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I.  RESUMEN.

El objetivo del presente trabajo fue producir y caracterizar anticuerpos especificos
contra la proteina 24RNP recombinante de espinaca para su posterior utilizacién en
experimentos de inmunodeteccion ¢ inmunolocalizacion.

Para la obtencién de la proteina recombinante se partid de una colonia de
Escherichia coli cepa M15 con el plasmido pQE-24RNP capaz de ser inducida para sobre-
expresar a la proteina. Esta clona fue generada previamente subclonando en fase el gen de
la 24RNP de espinaca en el vector pQE-30 (Toledo, 1998). Dicho vector produce un alto
nivel de la expresion de la proteina en Escherichia coli y ademas permite el etiquetado de la
misma por medio de seis histidinas en el extremo amino terminal lo que facilita su
purificacion utilizande una resina de niquel. Con dicha construccion se transformd una cepa
de Escherichia coli (M15) ta cual tiene varias copias del plasmido represor pREP4 que
porta el gen lac/ y que codifica el represor /ac. Los niveles altos del represor aseguran una
regulacién controlada de la expresion de la proteina recombinante. Para la induccién de la
expresién de la proteina 24RNP se utiliza como inductor una molécula similar a la lactosa
(IPTG).

Se indujo la sobre-expresion de la proteina 24RNFP y, una vez que se obtuvo la
proteina recombinante pura, se empleé para inyectar dos conejas por un tiempo aproximado
de mes y medio (inyecciones semanales de 500 pg a cada una). Se realizé una sangria de
prueba para determinar la presencia de anticuerpos contra la proteina 24RNP recombinante
de espinaca. Confirmado esto se llevé a cabo la sangria de cosecha y la determinacion del
titulo de los anticuerpos obtenidos. Los anticuerpos (IgGs) se purificaron con una
precipitacion con sulfato de amonio realizando nuevamente la determinacién del titulo. Se
realizé una segunda purificacién empleando un método basado en la utilizacion de
antigenos unidos a nitrocelulosa. Fue posible obtener un ensayo especifico para una banda
aumentando la dilucién del anticuerpo empleado en la inmunodeteccion. Empleando este
anticuerpo se demostrd su capacidad de reconocer a la proteina 24RNP en extractos crudos
de hojas de espinaca. Por Ultimo, se realizd un ensayo para comparar la cantidad de
proteina 24RNP presente en diferentes extractos protéicos purificados de cloroplastos de

espinaca.



II. INTRODUCCION.

El desarrollo del cloroplasto es uno de los procesos criticos durante el crecimiento y
la diferenciacion de las plantas que involucra cambios moleculares significativos (Deng y
Gruissem, 1987). La expresién de los genes de cloroplasto esta regulada por una variedad
de mecanismos, uno de los cuales es la modulacién de la estabilidad de los RNAs durante
su desarrollo (Lisitsky ef al., 1995). El control del decaimiento del mRNA en el cloroplasto
se logra por la interaccién especifica de secuencias y estructuras de RNA con factores como
ribonucleasas y proteinas de unién a RNA (RNPs) (Hsu-Ching y Stern, 1991). Por ¢jemplo,
las interacciones RNA-proteina regulan la estabilidad de los mRNAs de la histona (Harris
et al., 1991; Mowry y Steitz, 1987) y de protooncogenes (Brewer, 1991),

El papel de las RNPs ¢n el procesamiento y estabilidad del extremo 3’ del mRNA
de cloroplasto no ha sido bien definido. Se ha propuesto que la proteina 28RNP podria
interaccionar a través de su dominio acido terminal, con una nucleasa especifica dirigiendo
de esta manera ¢! procesamiento correcio de los extremos 3' (Schuster y Gruissem, 1991;
Hayes et al., 1996).

La 24RNP es otra pequefia proteina de unién a RNAs de cloroplastos. Sin embarge,
se sabe mucho menos acerca de la funcién de esta proteina que de la 28RNP (Toledo, 1998;
Schuster y Gruissem, 1991). Un enfoque para analizar la funcién de esta proteina in vivo,
es eliminarla o meodificarla a través de mutaciones, sobre expresion de genes y regulacién
por RNA anti-sentido. En modelos in vifro, la inmunosubstraccién podria ser una
herramienta dtil para el propésito mencionado (Rees et al., 1992).

