ias tirosinas de los ITAMs anulan la activacion

¢) Receptores quiméricos con diferentes d i extr lulares pero i les en su parte
citoplasmica (I'TAM intacto) provocan una estimulacion igual a fa de un receptor intacto

d) Al tratar células con inhibidores de cinasas, no se fosforilan los ITAMs y no hay

activacion

Sc piensa que la agregacion de receptores induce la fosforilacion de residuos de
tirosina de los ITAMs, y gque estas fosfotirosinas funcionan como punto de anclaje para
cinasas de tirosinas con dominios SH2, que al unirse a los ITAMSs fosforilados incrementan

su actividad catalitica

En este grupo localizamos a los receptores de células T (TCR), de celulas B (BCR)
que reconocen  directamente al antigeno y a los receptores de membrana para
inmunoglobulinas (FcyRI, FoyRIl FoyRII y FeeRI1) que reconocen a la porcion Fe de las
inmunoglobulinas(ig’s) y asi tambi¢n reconocen de manera indirecta al antigeno reconocido

por la Ig especifica

TCR

FcRI FQ RN

Figura 9. Receptores Multicadena de Reconocimiento Inmune,

L.os rectangulos negros verticales representan a los ITAMs
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Los receptores FoyR son una familia heterogé de léculas que reco 1a
porcion Fc de las distintas [gG y panticipan en una amplia gama de funcioncs efectoras tales
como: fagocitosis, seccrecion de citocinas y mediadores inflamatorios, activacion de
respuesta oxidativa, citoxicidad cclular dependiente de anticuerpas(ADCC), etc (revisado

por Ravetch y Kinet 1991) Estos r f es tienen d. ios extracclulares de union al

ligando muy similares, pero difieren en sus dominios tr branal y citopl. i En
basc a distintos criterios se clasifican en tres grupos FeyRI1, FeyRIl y FeyRIIL, dentro de

cada grupo existen a su vez varias isoformas (Tabla 4)

El FcyR1 (CD64) cs cl unico capaz dec unir IgG monomeérica por lo quc se lc
considera de alta afinidad por su ligando Se han identificado tres genes distintos que

codifican para estc receptor en humanos, sin embargo, la 1soforma que sc expresa en células

hematopoyéticas cs solo la FcyRla Este receptor es una glucoproteina (scis si
glicosilacion en humanos) con dominio extracelular en ¢l que se localizan tres domi
inmunoglobulina y tiene un peso molecular aparente de 72kDDa en humano y 67kDa en raton
Se encuentra asociado a un dimero de cadenas v las cuales contienen un dominio 1'TAM que.

€Omo se Menciono anteriormente, ¢s importante para la transduccion de seiales

El FoyRIl (CD32) tience baja afinidad por el ligando, tiene dos dominios de
inmunoglobulina en su parte extracelular Pucde poseer dos o tres sitios de glucosilacion, y
presenta un peso molecular aparente de 40kDa A diferencia de los otros FoyR, no se ha
visto que este tipo de receptor se asocic a otras subunidades Existen tres genes que
codifican para este receptor denominados FoyRILA, FeyRIIB y FeyRI1IC que dan lugar a seis

transcritos al, a2, bl , b2, b3 y ¢ l.aisoforma a2 probablemente cs soluble ya que no posec

o tr: branal. en bio la isoforma al presenta un motivo [TAM (con 15

aminoacidos de scparacion entre las tirosinas en lugar de 10) Las isoformas bl y b2

prescntan un  motivo  que  inhibe la  sefalizacion por BCR denominado ITIM

as



n Motif) con la sccuencia T/S-X;-Y-Xz-L

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhi
(Figurail). .

El FeyRHI (CD16) existe en dos isoformas provenientes de genes distintos, una de

las isoformas dcnominada FeyRIIIA es una glucoproteina que en su porcion extracclular

presenta dos dominios para inmunoglobulinas, y sc cxpresa en la brana en
con dimeros de cadenas y o 3, tanto las cadenas ¥ como las § contienen motivos ITAM. La
otra isoforma, FcyRHIB, no posec dominio transmembranal y esta unido a la membrana por

un enlace glicosil-fosfatidil-inusitol (GPl) (revisado por Santana y col 1996)

El receptor de alta afinidad para IgE (Fer:R1) s un complejo tetramérico compuesto
por una cadena a, otra 3 y un homodimero de cadenas ¥ (Paolini y col 1994) la cadena
aes una glucoproteina que en  su  porcion extracelular posce dos dominios dc
inmunoglobulina, siendo cl segundo cl sitio de union para la IgE  El peso molecular aparente
es de entre 45-65 kDa La cadena f) atraviesa cuatro veces la membrana, sus extremos C-
terminal y N-terminal estan en ¢ citoplasma, ¢l peso aparente de ésta cadena es de 32kDa y
contienc un ITAM en la parte citoplasmica Las cadenas y son muy homologas a las cadenas

&. su peso aparente es de 7-9kDa y contienen un motivo ITAM
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Tabls 4. Caracteristicas de Receptores para IgG de humanos. (Adaptada de Hulett y Hogarth 1994 )

Caracteristicas HFqRIA hFeyRIB  BFyRIC h¥eyrlla WFcyRITB MRIIC  hFQRINA bFeyRIB
Tsoformas NoyRla hFORBI,  WFoRle RFoRHalhFoRlla  WFoRIBIGLG)  WoRlk hFoRllla hFeyRIlTD
hFoRb2 2
Alelos - - - LR HR - — - NAINA2
Localiaciénenlos| 1211 Ly Il 12324 g lq21 1q23-24 191314
cromosomay
Dominics de Ig's 1 2 ? ! ! ! 1 H
Receptor ™ ™S s ™S ™ ™ ™ ancladoa GPE
Sub-unidades caden y del N -~ ? ! ! cadena y &l -
acisdy Feel FaRl
cxdena | det TCR
PM (Da)
aparente n ND hil 10 40 40 50-80 5030
backbone 40 2 u 34 2.7 3 1» 5]
Afinidsd por 1gG*{  10%10°M" XD, <IIO' ND <gu'M' <0 A \D 10\ <Ao'M!
M
Especificidad por | 3>1>4>32 ND ND LR 1> =2 2004 3210407 ND ND 1=3>)=¢
higG HR 321004
Distriducidn monaci{os ND ND monaciios monacitos Monociios macrofagos neutrdfilos
celular macrofagos mxrofagos (IbLIBY)  mocrofages  celulas NK, cosindfilos’
neutrofilos® neutrofilos mutolages  netofils  celulas T,
cosidfilos’ plaqueuss celulas B oclulas B subpoblacion de
celulas de (Ib1.1b2y MONCCHos
Langerhans
Regutsciéndels | PNy 1IL-I0 ND ND [ \D ND TGHpTIL4 TNFad PN
apresién [ 1 GCSF T IL 1. GM-CSF, G-
il CsFt
Nota TM, transmcmbranal, § soluble, ND. no deternunado
* I§G monoménca
* evpresién inducible con IFN-y

¢ expresion regulads postivamente con IL- 10 0 FN-y. regulada negativ amente con 114 Expresion también regulads posstivamente en neutrofilos con G-CSF.
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Figura 10. Representaciéon esquemitica de los FeR's,
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Figura 11. Representacién esque ca de tos FoyR's y sus cadenas asociadas. Los
motivos ITAM que contienen los residuos de tirasina (Y) estan scfalados E) motivo YSLL
corresponde al I'TIN

El receptor de antigenos de células T (TCR) esta conformado por las cadenas de
union a ligando af} 0 v8, el complejo CI23 (formado por cadenas v,5.£) y un dimero de
cadenas (-G o G-n lLas cadenas aff o ¥5 son responsables de reconocer al peptido
antigénico expuesto por una célula presentadora a traves de moleculas codificadas en el

complejo principal de histocompatibilidad (MHC), mientras que et CD3 v las cadenas {y

de la tr sccion de \! l.as d afl, v, v, 8, € forman parte

1 son resp
de la familia de las inmunoglobulinas por sus dominios en la porcion extracelular Por otra
parte las cadenas v, 5. €, { y n tienen dominios ITAM (Romeo y ¢0l. 1992 | Irving y col
1991)

El receptor de antigenos de células B (BCR) i de una i lobuli de

membrana asociada a un heterodimero de cadenas Iga ¢ Igf}, las cuales ticnen en su porcion
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citoplasmitica motivos ITAM. Las cadenas Iga e Igf son producto de genes difercntes

(Campbell y col. 1991).
111 1.6. Cinasas asocindas a los MIRRs,

Se han encontrado dos tipos de cinasas asociadas a cstos rcceptores luego de la

activacion, el primer grupo son las cinasas de la familia Src (Fyn, Lyn, Lck, Blk y Yes) y las

dc Ia familia Syk-Zap70 Diferentes ci de las familias antes i das sc ian a
los r ¥ s, esto de dec cual MIRR sc trate y del tipo celular Sin embargo, en

ciertos casos se ha visto quc una cinasa dc la misma familia puede suplir en funciones a la
otra. Un cjemplo, si el receptor FceRI al que se asocia Lyn se transfecta a celulas T que
expresan Lck pero no Lyn, se observa a Lck asociada al receptor (Adamczewski y col
1995, Paolini y co!l 1995), ademas si Lyn no cs funcional puede ser sustituida por otra

cinasa de la misma familia

Las cinasas de la familia Src presentan sitios de miristilacion en su extremo N-
terminal que permiten el anclaje de 1a cinasa a la membrana, también poscen un dominio
SH2 y uno SH3. El dominio catalitico se encucntra ¢n ¢l extremo C-terminal y su actividad
es regulada por el estado de fosforilacion de una tirosina cn el sitio activo de la enzima
(Flaswinkel y col 1995) Algunos estudios han sugerido que las cinasas estan asociadas al
receptor aun en el estado no activado No es claro como sucede va que se pensaba que solo
podian asociarsc al receptor por sus dominios SH2, aunque sc ha sugerido que la union sc
puede dar por una region en ¢l extremo N-terminal de la cinasa (Pleiman y col 1993) Por
otro lado. sc propone que la fosforilacion de una cadena del receptor por su cinasa asociada
cs estéricamente imposible (Ortega 1995) y que cl papel de la agregacion es permutir que las
cinasas asociadas al receptor pucdan fosforilar los ITAMs del receptor contiguo
(fosforilacion cruzada) La fosforilacion de los I TAMs permite que otras cinasas se unan al
receptor ya fosforilado Estas segundas cinasas son las de la familia Syk-Zap70 que

contiencn dos dominios SH2 cn su extremo N-terminal seguidos del dominio catalitico, que
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no es regulado por el estado de fosforilacion de una tirosina en ¢l extremo C-terminal. Estas

cinasas no poscen sitios de miristilacion ni dominios SH3 (FL inkel y col 1995)

HL1.7.Un modelo del papel de 1a fosforilacion en tirosina ¢n Ia transduccion de seiales

por el FccRIL

L.a transduccian de seiales mediada por los diferentes MIRRSs esta siendo cstudiada
intensamente por varios grupos de investigacion Estos estudios han revelade que los
mecanismos de activacion son semcjantes El interés del laboratorio donde realizamos este
trabajo se centra en los receptores para Fe de las inmunoglobulinas Dentro de este grupo de

receptores se ha visto, hasta el momento, que los primeros eventos desencadenados por la

agregacion de FocyR y FceR son j pero adet. en la cascada intervicnen
diferentes protagonistas por lo que la respuesta final varia El FcrRI es ¢l receptor mas
estudiado asi que lo usaremos como cjemplo de delo de tr duccion de 1

mediadas por FcRs

Sc picnsa quc al ocurvir la agregaci de r ptorcs, la cinasa Lyn previamente
asociada es capaz de fosforilar a los ITAMSs, a las cadenas i y ¥ de otro receptor (Yamashita
v col 1994 | Jouvin y col 1994) con lo que abora Lyn puede unirse por medio de su
dominio SH2 Syk es capaz dc unirsc a la cadena y fosforilada, esta union trac consigo un
aumcnto de su actividad catalitica Al activarse, Syk puede fosforilar una seric de
sustratos (Figura 12) como PLCy (Scharenberg y Kinet 1995), Vav (intercambiador de
GTP/GDP). MAPK(mitogen activated protein kinase), PKC(proteina cinasa C), etc  Esto

trac como consecuencia un incremento en la hidrolisis de fosfolipidos de inositol, el

incr en la acion intracelular de calcio, induccion de genes y respuestas como
1a liberacion de mediadores de la inflamacion (preformados y sintesis de novo) y produccion

de citocinas (Figura 13)
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IV. SUSTIFICACION.

El interes del grupo de investigacion det Dr.E. Ortega sc centra en la transduccion de

seiales mediada por los FoyR en células hematopoyéticas Existen varios lipos e isoformas

léculas que pr gran homologia en sus

de los receptores para IgG, estos son

regiones extracclulares, sin embargo Ias regi intr lulares  pr an diferencias

notables entre si y pueden o no tener cadenas asociadas

Puesto que los ligandos que reconocen estos receptores son los mismos, y las vias
de transduccion son similares, se piensa que la cxistencia de tantas variedades de csic

receptor confiere a la ccélula la capacidad de responder adecuadamente bajo diferentes

circunstancias

En primer lugar, aunque al agregarse los FcyRI, FoyRIla y FoyRIIIA presentan
fosforilacion en tirosina de los ITAMs y activacion de 'cinasas de tirosina. los complejos
proteicos ensamblados a consecuencia de la agregacion pueden ser distintos, esto  depende
de la estructura y el contexto en el que se encuentre el ITAM, asi como la especificidad (no

absoluta) de la interaccion de los dominios SH2 de diversas proteinas con los ITAMs

fosforilados

En segundo término, las células hematopoyéticas pueden expresar uno o mas tipos
de estos receptores, por lo que al inducirse la agregacion por el ligando pueden formarse

agregados heterogéncos

fund. 1

Los anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina son una herr
plcjos de activacion ensamblados lucgo de la

para el estudio de la posicion de los

agregacion de los diferentes FoyR




Existen en ¢l mercado anticuerpos anti-fosfotirosina  Sin embargo, seria muy

conveniente contar con anticuerpos monoclonales anti-PY propios. ya que requerimos del
anticuerpo con distintos marcajes o acoplados a enzimas Dado el elevado costo de los
anticuerpos comerciales, junto con las altas cantidades que requerimos, hacen poco
convenicnte ¢l depender del anticuerpo comercial Ademas del aspecto economico, el tiempo
que demoran surtiendo ¢l pedido pucde sert de meses, y no siempre se ohtienen los
anticuerpos cn condiciones optimas Dado la ubicuidad de procesos de fosfonlacion de
proteinas en diversas rutas bioquimicas, es posible suponer que un anticuerpo especifico

para PY padria redundar en beneficios para otros grupos de investigacion del pais

45



V. OBJETIVOS.

V. 1. Objetivo General.

Producir anticuerpos monoclonales murinos de ia clase 1g8G especificas para

fosfotirosina

V. 2. Objetivos Particulares.

Revision bibliografica del tema (FoyR's y transduccion de seflales intracclulares
mediadas por estos )

Obtencion de anticuerpos monoclonales murinos anti-fosfotirosina  Preparacion
del inmunoégeno, inmunizacion de ratones, ensayos de ELLISA para detectar los
anticuerpos anti-fosfotirosina, fusiones celulares, obtencion de hibridomas
Produccion de anticuerpos monocionales anti-tosfotirosina Produccion uwr virro ¢

i vivo

Purifi i6n de los i pos monoclonales anti-fosfotirosina

Caracterizacion Ensayos de ELISA y Western-Blots



VL MATERIALES Y METODOS.

VL1. Material biolégico.

Sc utilizaron ratones hembras de 8 a 10 semanas de edad, de la cepa Balb/c

obtenidos del Bioterio del Instituto de Investi i Biomeédi Los imal se
mantuvicron en el bioterio en condiciones controladas de temperatura, ciclos luz/obscuridad,
y alimentacion

Las células de micloma murino S$p2/0, fueron obtenidas del ATCC y se mantuvieron
en medio D-MEM complementado, a 37 °C ¥ en atmosfera haumeda con 5% CO;

Las celulas THP-1, linea celular de monocitos humanos obtenida de ATCC, fueron
mantenidas en medio D-MEM complementado, a 37 °C y en atmosfera humeda con 5%

CO;.

VL 2. Reactivos y Preparaciéon de Soluciones.

Se presentan en el Apéndice

VL. 3. Metodolog,

VL 3.1. Prod i6n de i pos ] ! ti-fic irosina.

VL 3.1.1. Preparacién del immunégeno PY-Ala-Gly-KLH.
El antigeno (fosfotirosina) cn este caso es un hapteno por lo que fue necesario

acoplario a una proteina acarrcadora para volverlo inmunogénico. Sc utilizdo una

hemocianina (KLH) como proteina acarreadora por su alto peso molecular (4.5x10% -

47



1.3x107) y por no cstar presente en amortiguadores y soluciones emplieadas (que cs el caso
de la albamina, otra proteina acarrcadora) La KLH o Keyhole Limpets Hemocyanin, es la
hemocianina aislada del molusco Afegathura crenulata (Sell, S, 1987, Banel, Ay
Campbell, D, 1959)

Como agente acoplante, usamos carbodiimidas, que reaccionan con grupos carboxilo y
amino (Lotscher et col | 1983), para sintetizar péptidos y acoplar péptidos y haptenos a
proteinas acarfeadoras  la mas utilizada es el EDAC o hidrocloruro de 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-casbodiimida que permite la formacion de cnlaces amida o enlaces
peptidicos La carboadiimida primero reacciona con los grupos carboxilo libres de la proteina
acarreadora o del hapteno. formando un intermedianio activo de o-acilourca Este
intermcediario reacciona entonces con una amina primaria para formar un cnlace amido,

liberando urea La reaccion de acoplamiento que se lleva a cabo con EDAC cs la siguiente

. rll’cu
CHL-CH,-N=C =N - (CHy), - hli -CH,| EDAC

CHy4
H
o )
(EDAC) " @ _ Ry-N-C=N-R,
RIN=C=N-R, + Ry-C-OH ——>
H R,-C-O

" ]

) ° e
Ry-N-C=N-Rp 7 g A
Ry,-C-O —~ 5 R, C-NRg * /N

" RaNH2 HaN  NoH

o (urea)

El protocolo que usamos para preparar el inmunogeno PY-Ala-Gly-KLH fue el
siguiente {(Abelson y Simon, 1991)
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1. Disolver 160 mg dc fosfotirosina (0.64 mmol) en 3 mL de agua desionizada ailadiendo
pequefios volumencs de NaOH 2N Tener cuidado de no afadir mas NaOH de 1a necesaria
2. Agregar 47 mg de glicina (0 65 nunol) y 56 mg de alanina (0.64 mmol), disolver
agitando y ajustar el plia § 7

3. Anadir agua desionizada hasta un volumen final de 4 ml.

4 Apgregar 10 mg dec KLH (disuclto cn gliccrol al SO ®o) v agitar vigorosamente a
temperatura ambientce

S Afadir 472 mg de EDAC (2 56 nmol) en alicuotas de 80 mg durante 1 hora, manteniendo
el pH en 6 con HCL 1 M

6 Agitar durante una hora, manteniendo el pHien 6

7. Dcjar agitando toda la noche

8 Dializar 48 h a 4°C en 11. de PBS 1X con varios cambios Si durante la dialisis, algo del
conjugado sc precipita, se debe colectar el precipitado y almacenar a -20°C

Nota no usar reactivos o amorniguadores que grupos nu como ésteres

de metilglicina o cationes de amonio porque reaccionan con el agente acoplante

VI. 3.1.2. Seleccién del donador de linfocitos.

Se pueden usar como especies para obtener linfocitos, al ratdn o a la rata. Ya que los
miclomas que tenemos son murinos. utilizamos al ratén  Los miclomas murinos mas
comunes son de la cepa Balb/c, por io que sc prefiere usar esta cepa como donadora Los

hibridomas scran crecidos entonces en ratones Balb/c
VI. 3.1.3. Inmunizacién,
L.os ratones se inmunizaron de acuerdo al siguiente esquema

1. Mezclar el antigeno PY-A-G-KLH (conc |2 mg/mL) con Adyuvante Completo de
Freund hasta ob una Ision (10ug de i; o / 100ul. de emulsion)

2. Inocular a los ratones por via subcutanca (100 ul. / raién)
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3. Dos semanas después, preparar la emulsion dcl paso #1 pero ahora con Adyuvante
Incomplcto de Freund, e inocular a las ratones por la misma via

4 Repetir la inmunizacion (paso #3) tres veces mas Realizar un ensayo de ELISA anti-PY
para detectar la presencia de anticuerpos en el sucro de los ratones Si ya existen titulos
altos, s¢ procede al paso #5, en caso contrario repetir el paso #4 hasta obtener anticucrpos

S Los animales se manticncrn sin inocular un minimo de 4 semanas

6 Utilizar cl raton para la fusion {(seccion VI3 1 5)

VL. 3.1.4. Seleccion de )a linca cclular del mieloma.

L.as lincas cclulares de micloma que hay en el laboratorio son P3-NS1-Ag-1-1

(NS-1) y Sp/0-Ag-14 . Las dos lincas son resi a 8 i (20 pg/mlL) y
sensibles al medio con HAT [Las celulas NS-1 han sido muy populares pero 1 no
son tan das ya que prod una cad. ligera i i I.as Sp2/0 no producen cadenas

dc inmunoglobulinas y mostraron un buen crecimiento, por lo que fucron usadas para la
fusion Las células Sp2/0 fucron amablemente donadas por el laboratorio de! Dr. Librado

Ortiz-Ortiz, Instituto de Investigactones Biomeédicas, UNAM

V1. 3.1.5. Fusién celular.

La fusion fuc inducida mediante el PEG. que permite obtener una frecuencia alta de
fusién y una gran reproducibilidad, ademas de que es facil de manipular, no es caro y se
puede obtener comercialmente (Pontecorvo, G, 1976). El protocolo de fusion que
utilizamos es esencialmente el propuesto por Galfré y col. (1977 y 1981) con algunos

cambios

A) Tres o cuatro dias antes de la fusion, reinmunizar al raton hiperinmune dos dias
conseculivos por via intraperitoncal con 10 ug de antigeno (KLH -A-G-PY) en 100 ul de
PBS Ix



B) El dia dc 1a fusion:
1. Colocar los medios HAT y MF en bafo de agua a 37°C.

2 ducir los instr quirurgicos en etanot al 70% .

3 Preparar 3 mlL de PEG al 41.6°% (p/v) cn MF; este fuc esterilizado por filtracién con
membrana de O 22 i y se mantuvo a 37°C

4 Colectar las celulas de micloma en fase logaritmica de crecimiento; lavarlas una vez, por
centrifugacion, con MF $” a 1000 rpm 7 37°C

5 Agrcgar 15 ml. de MF a 37°C a una caja Petri microbiolégica estéril,

© Lavar nucvamente las células de micloma y ajustar la i6n a 2x107 células/ mL
en MF

7 Sacrificar al raton y sumergislo en ctanot aj 70%%

8 Hacer un core en ¢l costado izquierdo del raton y retirar 1a piel.

9 Badar al raton con ctanol al 7024 y llcvario a la campana de flujo laminar,

10 Esterilizar los instrumentos quirurgicos a la flama del mechero (PRECAUCION) y
enfriarlos en el medio contenido en la caja Petri

11. Hacer un corte pequedo en el costada izquierdo del imal para cxp 1a cavidad
peritoneal Extraer ¢l bazo y colocarlo en la caja Petri (con MF).

12. Sacar al raton de la campana lo antes posible

13. Esterilizar dos pinzas al mechero, enfriarlas en ¢l medio de la caja Petri y disgregar el
bazo

14 Transferir la suspension de células a una caja pretratada para cultivo de tejidos (100x20
mm) Incubar de 20-30° a 37°C / 5% CO;, para permitir la adherencia de los macréfagos al
plastico

15. Colocar las células de bazo que no se adhiricron a la caja Petri en un tubo cénico estéril
de 15 mL y dejarlas reposar 5° en hiclo

16. Contar las células de bazo.

17. Juntar las células de bazo y mieloma en un tubo codnico estéril de 50 mL en una
proporcion de 101 (evitamos tomar los grumos luego de los 5° en hielo).

18 Centrifugar 5’ a 1000 rpm

19 Decantar TODO el sobr d y des: P ar ¢! botdn celular muy suavemente.
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20. Agregar 2 mL de PEG al 41.6% (p/v) muy lentamente a lo largo de 2°, agitando con

suavidad periddi (adici 1o gota a gota reshalado por la pared del tubo)

21. Ya adici do ¢l PEG, r d por pip durante 1°, dejar reposar 17

y adicionar 5 mL. de MF a lo lasgo de §°

22. Adicionar 10 mL de MF a lo largo de $° y luego 15 ml de MF en las mismas
dici (agitand €)

23 Centrifugar 5° a 1000 rpm, climi el sobr d: yr pender muy sua cn

40 mlL de medio HAT (a 37°C)

24 Tomar una gota de esta suspension de células y ponerla en un porta objctos, agregar una

gota de arul tripan, mezclar y observar al microscopio cl porcentaje de células viables
25. Distribuir 1a suspension de células del paso 23 en 4 placas para cultivo de 96 pozos ¢
cn atmosfera humeda con 5% de COz a 37°C

b

VL. 3.1.6. Procedimiento Post-Fusién.

1 Tres a cuatro dias despucs de la fusion, retirar 1a tercera parte del volumen de cada pozo
y reponerio con medio HAT, calentado a 37°C

2 Scis a ocho dias despugs, retirar la mitad del medio y reemplazarlo con medio HAT

3. Revisar al microscopio periodicamente Diez a catorce dias después de la fusion pudimos
apreciar clonas a simple vista y ¢l medio tomé un tono amarillo, en este momento
colectamos el medio para detectar anticuerpos con la especificidad descada (ELISA)

4 Dividir en mas pozos las clonas cuyos sobrenadantes resultaron positivos y luego
expander las cclulas de esos pozos a superficies de cultivo mas grandes determinando
periodicamente la produccion del anticuerpo de interés

5. Congelar en nitrégeno liquido, las células de pozos cuyos sobrenadantes resultaron
positivos tan pronto como cs posible

& Probar la especificidad y el isotipo del anticuerpo presente en los sobrenadantes y clonar
a partir de los pozos que conticnen los anticuerpos con las caracteristicas descadas
(cspecificos para PY y de clase 1gG

7. Progresivamente cambiar el medio HAT por HT y éste ultimo por medio de cultivo
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D-MENM complementado con SFB al 10 %
VL. 3.1.7. Seleccién de clonas productoras de anticuerpos anti-fosfotirosina.
VI 3.1.7.1. Prucbas para detectar anticucrpos anti-fosfotirosina.

Para cste fin, utilizamaos la tecnica de ELISA (Enzime linked immunosorbant assay)

que fue darizada previ ¢ en ¢l laboratorio Este método tiene como ventajas que

es facil de realizar, sc vbtienen resultados cuantitativos mediante un lector de ELISA y los
reactivos no son caros Es el método ideal para ensayos en los cuales ¢l antigeno es puro,

como en estc caso

El principio es quc los anticucrpas prescntes se unen al anti que sc a en el
soporte, sc lava ¢l matenial que no se unio y se revela mediante un anticuerpo anti-
inmunoglobulina de raton (1gG) conjugado a una enzima (fosfatasa alcalina en este caso)
que actia sobre un sustrato produciendo un compuesto colorido (Snyder y col, 1972) El

pr lo que pl »s fue el siguicnte

1. A una placa para ELISA agregar 50 pl. / pozo de una solucion 2 pug / mL de antigeno
PY-Ala-Gly-BSA en amoniguador de carbonatos 50 mM (pH 9). A otros pozos agregar
sdlo BSA al 3 % y seguir con cf protocolo

2. Incubar dos horas a tempcratura ambiente

3. Lavar dos veces con TBS IX

4. Agregar 150 pL de la solucién de bloqueo (TBS 1X con BSA 3%) e incubar a 4°C toda
la noche.

5. Lavar 2 veces con TBS 1X-Tween 0.1 %

6. Agregar 50 ul. de la muestra /pozo ¢ incubar una hora a temperatura ambiente (por

duplicado) Las muestras pueden ser sobr d de hibrid diluciones de suero y

ascitis, asi como los controles positivos y negativos Los controles usados fueron a) control
positiva:  PY20 (anticuerpo monoclonal murino especifico para PY,obtenido

comercialmente), b) control negativo medio de cultivo, anticuerpo goat anti-mousc, TBS
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7. Lavar dos veces con TBS y dos con TBS-Tween 0.1 %

8. Agregar el i PO cspecifi para la o Goat a-mouse gamma chain

(segundo anticuerpo), lado a fosfi Icalina diluido 1:1000 en TBS-BSA 3 % , SO

uLl / pozo c incubamos 90’ a 37°C

9. Lavar tres veces con THS-Tween 0 %%

10. Disolver ¢l sustrato {(p-nitrofenilfosfato) en amortiguador FA (1 mg/ml.) y agregar 50ul.
de sustrato/pozo

11. Incubar 30’ a temperatura ambicnte

12. Detener la reaccion con NaO# 2 N, SO ul/pozo

13. Medir la absorbancia a 405 nm en el lector para placas de ELISA.

Vi. 3.1.7.2. Determinacién del isotipo.

Por otra parte, para la sel 1on de los hibrid prod es de anticuerpos anti-

fosfotirosina tambicn realizmos una prucbha para detectar ¢l isotipo de los anticucrpos

Zxi. varias técnicas pero nucvy imos una prucba de ELISA. Utilizamos dos
protocolos para la determinacion del isotipo (Mouse Monoclonal Antibody Isotyping
Reagents, Directions for use, Sigma Immunochemicals)

La determinacion del ELISA dc captura indica cl isotipo (clase de Igs) de cualquier

anticuerpo en solucion
ELISA anti-1SOTIPO (CAPTURE ELISA)

1. En una placa para ELISA colocar 100 uL /pozo de una dilucién 1 1000 de cada uno de
los seis anticuerpos a-isotipo (obtenidos en cabra) a-IgA, a-1gM, a-IgGl, a-1gG2a,
a-1gG2b y a-1gG3, por duplicado

2. Incubar das horas a temperatura ambiente

3. Lavar dos veces con TBS 11X

4. Agregar 100 pl/pozo de la muestra problema c incubar dos horas a 37°C.

5. Lavar dos veces con TBS 1X



6. Lavar dos veces con TBS-Tween 0.01 %.

7. Preparar ¢l anticuerpo (de cabra) espccifico para ia cad lado a fe

alecalina diluido 1500 en TBS-BSA 31 %, agregar 50 ul. del anticuerpo/pozo e incubar
una hora a 37°C

8. Lavar tres veces con TBS-Tween 0 01 %

9. Disolver el sustrato (p-nitrofenilfosfato) en amoriguador FA (1 mg/ml.). y agregar

50 ul. del sustrato/pozo

10 Incubar 30" a temperatura ambiente

11. Dctener la reaccion con NaOH 2N, sOoul/pozo

12. Medir la absorbancia a 405 nm cn ¢l lector para placas de ELISA.

El ELISA sandwich determina solamente ¢l isotipo del anticuerpo especifico para el
antigeno empleado, en este caso BSA-PY

ELISA anti-isotipo (ANTIGEN MEDIATED o SANDWICH):

1. A una placa para ELLISA agregar 50 ul. / poza de una solucion 2 ug / ml de antigeno
PY-Ala-Gly-BSA en amortiguador de carbonatos 50 mM (pil 9) A otros pozos agregar
solo BSA al 3 % y scguir el protocolo

2 Incubar dos horas a temperatura ambiente

3. Lavar dos veces con TBS 1X

4. Agregar 50 pl. de la mucestra /pozo ¢ incubar una hora a temperatura ambiente (por
duplicado) L.as mucstras pueden ser sobrenadante de hibridomas, diluciones de sucro y
ascitis, y los controles positivos y negativos Los controles usados fucron: a) control
positivo PY20 (anticucrpo monoclonal murino especifico para PY comercial), b) control
negativo medio de cultivo, anticuerpo goat anti-mouse, TBS

5 Incubar 60' a tempcratura ambiente

6. Lavar 2 veces con TBS I X y dos veces con TBS 1X-Tween 0.1 %%

7 Agregar 100 ul. /pozo de una dilucion 1 1000 de cada uno de los seis anticuerpos
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a-isotipo (obtenidos cn cabra): a-IgA, a-IgM, a-1gGl, a-1gG2a, a-1gG2b y a-1gG3, por
duplicado. :
8.1 bar 120" a peratura b

9. Lavar 2 veces con TBS 1X y dos veces con TBS 1 X-Tween 0.1 %.

10 Agregar 50 pl/pazo de anticuerpo (de conejo) especifico para cabra (rabbit anti-goat)
acoplado a fosfatasa alcalina dilucion 1:1500 en TBS-BSA 3 %,

11. Incubar 60" a 37°C

12 Lavar 3 veces con TBS-Tween 0.1 2.

13 Disolver el sustrato (p-nitrofenilfosfato) en amortiguador FA (1 mg/mL), y agregar

50 pl. de sustrato/pozo

14 Incubar 30" a temperatura ambiente.

15. Detener la reaccion con NaOIH 2 N, 50 pl/pozo.

16 Medir la absorbancia a 405 nm en o lector para placas de ELISA.

VI. 3.1.8. Clonacioén.

Tan pronto como sc¢ detectd la produccion de anticuerpos de la especificidad

d: da cn los sobr d. de los hibridomas, rcalizamos la clonacion de las celulas

prod as para recall ob anticucrpos monoclonales y no permitir que crecieran

las clonas no productoras Existen varios métodos como clonacién en agar suave (Coffino ct
al., 1972, revisado por Mectcalf, 1977) y clonacion por dilucion limitante Se empleo la

teécnica de clonacion por dilucion limitante ya que ticne mayores ventajas que la clonacion en

agar suave (como el probar dir los sobr d . entre otras) La tecnica de
dilucion limitante (Lefkovits and Waldmann, 1979, Coller and Coller, 1983) permite una
{ da efici: ia de cl ion cuando se colocan 10, 3 y 0.5 células de hibridoma por pozo

en placas de 96 pozos Cuando se crecen células en poca densidad, el crecimiento sigue la
distribucion de Poisson f(0) = ¢ *, siendo J(0) la fraccion de pozos sin crecimiento y 1
¢l nimero promedio de clonas por pozos.

fici en la ci ion, col celulas de bazo de

Con el fin de ar la

ratéon que alimentan a las clonas que sc estan multiplicando (llamadas células
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*“alimentadoras™ o “feeder cells™). Observamos las clonas como macrocolonias alrededor de
7 a 14 dias despues de la clonacion Se deben de probar los sobrenadantes de estas
monoclonas para ascgurar la produccion de anticuerpos especificos para PY con la actividad
y del isotipo descados y, sc recomienda clonar nuevamente para  garantizar la
1 lidad Empl s el siguiente protocolo de clonacion por dilucion limitante

1 Un dia antes dc la clonacion, colocar cclulas “alimentadoras” del bazo de un raton Balb/c
en una caja Petri para cultivo de tojidos (ver obtencion de células de bazo en la seccion VI
3 1.5 ) Dejar reposar las células de 15 a 20y tomar ¢l sobrenadante sin resuspender el cual
se coloca en placas de 96 pozos (aprox 200,000 células/pozo) De ésta mancra climinamos

los fibroblastos
2 Resuspender suavemente las pozas de los hibridos posi

HT.
3. Contar las células

vos y llevarfos a 1 mL con medio

4. Colocar las siguicntes diluciones 3, | y 03 células hibridas /pozo con células

“alimentadoras™ (es decir 30, 10 y 3 células hibridas/mL)
5 Incubar las placas en atmosfera humeda con 37°C /7 5 % CO;
6 A los tres dias retirar la cuarta parte del medio y reponerlo con medio HT.
7. Cada tres dias retirar la mitad del medio y reponerio
8. Cuando se observen colonias macroscopicas, realizar las prucbas de ELISA (seccion V1.

3 1 7)) para dctectar las monoclonas positivas Expander éstas ultimas clonas tanto 2 virro

como 11 vive

VI. 3.1.9. Cultivos a grano escala.

Fue necesario cxpandir las clonas probadas n virro para obtener grandes cantidades

de i po i-fosfotirosina. La ion sc realizé de manera gradual, manteniendo el

crecimiento exponencial y cvitando el sobrecrecimicnio que prodria provocar estres y

aumentar cl riecsgo de tener células no productoras.
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VL. 3.1.10. Criopreservacién de los hibridomas.

En cuanto tuvimos aproximadamente 107 celulas hibridas, congelamos algunos viales

en nitrogeno liquido en caso de emergencia (el riesgo de sobrecrecimiento de los hibridos no

productores siempre csta latente)

La preservacion a -70°C solo permite conscrvar las

células viables de 1 a 2 meses, mientras que ¢l nitrogeno liquido las conserva vanos ados,

con bucnos rendimientos de recuperacion después de la descongelacion Los protocolos

leados para la gelacion y descongelacion son los siguientes
Congelacién Descongelaciéon
1000 rpvs’ a1l Sacar ef vial del tanque de nitrogeno

1 Centrifugar las celulas a
4°C (las células deben de estar en fase de
crecimiento log)

2. Retirar ¢l sobrenadante, romper cl pellet
con suavidad y resuspender las células en
SFB con 10 %5 de DMSO

3 Inmediatamente alicuotear en wviales de
criopreservacion | S ml de la suspension
de células

4 Llevar los viales al ultracongelador
(-70°C), los cuales s¢ conservan aqui
durante algunos dias

S Final 1 en que de

nitrogeno liquido

liquido ¢ inmediatamente introducirio en
un recipicnte con agua a 37°C

En la campana, bafar el vial con ctanol al
70 %a y abrirlo

Resuspender las celulas con una pipcta
Pasteur y pasarlas a un tubo de centnfuga
esteril con medio a 37°C

Centrifugar a 1000 rpovS’ a temperatura
ambiente

Retirar el sobrenadante, romper el peliet
con suavidad, resuspender las células en
medio a 37°C y las pasamos a una botella

con medio a 37°C

. Incubar las células a 37°C/ 5§ % dc CO;
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VL 3.1.11. Crecimiento de los hibridomas.

Las cantidades dc anticuerpos quc sc obtienen en sobrenadante de cultivos son de 5-
50 ug/ml., micntras que la cantidad obtenida a partir de liquido de ascitis o suero pucden ser
de 2-10 mg/mlL. (Goding, 1996) Expandimos las clonas productoras tanto cn medio de
cultivo en la incubadora (/1 vitro) como en animales (i vive) Fs necesano para la
expansion en animales crecer los hibridomas cn ratones histocompatibles (en nuestro caso de
fa cepa Balb/c), aun cuando por este método (17 vive) sc abticnen otras inmunoglobulinas,
por lo que es necesaria la punficacion del anticuerpo descado  Se preficre ¢l liquido de
ascitis al sucro ya que sc obtiene una mayor cantidad de liquido (2-5 ml. de ascitis contra

0.5-1 mL de sucro) Utilizamos el siguiente protocolo para el crecimi de los hibrid, s

en animales

1. Inocular un ratén Balb/c (de mas de 12 semanas) por via intraperitonecal con 0 S mL de
pristan (2,6.10,14-tetrametil acido decanoico). 7 a 10 dias antes de inocular las células
hibridas (esto mejorara la probabilidad de 1a formacion de ascitis, Hoogenraad ct al , 1983)
2 Inocular por via intraperitoneal 10%-107 celulas hibridas en PBS 1X /raién 3 Cuando se
observe un aumento de volumen cn la cavidad peritoneal del animal, recolectar el liquido de
ascitis por puncion con aguja del #20

4. Centrifugar para scparar las celulas y guardar el liguido a -20°C
VI 3.1.12. Purificacién de anticuerpos monoclonales.

La técnica de purificacion por afinidad se basa en la union de los anticuerpos anti-
fosfotirosina de clase IgGl., a la protcina G inmovilizada en perlas de Agarosa Los
anticucrpos IgM, IgA, IgE y componentes del suero no se unen a la matriz, por lo que son
eliminados en los lavados La IgG purificada se cluye de la proteina G mediante un cambio
de pH. La técnica de purificacion que cmpleamos para el anticuerpo especifico para

fosfotirosina fue la siguicnte
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1. Lavar 1.5 mL de perlas (protcina G-agarosa) | vez con TBS 1X .

2. Lavar las perlas con la solucion “B™ (Glicina 0.2 M, pli=2 8), 2 veces.

3. Lavar las perias con TBS 1X, 3 veces

4. Centritugar el sobrenadante o liquido de ascitis 30° a 2500 rpnv 4°C

5. Fiftrar la muestra a través de membrana de 0 22 yum.

6. Agregar 1 mil. de Ia salucion “A’ (Tris 2M, pH-8 2)/ SO ml. de muestra

7 Incubar 1 § ml. de perlas de Agarosa-proteina G (del paso 3) con el volumen de muestra
dcl paso 6, toda Ia aoche a 37°C con agitacion

8. Empacar la muestra con perlas en una columna y realizar 10 lavados con la solucion “C™
(Tris O IM-NaCl 0 2M, pHl 8 2) Mecdir la absorbancia y empezar a ecluir cuando la
absorbancia a 280 nm cs menor de 0 01 de D O

9 Eluir los anticuerpos con la solucion “B™ y recoger los cluatos en tubos que contengan
unas gotas de la solucion ““A” para neutralizar ¢l pH Almacenar los anticuerpos a 4°C con
azida de sodio al 0 012, pero durante periodos largos es mejor almacenarlos a -20°C en
PBS con glicerol al 50%

10 Obtcner la absorbancia de las fracciones cluidax a 280 nm en el espectrofotometro Las
fracciones se guardan a -20°C sin azida de sodio

11. Inmediatamente ajustar el pHt de la columna con S a 6 lavados con la solucion “A” y 6 a
8 lavados con la solucion “C*™

12. Guardar la columna cn ésta solucion a 4°C y si fuera por periodos largos, cntonces

agregar azida dec sodio al 0 02%

VL 3.2. Caracterizacibn de los E pos < les amti-fosfotirosina.

Vi. 3.2.1. Determinaciéon ded isotipo

El pr o que utili se a ¢n la seccién V1.3.1.7.2.




VL 3.2.2. Determi i6n de ln de idad

Calcul s la dc afinidad a partir de la determi ion de la de
disociaciéon (Kd) del plej i ticuerpo en solucion, en equilibrio, mediante <l
método de Friguet y col Para esto determi s la racion aproxi da del

anticuerpo ACM.: en ¢l sobrenadante utilizando la técnica de E.

SA (seccion VI 3.1.7.1)
Posteriormente, para conocer la constante de afinidad. realizamos un ensayo de competencia
por ¢l anticuerpo entre antigeno soluble y antigeno adsorbido a fa fase solida en un ELISA;

usamos concentraciones cquivalentes de cada anticuerpo  El procedimiento fuc cl siguiente

1 Preparar una placa con cl antigeno PY-Ala-Gly-BSA (seccion VI 317 1, pasos

1-3)

2. Lavar 2 veces con TBS I1X-Tween O 1 ®5

3 Apgregar SO pl. de la solucion del anticucrpo y 50 ul. de cada solucion de
fosfoaminoacido / cada concentracion (por triplicado) Utilizar concentraciones de 54 hasta
1.55x 10 mM del fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina

4 1 bar 15-30" a peratura ambicnte

5. Agregar 1a mezcla del paso 3 a cada pozo ¢ incubar 60° a temperatura ambiente
6. Continuar con los pasos 7-13 dc la seccion VI 3 1.7.1
7

. En las graficas de D O. contra acion de inhibidor, se determind la concentracion
de cada fosfoaminoacido que inhibe la unidén en un 50%. Esta sera la concentracion
necesaria para ¢l 50% de saturacion, la cual esta relacionada a la Kd (ver Seccion
VI1.223).
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VI1.3.2.3. Especificidad de los anticuerpos (comparacién cntre la capacidad de
disei fosf inodcidos para inhibir Ia unién de ACM; a antigenos fosforilandos).

Conocimos la especificidad del anticuerpo ACM,; por la fosfotirosina mediante cl

cnsayo de competencia descrito en la scccion V132 2

VI.3.2.4. Deteccién de proteinas fosforiladas en tirosina mediante Western-Blot.

Los anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina seran utilizados para detectar la
presencia de residuos de fosfotirosina en protcinas celulares desnaturalizadas, mediante la
tecnica de Westemn-Blot que se reselara con el anticuerpo anti-fosfotirosina (blot anti-
fosfotirosina) Debemos de conocer la capacidad de reconocimiento de la fosfotirosina por
el anticuerpo en las condiciones de estos ensayos Realizamos la determinacion con el
anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina presente en sobrenadante El protocolo para el

inmunoblot anti-fosfotirosina que empleamos cs

Vi. 3.2.4.1. lomunoblot anti-fosfotirosina.

1. Realizar una separacion de proteinas por clectroforesis en geles al 109, de concentracion
de acrilamida (SDS-PAGE) Utilizamos camaras Hoeffer, Tall Mighty Small Las
dimensiones de los geles fucron de 8 5x7 cm y O 75 mm de espesor Aplicamos 120 V al gel
concentrador por 30" y 150 V al gel scparador por 90°, en amortiguador de corrida

2 Transferir las proteinas separadas a papel de nitrocelulosa de 0 45 i (BioRad), mediante
una clectrotransferencia en camara himeda (BioRad) 1h a 100V, en amoriguador de

transferencia

;

Utilizamos dos sistemas de revelado para parar la ibihdad y especificidad
de cada uno

a) Revelado por fosfatasa alcalina

3 Bloqucar la(s) membrana(s) de nitrocelulosa, toda la noche a 4°C, con agitacion en la
clp do i i )

solucion de bloqueo (1) (para




4. Lavar 3 veces la(s) membrana(s), 5° c/u con solucién de lavado.

5. Incubar la(s) membrana(s) 120°, en 10-20 ml. de la solucion con el 3 po primario

10

b)

especifico para PY (PY20 o sobrenadante de ACM3).

l.avar 3 veces la(s) membrana(s), 5° c/u, con solucion de lavado

Incubar la(s) membrana(s) 90°, en 10-20 mL de la solucién con el i po dario
diluido 1 1000 en solucion de bloqueo (3) (anticuerpo de cabra, especifico para la cadena

gamma, acoplado a fosfatasa alcalina)

Lavar 3 veces la(s) mmembrana(s), 5° ¢/u con solucién de lavado

Agregar 1a solucion de revelado (sustrato precipitable de fosfatasa alcalina)
(una pastilla de BCIP/NBT disuclta en 10 mL de agua bidestilada) / membrana.

Esperar las bandas y enjuagar cl blot

Revelado por quimicluminiscencia

Bloquear 1a(s) membrana(s) de nitrocelulosa toda la noche, a 4°C con agitacion, en la
solucion de bloqueo (2) (para climinar ¢l pegado especifico)

Lavar 1 vez la(s) membrana(s). 15° c/u, con solucion dec lavado

Bloquecar la(s) membrana(s), 60°, con

a peratura bi en solucion de
bloqueo (3) (para climi el pegado i fico)

Lavar 1 vez la(s) membrana(s), 157 ¢/u, dos lavados mas de la(s) membrana(s), 5° c/u
con solucion de lavado

Incubar las membranas 90 en 10-20 ml. dec la solucion con el anticuerpo primario
especifico para PY ( PY20 o sobrenadante de ACM;)

Lavar 1 vez la(s) membrana(s) 15° c/u, 4 lavados mas de la(s) membrana(s) $* c/u con
solucion de lavado

Incubar 90’ en 10-20 mL de solucién con el { po dario diluido 1 1000 en
solucién de bloqueo (3) (anticuerpo de cabra Fe especifico acoplado a peroxidasa)

Lavar 1 vez la(s) membrana(s) 15° c/u, 4 lavados mas de la(s) membrana(s) 5° ¢/u con
solucion de lavado

. Revelar con ECL (Walker, G R., 1975, Kauffman, S H., 1987)
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VIi.3.2.5. Rec imi de pr i ] fosforiladas en tirosina por el

anticuerpo monacional.

I3l objetivo principal de la produccion de los anticuerpos monoclonales anti-
fosfotirasina s su uso como herramientas para detectar cambios que ocurren en la
fosforilacion en tirosina de proteinas celulares (Cooper y col | 1983, Abelson y col, 1991,)

Por lo quc tanto. consideramos importante evaluar si ¢l anticuerpo ACM:z: puede reconocer
protcinas fosforiladas en ihmunoblot

Vi 3.2.5.1. Tratamiento de céulas THP-1 con pervanadato.

t. Preparar al motnento, ia solucion de pervanadato (ortovanadato I mM y HO2 | mM).
Colocar 100 ul. de ortovanadato 1 mM y S8 8 ul. de 1;0: 1 mM / ml. de c¢élulas e incubar
a 37°C, durante 15° .

2 Colectar las células THP-1. colocar 1a cantidad de células deseada / mL de medio D-
MENM con SFB al 10%, en tubos cppendorfl

3. Agregar el pervanadato ¢ incubamos 5' a 37°C

4 Detener la estimulacion con 500 pul. de TBS 1X fno

5 Centrifugar 1 pulso cn la microfuge y retirar TODO cl sobrenadante

6. Agregar 15 pi. de amortiguador de lisis con inhibidores de proteasas y de fosfatasas /
300.000 células durante 15" a 4°C

7 Centrifugar 15' a 14000 rpm en frio

8 Tomar cl sobrenadante y transferirlo a otro tubo eppendorfY, agregando 50 ul. de

amorti dor de a 4X red / 300,000 células.

9. Hervir las muestras durante 5’ y aimacenarias a -20°C



VI 3.2.5.2. 0 bl i fotirosins.
u: Ia técnica de revelado por imiol en Ia i6
V1. 3.2.4.1., con las sigui modifi

Paso 7. La incubacidon con el anticuerpo primario fue de 1 hora

Paso 9. La incubacion del anticuerpo secundario fuc de 40" y la dilucidn 1:1500 en TBS-

Tween 0.05 %-BSA 1%
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VII. RESULTADOS.

VII. L. Produccién del anticuerpo anti-fosfotirosina.

Luego de la fusion, scleccionamos los pozos con crecimiento celular en los que se

fosotirosina de la clase IgG, lo cual se determind

estaban produciendo anticuctpos ant
mediante cl ensayo de ELISA anti-PY (seccion VI3 1 7 1) De esta seleccion obtuvimos 12

pozos que denominamos con la letra A y un namera cons

secutivo (Tabla §) Utlizamos un

a como control positivo, PY20 (Glenney, J 3 col

anticuerpo comercial anti-fosfotiross
1988) En esta seleccion comprobamos que los anticuerpos producidos en cada pozo
reconocen BSA-PY y no BSA, adicionalmente descartamos la posibilidad de interferencias
debidas a factores como el scgundo anticuerpo y el medio de cultivo  Como muestra la
Tabla 5. de las 12 clonas positivas detectadas en [os primeros ensayos, algunas sc perdieron
por contaminacion de los pozos de cultivo, y otras aparentemente dejaron de producir
anticuerpos Unas mas no lograron mantenerse reproduciéndose en cultivo Unicamente la

denominada A2 logro mantenerse en crecimiento y continuo produciendo anticuecrpo

Realizamos la cl. ion del pozo d inado A2 por dilucion limitante (scccion
VI.3 1 8), durante este procedimi > sc laron celulas (seccion V13 1 10))
Periodi e prob ¢l sobr d de cada pozo y botclla con células en crecimiento

tanto de la expansion como de la clonacién, para ascgurar que se mantenia la produccion del

anticuerpo

La clona resultante fue nombrada ACM;, expandimos ésta clona tanto 7 vifro como
i viveo (seccion V13119 y VI3 1.11.) Se determind el isotipo del anticuerpo ACM; con
¢l fin de emplear la tecnica adecuada de purificacion (seccidon VI.2.1.). A partir del
po ( ion VI3 1.12)

o

cl

sobr d. y de! liquido de ascitis puri



Por cr grafia de afinidad en 1 de Protcina G-Agarosa, obtuvimos

aproximadamente 3 myg de proteina a partir de 500 ml de sobrenadante de ACM,; Se
probaron las fracciones cluidas con una concentracion mayor a | mg/ml en un ensayo de

ELISA (scccion VI3 1 7 1) y los valores de densidad optica que obtuvimos fueron 4 veces

menores a los del PY20 (lpug/ml), i as  pr el sobr

4 s ido a

purificacion y la lectura de densidad optica fue de 1/3 de la lectura del sobrenadante antes de

purificar (datos no mostrados) Por otra parte, as del sobr dante sin purificar y del

po purificado, s idas a una electroforesis (SDS-PAGE al 129), mostraron las

mismas bandas, las cuales corresponden a las cadenas ligera v pesada del anticuerpo (datos

no mostrados)

Debido a que en ¢l proceso de purificacion, la recuperacion del anticuerpo con
actividad es muy baja, (ver discusion) y, como el resultado del sobrenadante es comparable
con e} del anticuerpo de referencia (PY20) en los ensayos de ELLISA, decidimos en adelante,

usar ¢l sobrenadante de ACM; com‘o fuente de anticuerpos anti-PY

67



‘Tabla 5. Pozos con células productoras de anticuerpos anti-PY.

POZOS PRODUCCION DE OBSERVACIONES
ANTICUERPOS ANTI-PY"
Al R Muecre
A2 LR IR RN Crece bicn y da lecturas clevadas en
Ia seleccién por ELISA
A3 + - Dejo de producir anticuerpos
Ad hhdid Dejo de producir anticucrpos
AS - - Dcj6 de producir anticuerpos
A6 R Contaminada
A7 + Contaminada
AS + - Dcjo de producir anticuerpos
A9 + + Muere
Al0 b Muere
All halhd Decjo de producir anticuerpos
Al2 + - Contaminada
La produccion de pos fue determinada mediante ensayos de ELISA. La cantidad

de + s una repr

btenid,

de los val de d

idad Optica
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VI 2. Caracterizacién del anticucrpo anti-fosfotirosina ACM ;.

VIi. 2.1. Determinacion del isotipo.

f.a determinacion del isotipo se realizo por dos métodos diferentes con el fin de
ascgurar un resultado correcto (seccion Vi3 1 7 2 ) Una de las determinaciones nos indica
el isotipo de cuslquier anticucrpo en solucion (ELISA captura, Figura 14A), micntras que la
otra (ELISA sandwich, Figura 14B) nos determina solamente ¢l isotipo del anticuerpo en
contra del antigeno empleado, en este caso BSA-PY. Como se¢ puedc observar en las
tiguras, cl anticuerpo ACM: es (gG1 micntras que el PY20 es IgG2b

Se utilizaron los siguientes controles en las dos determinaciones
- ELISA CAPTURA

@ sin anticuerpo anti-isotipo lectura de 0.095

@ sin muestra lectura de 0 097
- ELISA SANDWICH

@ sin antigeno: lectura de 1.370

@ sin muestra lectura de 1.036

Antigeno

AN

M 9—-( Ac acoplado
F Ac problema
Y.

Ac anti-isotipo
CAPTURA SANDWICH
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A)

ELISA ANTIHSOTIPO (CAPTURA)

0o.

o e

we28 o 0G3

MOTWO DEL ANTICUERSO

B)

ELISA ANTIHSOTIPO (SANDWICH)

00,

ACMZ 8"

PY20 "u"

Figura 14. Representacién grafica del ensayo para determinar el isotipo.
“c": datos del ELISA de captura, s datos dcl ELISA de sandwich. Los datos que sc
muestran provicnen de un experimento representativo de un total de tres realizadas
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VIL 2.2. Determinacién de la de afinidad y eapecificidad det

Sisti Tosf inodcidos),

anticuerpo (reactividad con

Vil 2.2.1. Obtencién dce ta concentracion de ACM;.

Para conocer aprg ad la racion de ACM: en ¢l sobrenadante,
comparamos los valores de densidad oplica en ELISA dc un rango de concentraciones de
ACM: y PY20, para lucgo recalizar una curva patron de PY20 cuya concentracion es
conocida (Figura 15) A partir de la curva patron interpolamos los datos correspondientes a

lecturas de ACM,; (Figura 15 By C)

Y=A4+8*X 1)

_r-a

B @)

a partir de la ecuacion (1), X

La lectura de densidad Gptica del sobrenadante sin diluir es de 1.995, si reemplazamos estc

valor en la ecuacion (2), tenemaos X = 1995 L1s6 6655x10° "\ f

e © T 1260624679979 ; ’
La ion aproximada de ACM; en sobrenadanic de cultivo es cnionces de
6.655x10'° M, y es parable en densidad optica con la dilucién 1 8000 del PY20

(7.8x10°%° M),

VIl 2.2.2. Espec

idad ded anticuerpo.

Para investigar si los anticuerpos anti-fosfotitosina pudieran mostras reaccion

cruzada con fosfoserina y fosfotr i determi la capacidad de PY, PS y PT, para
inhibir {a union del anticuerpo a BSA-PY en ELISA. Como muestra la Figura 16, la union
de amb i pos cs inhibida por i muy bajas de PY (2x10°* M), mientras
que PT y PS solo son inhibitorias a i de 1 8x10°M para ACM; y de

4.5x10>M para PY20
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Regresion Lineal:
Y=A+B*X

A=1.156
B=1260624679.97952
R=093177

Figura 15, Determinacion de Ia concentracion de ACM;.

A) Se realizaron ciones consecutivas 1.2 en TBS 1X dc los anticuerpos ACM:
(sobrenadante sin diluir) y PY20 (6 25x10™°M igual a una dilucion 1:1000 a partir de una
solucion de | mg/mil). Este es el resultado del experi © mas repr ivo B) Curva
patron de PY20 obtenida a partir de la grafica A tomando solo los valores con tendencia
linear C) Datos de ta regresion lincal de B




A)

—o— ACM2.TIR

— PY20 TIR
- ACM2THR

—a— PY20 THR
= ACM2 BER
= PY20 SER

k "oz o "o - o8
CONCENTRACION DE LOS FOSFOAMINOACIDOS(M)

B)

D.oO.

- PY20 THR 1 H
e - ACM2 SER i
- PY20 EFR - 2-0‘

0 S
VE92 1€-11 IE 10 \ED €8 IL.7 IE-8 GOG0OI0 GO0 GOG1 GOt
CONCENTRACION DEL FOSFOAMINOACIDO (M)

Figura 16. Especificidad de anticuerpos anti-fosfotirosina.

A) Se para ¢l reconocimi de fosfotirosina, fosfoserina y fosfotreonina por ACM; y
PY20. B) Datos de A con escala logaritmica Fosfoaminoacidos TIR fosfotirosina, THR:
fosfotreonina y SER fosfoserina las graficas son resultado del experimento mas
representativo de un total de cinco experimentos
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VIL 2.2.3. Determinacion de Ia constante de afinidad.

Usando concentraciones cquivalentes de ACM; y PY20 sc realizd un ensayo de

[t in entre cl peno en fase salida (BSA-PY) y fosfotirosina en soluciaon (a partir
de datos de la Figura 16), del cual se calculo la constante de disociacion (Kd) sexun una

16

¥ 1on del ¢todo de Friguet y col (Figura 17) Se obtuvo cl valor de 1a constante

de afinidad de los anticuerpos mediante el calculo de la constante de disociacion ya que
Ka = I/Kd

A partir de Ia ecuacion de Klotz,

Ao L ega et
Ao - A S

donde Ao es la concentracion de anticucrpo total, A cs la concentracion de

anticucrpo libre y S la acion de i; La pendi de la grafica en la Figura 17
cortesponde al valor de Kd. Los valores calculados de Ka para PY sc encuentran cn la
Tabla 6. También sc calcularon los valores de Ka de los anticuerpos para fosfotreonina y

fosfoscrina a partir de datos de 1a Figura 16 (mostrados en la Tabla 6)
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Regresion lineal ACM2: Regresion lineal PY20:
Y=A+B°*X Y=A+B*X
A=1.51 A=1.10176
B=0 0002 B=0 00014
R=097713 R=0.99734

Figura 17. Deter i6n de 1a de afinid

Y (Friguet y col., 1985),
En la grafica, Ao ¢s la D.O para cl anticuerpo cn auscncia de antigeno, A es la D.O. a

difcrentes concentraciones de antigeno y S es 1a concentracion del antigeno Resultados del
experi mas repr. ativo de cinco determinaciones
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Tabla 6. C de

- idad

Kd (M) Ka (M)

PY20 TIROSINA 1 4ax10™ 7.14x10°

PY20 TREONINA '3 27x107? 3.05xt0'

PY20 SERINA 3.21x10? 3..1 1x10*
ACM; TIROSINA 2x10™ sx10°
ACM; TREONINA 4.09x10°" 2.44
ACM; SERINA 2.48x10™" 4.02

Los parametros son ¢l resultado de la regresion lineal con base a datos de la Figura 16:

Y=A+B"*X

R

htado de experi

repr

ivo de cinco determinaciones
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VIi 2.3, Deteccion de proteinas fosforiladas en tirosina mediante Western-Blot.

Realizamos un inmunoblot anti-fosfotitosina (seccion V1324 1)) con ¢l fin de
detectar al antigeno utilizado en los ensavos de ELISA (Figura 18) La banda con un peso
molecular de 600-70 KDa corresponde a la BSA-PY El inmunoblot fuc revelado por dos
métodos con diferente sensibilidad, en los cuales obscrvamos ¢l mismo resultado Como sc
puede apreciar en la Figura 18, para los dos metodos, ninguno de los anticuerpos reconoce a
ta proteina acarreadora (BSA) y el scgundo anticucrpo {anticucrpo  anti-1gG murnna

acoplado a enzima) no intertiere con el resultado

v

2.4. Reconocimiento de proteinas celulares fosforiladas en tiro

anticuerpo monoclonal.

En vista del uso principal que se piensa dar al anticuerpo producido, es de gran

portancia comprobar si ACM; pucde reconocer proteinas celulases fosfonladas en
tirosina. Para este fin sc realizo un inmunoblot anti-fosfatirosina (seccion V13 252 ) con
celulas monociticas THP-1 tratadas con pervanadato de sodio (secaidon V1 3 25 1) (Figura

19), el cual es un inhibidor de fosfatasas, especificamente de fostatasas de fosfotirosina

Las bandas reconocidas por ambos anticuerpos corresponden a proteinas fosforiladas
en tirosina ya que no hubo reconocimiento de fosfotreonina, ni fosfoserina (acopladas a una
proteina acarrcadora) en Western-Blot, por ninguno de los anticucrpos anti-fosfotirosina
(datos no mostrados)

El patron de bandas especificas dado por ambos anticuerpos es semejante, ademas,
se distinguen claramente las diferencias, en cuanto a protcinas fosforiladas en tirosina, entre

cclulas no tratadas y células tratadas con pervanadato




B)

Figura 18. Deteccion de proteinas fosforiladas en tirosina por Western-Blot.

A) Carriles 1-4 revelados con PY20 (1) Pesos moleculares, (2) BSA, (3) BSA-PY 20 ng y
(1) BSA-PY 40 ng, carriles 5-8 revelados con ACM: (5) Pesos moleculares, (6) BSA,
(7) BSA-PY 20 ng y (8) BSA-PY 40 ng. Carril] 9 revelado solo segundo anticuerpo
BSA-PY 40 ng. Se utilizo un segundo anticuerpo anti-IgG de raton acoplado a fosfatasa
alcalina.

B) Carril )1 revelado solo sepgundo anticuerpo BSA-PY 40 ng. carriles 2-% revelados con
ACM;: (2) BSA-PY 40 ng. (3) BSA-PY 20 ng y (3) BSA-PY 10 ng, (5) Pesos
moleculares; carriles 6-8 revelados con PY20 (6) BSA-PY 20 ng, (7) BSA-PY 10 ng y
(8) BSA-PY 40 ng. Se utilizé un segundo anticuerpo anti-IgG de raton acoplado a
peroxidasa. Al revelar por quimioluminicencia, el tiempo de exposicion para ACM: tue
de 5° mientras que para PY20 y solo scgundo anticuerpo éste fue de 15°°.
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A) 1 2 3 4 S 6 7 8 9

Figura 19. Deteccién de proteinas fosforiladas en tirosina de células tratadas con
pervanadato (Western-Blot revelado mediante quimioluminicencia).

Carriles 1-4 revelados con ACM, (tiempo de exposicion 27°): (1) BSA-PY 60 ng, (2) BSA-
PY 40 ng, (3) Células sin tratamiento 25 ul de lisado total (L.T.) y (3) Células tratadas 25 pul
de L.T.; carril (5) Pesos moleculares; carriles 6-8 revelados con PY 20 (tiempo de exposicion
27"): (6) Células sin tratamiento 25 ul de 1. T, (7) Células tratadas 25 plde L. T. y (8) BSA-
PY 20 ng; carril 9 revelado solo con segundo anticuerpo: (9) Células tratadas 25 uide L.T.
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Viil. DISCUSION.

VI1L. 1. Produccién de anticuerpos monocionales anti-fosfotirosina.

El primer paso para la produccién de anticuerpos monoclonales especificos para
fosfotirosina, involucro un de inmuni i

finidad Medi i
alta N <

que permiticse obtener anticucrpos de
nes repetidas se profhucve una respuesta secundaria en
que se producen principalmente anticucrpos de clase IgG. que ademas tienen una mayor

afinidad que los producidos en la respuesta primaria (en la que la mayoria son 1gM) La
pr iadel a

en cf animal conlleva a la maduraciéon de la afinidad de los
anticuerpos

Para la produccion de anticuerpos monoclonales existen protocolos ya establecidos,

sin cmbargo, resulta muy importante estandarizar estos protocolos en base a las

condiciones de trabajo de cada laboratorio y los reactivos con los quec s¢ cucnta La

brencion de anticuerpos 1

les esta sujeta a innumerables factores, algunos de los
cuales dependen a su vez del azar Si las condiciones de fusion tales como la concentracion
de PEG, tiempo de fusion, cantidades de células, etc  no son las adecuadas, las células
muecren en el proceso Por otra parte, si pensamos que de los millones de células de bazo
solo una fraccion sc fusiona con las celulas del micloma y que son todavia menos los
hibridos viables, que pueden o0 no producir el anticuerpo deseado, podemos decir que la

obtencion del anticuerpo monoclonal con ciertas caracteristicas ¢s cucstion de probabilidad

E! método de seleccion de las células productoras del anticuerpo descado es por lo
tanto de vital importancia El objetivo principal de la produccion de los anticucrpos
monocionales anti-fosfotirosina es su uso como herramientas para detectar, mediante
Western-Blot, cambios que ocurren en la fosforilacion en tirosina de protcinas En este
caso, sc utilizaron dos metodos de seleccion, el Dot-Blot y el ELISA. El primero se basa en
cl mismo principio de identificacion del antigeno que en ¢] Western-Blot mientras que ¢l

segundo, tiene una mayor sensibilidad y e€s mas sencillo aunque no detecta al antigeno en

i
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H dici lLosr Itados de los dos métodos son ival, es decir, con
cq

las
ambos ensayos sc detectaron anticucrpos cspecificos para fosfotirosina (datos no
mostrados). Sin embargo, se decidid utilizar €l método de ELISA como método de
seleccion por ser mas practico ¥y por que sc fequicre menor tiempo para obtener el
resultndo, utilizandose ¢l hapteno acoplado a BSA en vez de KLH para evitar detectar

anticuerpos especificos para la protcina acarreadora

Inicialmente sc detecto la produccion de anticuerpos anti-fosfotirosina en varios
pozos. pero cn la mayor parte de los casos las células perdicron ésta capacidad Esto puede
provocado por una gran

explicarse de distintas mancras  una posibilidad es el “estres”™
cantidad de células. otra es la presencia de contaminacion por micoplasma, y otra
posibilidad ¢s el sobrecrecimiento de las celulas no productoras Otras células productoras
mueren, una posibilidad es que algunas de las células presentaron un crecimiento acclerado
que no detectamos oportunamente. por lo que sobrepoblaron el pozo y la fatta de nutrientes
provoco su mucrte, 0 Quiza el rearreglo cromosémico no fue favorable Finalmente solo las

células del pozo A2 conservaron la capacidad de producir anticuerpos

La técnica recomendada para purificar inmunoglobulinas de clase IgG a parntir de
sobrenadante de cultivos cclulares. es Ja cromatografia de afinidad en columnas de protcina
A o0 G La union de la inmunoglobulina a estas proteinas depende de la subclase a la que
pertenece Con el fin de clegir 1a tecnica correcta de purificacion se determino la subclase
del anticuerpo ACM: Ya quc el anticuerpo resulto ser 1gGl se decidio usar la columna de
proteina G puesto que ésta subclase no se une a 1a proteina A pero si a la proteina G
(Goding. 1996) Dcspues de la purificacion, los valores de densidad optica obtcnidos para
el anticuerpo (a una concentracion delmg de proteina/ml.), en cl ensayo de ELISA, fueron
menores que los del sobrenadante original del cual se purifico el anticuerpo Para explicar
lo anterior existen dos posiilidades que el anticuerpo no sc una a la columna o que
durante o despucs de la purificacion esté perdiendo su actividad El hecho de que <l
sobrenadante después de la purificacion tenga baja concentracion de anticuerpo, indica que

1a mayor parte del anticuerpo se unié a la columna y, dado que los valores de D O. del



“anticuerpo purificado™ son tan bajos, csto sugiere que el anticuerpo esta perdiendo

actividad durante Ia purificacion.
Como cn los ensayos de ELISA el sobrenadante de ACM; rinde valores de densidad

aptica similares a los de PY20 (1 pg/ml), y ya que no es io que el i PO esté
puro para demostrar su uso on la deteccion de proteinas fosforiladas cn tirosina, se decidid
scguir adel pl do el sobr d de ACM; antes de buscar purificar mediante

otras técnicas

VI, 2. Caracterizacidn del anticuerpo anti-fosfotirosina ACM;.

La caracterizacion se rcalizd a partic del sobr d btenido de la exp ion 1

vitro de 1a clona ACM;

VIIL.2.1. Comparacién semi-cuantitativa de Ia constante de afinidad y especificidad

del anticuerpo.

VIIL. 2.1.1. Determinacion de las constantes de afinidad de ACM; y PY20 por

fosfoaminodcidos.

Para comprender como obtuvimos Ka (Figura 17) a partir de la grafica de la Figura

Ac)fl Az
Kt = LAHL A% (1
AgAc

y en el equilibrio, [AgAc]-[Ac]u . por lo tanto, sustituyendo en (1):

Kd = [_'H:Mk @

[Ac]u

16, recordemos que

Kd__ [Ac)
IAgl; " [Ac]e

De lo anterior, y como [Acl =[Ac)t —[Ac)u,
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obtenemos:
[Ac) Kd
-= 3
[ack '“[azl @
Dividiendo (3) entre [ Ac)lt y rearreglando, tenemos que:
1 Ked

que es 1a representacion matcmatca del equilibrio dada por la ecuacion de Kiotz (Klotz,

1953). Si consideramos que en el ensayo de inhibicion, la densidad éptica obtenida es
proporcional a la concentracion de anticuerpo libre,

fAcl A

[aclk © 4a”
siendo Ao la absorbancia medida para ¢l anticuerpo en ausencia de antigeno v A, el valor
de la absorbancia del anticuerpo para cada concentracion de antigeno. Entonces. tenemos

las siguicntes definiciones

. Ao - A
[Ac)e = [ Ac)e i )
Ao~ A
[} =4zl ~Lacl - === ()
Reemplazando (5) y (0) en la ecuacion de Klotz,

Ao N Kd . 1 -

(Au—Ah[Ac]:'( _fm—-AJ TAcle o
[Ag]l —[Ac) s

multiplicando (7) por [ Ac]r, nos queda:
Ao Kl

Ao A~ Ao— A
[ag) —lacle= =%

+1 (8)

Considerando que [Ag]l> 10 [Ac)t. 1a concentracion del antigeno libre puede ser

smiad

apr a la acion total de antigeno, por lo que la ccuacion (8) es
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ind di d4

P la acién de anticuerpo total ([Ac]r tiende a cero). Nos queda
entonces’

Ao Kd

[ L C)
Ao~ A Ag +! 2

que sc ajusta a la ccuacion de una recta y nos permite ot fa Kd y final ia Ka de
los anticuerpos (Figura 17)

Dec la Tabla 6, podemos ver que la Ka del anticucrpo de referencia cs mayor a la de
ACNM; (sc realizaron varias determinaciones donde los valores de Ka para PY20 variaban,

pero siempre con el mi orden de itud y siempre mayores a los de ACM:). De
acuerdo a nuestros resultados, podemas decir que Ia constante de afinidad de ACM; por PY
cs menor que la de PY20

Por el mismo método, se calcularon las constantes de afinidad de los anticuerpos

para fosfx ina y fosfot i Los resultados de Ia Tabla 6 muestran que ACM; tiene
menor afinidad que PY20 por estos dos fosfoaminoacidos, lo cual significa que ACM; es
mas cspecifico para fosfotirosina

Es cvidemte que los valores de Ka calculados de ésta manera, no pueden
considerarse exactos, ya que durante la incubacion en la placa de ELISA, el cquilibrio
establecido previamente entre ¢l anticuerpo y el antigeno soluble, pucde modificarse por
efecto del antigeno multivalente adsorbido en la placa De hecho los valores de afinidad
para fosfotirosina de ambos anticuerpos son muy bajos. si estos valores de Ka fueran
rcales, no permitirian que la union antigeno-anticuerpo fuese estable a los lavados durante
las condiciones de los ensayos de ELISA y Western-Blot Sin embargo, dado que se utilizo
¢l mismo metodo para ambos anticuerpos, podemos considerar la cxistencia de errores
sistematicos, por lo tanto, aunque no tengamos certeza del valor real de Ka, podemos
concluir que es menor la afinidad de ACNMN; por PY comparada con 1a de PY20. pero la
diferencia es menor de un orden de magnitud. Por otra parte, considerando que ACM; es
menos afin para PT y PS que PY20, concluimos que el anticuerpo monoclonal producido es
mas especifico para PY

R



Otra aproximacion del valor de Ka pucde obtencerse de 1a Figura 16 si considcramos

un i mo; ] y una poblacion h de i pos for d plcj

inmunces, siendo la concentracion del antigeno mucho mayor que la def anticuerpo Cuando

sc tiene el 50% de saturacion de los sitios de union de los anticuerpos,

-]e
[Aclt = {Ack lf‘%],
ahora sustituyendo en
Azt
PN O NN
[As]r =TAck
obtenemos
AgeAdc
Ko = — LfAle— an
[Ae) 5™

[Ac)e
3

y como [Ac]u = -[.-IgAc] tenemos ahora,

[Ac)er2

.- o
K= CiRVtaci 72 [agF a

Es decir, Ka es el inverso de la concentracion de antigeno libre en el punto de 50%

de saturacién. A partir de ta Figura 16 pod parar cualitati las afinidades

de ACM; y PY20 Es evidente que requerimos una menor acion de hapteno libre

para inhibir la union de PY20 a la placa. quc para inhibir la union de ACM; Dado que Ka

h

tiene una relacién inversa con la acion de

ia para una inhibicion
del 50%, esto nos indica quc la afinidad de PY20 por PY es mayor que la afinidad de
ACM

Existen métodos con los que sc puede determinar el valor real de la constante de

afinidad. Sin embargo., para cumplir los objetivos de éste trabajo es suficiente la

comparacién relativa de las afinidades del anticuerpo producido y del comercial.
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Consideramos mas importante demostrar la utilidad de ACM: para los ensayos previstos,

que un conocimiento exacto de su afinidad por PY.

V111 2.1.2. Especificidad del anticuerpo.

Dada la similitud entre serina, freonina y tirosina fosfato era importante demostrar
ala fc trosina para poder decir

da por ACM; real estuviera ocurriendo en

que el anticuerpo producido reconociera

que la fosforilacion que pudicra ser
tirosina y no indistintamente en cualquiera de los tres hidroxiaminoacidos fosforilados

Esta es la razon por la que sc enfrento a ACM; con dichos aminoacidos en un ELISA
(Figura 16)

El anticuerpo de referencia es especifico para PY al igual que ACM3: solo que PY20
reconoce mejor a PY. Sin embargo la especificidad de ACM; es mayor puesto que

reconoce a PT y PS sélo a concentraciones muy clevadas, de estos fosfoaminoacidos

Una manera de explicar la especificidad del anticuerpo producido ©s  pensar que
los sitios de union de ACM; y el dominio SH2 son muy similares dado que ambos se unen
a PY y presentan poco reconocimiento por PT vy PS Tal vez la PY tienc una reactividad
cruzada con PT y PS, debido a sus similitudes en estructura, lo cual puede repercutir en la
especificidad del anticuerpo Por otra parte, podria ser que el anticuerpo de referencia sea
una molécula que reconozea a PY pero preferentemente al grupo fosfato, con lo que sc

puede cxplicar que este anticuerpo se una a PT y PS mas que ACNM;

VIII. 2.2. Deteccion de proteinas fosforiladas en tirosina di Western-Bl

Siendo el método de ELISA mas sensible que ¢l Western-Blot, existia la posibilidad

de que no se detectara el antigeno por el segundo método Los resultados de deteecion de
irosina mediante Dot-Blot d aron que ACM; reconoce al antigeno. y como el
Dot-Blot es una técnica similar al Western-Blot, solo faltaba entonces comprobar que el

anticuerpo reconocicra a PY por ésta técnica. Previamente se establecieron las condiciones
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P

F y acion dc PY20 necesaria para una buecna dcteccién de proteinas

fosforiladas en tirosina, por lo que la menor intensidad de las bandas detectadas por ACM;
(Figura 18) pucde explicarse dc distintas mancras Por un {ado, cl sobrenadante de ACM;
ticne una concentracion de 3 32x10'" M (dilucion 1 2) mientras que la del PY20 es de
6.24x10” M, por lo que aun cuando todo ¢l anticuerpo ACM; sc unicra al antigeno,
quedarian determinantes antigenicos libtes, que en el caso del PY20 estarian siendo
reconocidos Tomando en cuenta los resultados de aftinidad, otra exphcacion menos
probable  es que siecndo ACM: menos afin, se una en menor cantidad al antigeno Esta
segunda explicacion resulta menos probable ya que hay gran diferencia en la intensidad de

las bandas (Figura 18) y no ast entre los valores calculados de Ka (Tabla 6)

Se utilizaron dos metodos para revelar los resultados de este ensayo, cn ¢l primero

s¢ emples fosfatasa alcalina y en el > quimiolt icencia, en ambos casos se

obtuvieron resultados similares, sin embargo se cligio ¢l metodo de revelado mediante
quimioluminicencia por su mayor scnsibilidad, ya que permitiria detectar proteinas

cclulares (poco concentradas) que con el ot1o metodo pasanan inadvertidas

VI, 2.3. Reconocimiento de proteinas cclulares fosforiladas en tirosina por el

anticuerpo moaoclonal.

La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina tiene un papel central en la
transduccion de sefales a traves de los FcyR’s Debido a lo anterior, nos interesaba que el
anticuerpo producido (ACM;) fuera capaz de detectar residuos de tirosina fosforilados en

proteinas celulares

El pervanadato de sodio es un inhibidor de fosfatasas, especificamente de fosfatasas
de fosfotirosina (Leis y Kaplan, 1982, Swarup y col. 1982) las fosfatasas son la
contraparte bioquimica de las cinasas en la regulacion del estado de fosforilacion de las
proteinas cclulares, por lo que al inhibirlas ya no existe una regulacion del estado de

fosforilacion, con lo que se favorece que diversas proteinas de células tratadas con este
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agente csten en su estado fosforilado En un inmunoblot previo al de la Figura 19 (datos no
mastrados). observamos gran cantidad de bandas correspondicntes a células tratadas, pero
ninguna banda en células no tratadas y revcladas con PY20, en cambio, observamos
practi las band

para ¢l control de scgundo anticucrpo y para células
ratadas y no tratadas reveladas con ACM; (aunque se observan menos bandas que en las
células tratadas y revcladas con PY20) Cabe hacer notar que el tiempo de exposicion
(revelado por qui 1

) para revelar con PY20 fue de 1577 mientras que para
ACM; y segundo anticuerpo fue de 30° Ex posible que PY20) sea poco especifico vy detecte
a los tres fosfohidroxiaminoacidos (como se muesira en los resultados de ELISA), sin
embargo ninguno de los dos anticuerpos tue capaz de detectar a PT y PS en inmunoblot
(datos no mostrados) Qucdan ahora dos posibilidades para explicar las diferencias en el
bandeo dado por ambos anticuerpos, si se picnsa en afinidad, los resultados podnan indicar
que PY20 es mas afin y tal vez esa sea la explicacion. sin embargo las diferencias en las
constantes de afinidad calculadas no son tan grandes

Otra posibilidad es explicar los
resultados anteriores mediante las diferencias de concentracion entre los anticuerpos

emplecados, es decir, el PY20 sc usa en inmunoblot casi 19 veces mas concentrado que
ACM: presente en el sobrenadante

En la Figura 19 sc muestra un inmunoblot anti-fosfotirosina en el que se utilizo
liquido de ascitis en lugar de sobrenadante de ACM:

para revelar con una mayor
concentracion de anti po Este resultad

nos indica que lo observado anteriormente s¢
debio a difercncias de concentracion entre los anticuerpos

Observamos un patron de fosforilacion muy similar con los dos anticuerpos en los

carriles de células tratadas con pervanadato, y en los carriles de células sin tratar, aparecen

unas bandas (bandas de aprox. 55, 22, 20 KDa y otras, no muy claras entre 20-30 KDa) que

también sc observan en cl carril de! control del segundo anticuerpo. Este control tiene

: Elulas tratadas r lad ani con segundo anticucrpo. por lo Que concluimos que

i las bandas en los carriles de ceélulas sin tratamiento se¢ deben a un reconocimiento

inespecifico del segundo anticuerpo. De esto se desprende que todas las demas bandas que

se observan cn los carriles de células tratadas son proteinas fosforiladas en tirosina

.21
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IX. CONCLUSION

Sc produjo un anticuerpo monoclonal murino de isotipo 1gGl, especifico para
fosfotirosina el cual podra ser utilizado de manera equivalente al anticuerpo comercial, para
investigar proteinas fosforiladas involucradas en las distintas vias de sefalizacion, con la
ventaja de tencrlo mas disponible y a un menor costo Las caracteristicas de ACM; son las
siguicntes
® El anticucrpo producido demostréd ser capaz de reconocer proteinas fosforiladas en

tirosina tanto ¢n ensayos de ELLISA como en blots, aan cuando sc uso a concentraciones

mas bajas que PY20
@ El anticuerpo ticne una menor afinidad que el comercial pero una mayor especificidad

PERSPECTIVAS.

fotirosina tiene como objetivo

La producciton dec anticucrpos 1 les anti
d ion de sciales en las célul Con

el conocimiento mas profundo de las vias de tr
d de los r ptores,

ellos se pretende averiguar que proteinas fosforiladas en tirosina (.
cinasas, fosfatasas, y sustratos de las mismas) integran cl complcjo de activacion luecgo de

la agregacion de los diferentes FoyR. especificamente FeyRl y FoyRN de células

monociticas.
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X1 APENDICE.

1. Reactivos.

NOMBRE NOMBRE MARCA
Acido bonco Sigma
A 1po NNt Sigrus
Adyurante de Freund Ct Merck
Alamima K 1.H Sigma
A no Lo he Camation
Ay eTiy eupeptin S
Aprotimna Pesos miolcculares (ladder) Gibco
K-Aza Medio D-MENM Gibco i
Azida de sodio i Rescarch
Azul de bromofcnol Mcetanol Merch
BCIP/ANBT NaHCO3¥ NMerck
Bis-Acnlamuda NaOH Mecrck
BSA P-Nitrofemifosfato g
Carbonata de sodia Nitrocelufost s0_rad
Ciprosan Ornos ansdito g somfio 1gma
Cloruzo de m PEC ena
Cloruro de sodic Pl G Gibco
Clonuro de calco Pepaana Sigmy
Asul de C Persulfato, HBio rad
| Pinpuata Gibco
NSO PMSF Stgma
FECL. {sustrato) lonccit Sigen
2AC Proteina G
DTA Privan
IS i DS
osfosenna ucro Fetal Bovino
- i EMED 3
R indina Sigmna
Fluonuro de wuxdic Terma base Sigima
Glicerol Terton X-1tx S
§ Ghecina Tween 20
Glucosa
Glutamina
Anticuerpos
Nombre
Anti-I3: de cabra (de concrol

Anti-Fc de 12G de rton
Anu-fosfotirosina (PY20) (dc ratdn)

(de cabra)

Anii-isotipa (de cabraj

Anti<cadena pamma de 15G de_rion acoplado 3 FA (de mton)




2.Preparacién de soluciones,

-Medio de cultivo D-N

Disolver c! contcnido de un sobre en agua desionizada, agregar y disolver 3.7g de NaHCO,;.
Ajustar el pH & 7 1 y aforar a 1000 ml. Esterilizar por filtracion y guardar protegido de la
luz a temperatura ambiente como una prucba de esterilidad

-Solucién Stock de glutamina (100X):

Leglutamina 2040 mM 2922 g
Disolver en PBS a 37°C y aforar a 100 ml. Esterilizar por filtracion y guardar a -20°C

-Soluc Stock de antibibticos (100X):
Estreptomicina | mg/ml. 100 mg
Penicitina-G 100000 U/ml. 598 8 mg

Disolver en PBS y aforar a 100 ml. Esterilizar por filtracion y guardar a -20°C.

-Medio Mieloma (MM):

Suero Fetal Bovino (SFB)al 10 %a 50 mL.
Antibioticos 100X 5 mL
Glutamina 100X S mi
Aminoacidos no iales 100X S mi.
Piruvato 100X S mL

Aforar a 500 mL con Medio D-MEM Guardar a 4°C

-Solucion Stock de 8-Azaguanina (100X):

8-Azaguanina 20mg
Disolver en agua desionizada y aforar a 100 ml. Estenlizar por filtracion. Guardar a -20°C,

protegido de la luz

~Medio de Micloma con Azaguanina:

8-Azaguanina 100X 25 mL
Medio Micloma 247.5 mL
-Medio de Fusion (MF):

Antibioticos 100X 5 mL
Glutamina 100X 5mL

Aforar a 500 ml. con medio D-MEM. Guardar a 4°C.



-Solucién Stock de HT (100X):

Hipoxantina 136 mg
Timidina 39 mg
Disolver en agua desionizada a 70-80°C y aforar a 100 ml.. Esterilizar por filtracion.
Guardar a -20°C, protegido de la luz

-Solucién Stock de Aminopterina (100X):

Aminopterina 1.8 mg
Disolver ¢n agua desionizada, agregar unas gotas de NaOli 2 M y aforar a 100 ml. con
agua desionizada Esterilizar por filtracion Guardar a -20°C

-Medio HAT:

Sucro Fetal Bovino al 20 %%

100 mL
Antibioticos 100X S5 mL
Glutamina 100 X S mL.

i idos no iales 100X 5 mL
Piruvato 100X 5 ml.
HT 100X 5 mlL.
A 100X 5 mL
Aforar a S00 ml. con medio D-MEM Guardar a 4°C.
~Medio HT:

Sucro Fetal Bovino 20 %% (GIBCO) 100 m}
Antibioticos 100X S ml
Glutamina 100 X S ml
aa no escnciales 100X Sml
Piruvato 100X 5ml
HT 100X 5 mi

Aforar a 500 ml con medio D-MEM. Guardar a 4°C.
-Medio D-MEM complementado:

Sucro Fetal Bovino al 10 % (G1BCO)

50 mL
Antibioticos 100X SmL
Glutamina 100 X S mL
inoacidos no iales 100X 5 mL

Piruvato 100X
Aforar a 500 mL con Medio D-MEM. Guardar a 4°C.
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~Amortiguandor de dictiinoliiming (para Fosfatasa Alealina):

Dictanolamina 0 $ M
Cloruro de magnesio 0.25 mM
Azida de sodio 3 mM

Disolver cn agua bidestilada , ajustar el pil a 9.8 y aforar a 500 mL..

~Amortiguador de carbonatos:

Carbonato de sodio 50 mM Na:CO,

Disolver en agua bidestilada, ajustar el pH a 9.0 y aforara 100 mL..

-Amortiguador TBS 20x:

Trizma® basc 0.2 M

Cloruro de sadio 3 M
Disolver en agua bidestilada , ajustar a pH 7.5 y aforar a 500 mL.

~Amortiguador PBS 20x:
Natl;PO4 H:O

Na:HPO, IZH:0

NaCl

Disolver en agua bidestilada, ajustar a pH 7.5 y aforar a 500 mL.
~Amortiguador TBS IX-BSA 3 %:

TBS 20X
BSA 3%

Disolver la BSA en agua bidestilada, agregar el TBS y aforar a 100 mL.

~Amortigcuador TBS IX-Tween 0.1 %:

TBS 20X
Tween 20al 01 %
Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

~Amortiguador THBS IN-Tween 0.01 %:

TBS 20X
Tween 20 al 0.01 2%
Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

50 mL..
51 mg.
02y

053 g

12.11 8
8766 g

SOomL
1 mL

50 mL
0.1 mL
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—Amortiguador de boratos:

Acido borico 0 1 M 61.843 g
Disolver en agua bidestilada y atorar a 1 L. Ajustar el pl1 a 8.8,

-Solucion de PEG al 41.6 Y:
Polietilenglicol (PEG) 1550

Medio de Fusion
Se disuelve en baiio de agua a 60°C y se esteriliza por filtracion.

N

-Solucion “A®:

Trizmadd base 2 M 2422 g
Disolver en agua bidestilada |, ajustar ¢l pH a 8.2 y aforar a 200 mL.

-Solucion »“B™:

Glicina 0.2 M 75
Disolver en awua bidestilada |, ajustar el pH 2 2.8 y aforar a 500 mlL..

-Solucion “C™:

Trizma® base 0.1 M 1241 g
Cloruro de sodio 0.2 M 11.7g
Disolver en agua bidestilada, ajustar a pH 8.2 y aforar a 1000 ml..

-Sustrato soluble de Fosfatasa Alealina:

p-nitrofenilfostato 1 tableta
Disolver y atorar a 5§ mL. con amortiguador de FA, Proteger de la luz. Usar al momento ( no
mas de ! hora después de preparado).

-Amortiguador de Lisis (con inhibidores):

Triton 126 1 mb
Gilicerol 3% mL
Trizma 10 mM 01211 g
NaCl 150 mM 0.8766 g

Ajustar pH a 7.6 y aforar a 100 ml. con agua bidestilada.

Los inhibidores se agregan en ¢l momento:

Leupeptina 100X 10 nbL.
Pepstatina 100X 10 nl.
Aprotinina 100X 10 uLL
EDTA 100X 10 pLl.
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10 uL.

PMSF 100X

Ortovanadato de sodio 100X 10 uL.
NaF 30X 30 pat
Llevar a 1 mlL con amontiguador de lisis.

- Gel mediano SDS-PAGE al 10%:

Gel inferior Gel Superior

3975 ml Acrilamida 650 pl.

5025 ml. Agua bidest. 3.06 mL.

3 mL BufYer ( inferior o superior) 1.25 mi.

20 pt. Persulfato 20 ul

10 uLL TEMED 10 pl.

- Amortiguador de corrida:

Trizma 1.5g
SDS 0sSg
Glicina 72g
Aforar a 500 ml. con agua bidestilada. Guardar a 4°C
« Amortiguador de transferencia en camara hiimeda:
Glicina 297g
Trizma 582
sDS 0037 g

Aforar a 800 ml. con agua bidest Agregar unas horas antes 200 mL de metanol y guardar a
4°C
- Amortiguador de muestra 1X (Laemmli):

SDS 2°,

Glicerol 10 %%

DTT 100 mM

Trizma base 60 mM

Azul de bromofenol 0 01 %o
AjustarpHa 68

~Amortiguador de L.avado:
TBS 20X

Tween 0 05 %
Aforar a IL con agua bidestilada.
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-Solucién de bloquco (1):

TBS 1X
BSA 3%
Disolver Ia BSA y aforar a 20 mL con TBS 1X.

-Solucién de bloqueo (2):

TBS-tween 0 05 %o

BSA 1%

l.eche 3%

Disolver la BSA. la leche y aforar a 20 mL con TBS 1X.
-Solucién de bloqueo (3):

BSA 1%
TBS-Tween 0 05%a

-Amortiguador de anticuerpo:
TBS IX

Tween 0 05%
BSA 1%e

20 mL
06g

20 mL
0o2g
06g

50 mL
0.025 mL
0.5 mL
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