Como un primer paso en la contribucion a la aplicacion de este enfoque al estudio
de la funcién de la 24RNP, en este trabajo se llevd a cabo la produccion de anticuerpos
policlonales anti-24RNP generados a partir de la 24RNP de espinaca, producida por
técnicas recombinantes en Escherichia coli. Estos anticuerpos purificados fueron capaces

de reconocer especificamente a la proteina 24RNP en extractos crudos de hoja de espinaca.



M. ANTECEDENTES.

1. Elsistema inmune.

La principal funcién del sistema inmune es proteger a los animales de organismos
patogenos y de productos toxicos. El sistema inmune estd compuesto de un sin nimero de
mecanismos para localizar, neutralizar Y eliminar del cuerpo, células, virus ¥
macromoléculas invasoras. Este sistema de defensa estd compuesto principalmente de
proteinas y células que circulan por todo ¢l cuerpo.

La inmunidad se clasifica principalmente en inmunidad innata
¢ inmunidad  adquirida. La primera estd mediada por células que responden
inespecificamente en contra de moléculas extrafias y esta compuesta principalmente por: a)
el sistema de fagocitosis llevado a cabo por los macrbfagos, b) la secrecion de lisozima
llevada a cabo por las células lagrimales y ¢) por el sistema de lisis celular que se lleva a
cabo por las células asesinas naturales. Este tipo de inmunidad no responde a exposiciones
repetidas de una misma molécula extraiia. La inmunidad adquirida a diferencia de la innata
responde 2 moléculas especificas, se presenta cuando existen exposiciones repetidas de una
‘misma molécula v esta mediada principalmente por células conocidas como finfocitos, los
cuales sintetizan en su superficie celular receptores especificos o secretan proteinas que se
unen especificamente a la molécula extrafia. Estas proteinas secretadas son conocidas como
anticuerpos y la molécula que se une al anticuerpo se conoce como antigeno, el cual puede
tener dentro de su estructura, uno o mds epitopes (parte del antigeno que desencadena la
respuesta inmune y que ademas es la parte reconocida por el anticuerpo). Cuando una
molécula es usada para inducir una respuesta inmune se le denomina inmundgeno (Harlow
y Lane, 1988).

Los anticuerpos son grandes familias de glicoproteinas. Funcionalmente se
caracterizan por su habilidad de unién a antigenos, a células especializadas o a proteinas del
mismo sistema inmune.

Estructuralmente los anticuerpos estan compuestos de una o mas copias de una
unidad caracteristica que se visuatiza en forma de Y. Cada Y contiene cuatro polipéptidos:
dos copias idénticas de polipéptidos conocidas como cadenas pesadas y dos copias

idénticas de polipéptidos conocidas como cadenas ligeras, las cuales se unen entre si por
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puentes disulfuro. A la zona de unién entre dos cadenas pesadas se le conoce como fraccion
cristalizable (Fc) y la unién entre una cadena pesada y una cadena ligera se le conoce como
fraccion variable {Fv). Los anticuerpos se clasifican en cinco clases: IgG, IgM, IgA, IgE,
IgD basandose en el nimero de unidades Y (Y-like) y en el tipo de cadena pesada que
contengan (William, 1989).

La primera clase de Ig generada por los linfocitos B productores de anticuerpos es la
IgM, una molécula que tiene una alta afinidad por los epitopes del antigeno. La respuesta
de 1gM disminuye con el tiempo (tiempo de vida media de 8 a 10 dias) y es reemplazada
por una segunda clase de Igs, las [gGs, las cuales tienen un tiempo de vida media mucho
mayor (de 25 a 30 dias) y su produccién aumenta después de exposiciones repetidas de un
mismo antigeno, siendo de esta manera la mas abundante en el suero (75%). Otras lgs
aparecen tiempo después cuando las IgGs ya no son tan abundantes {Coligan er al., 1989;
William, 1989),

2. Las Proteinas de unién a RNA (RNPs).

Las RNPs son proteinas que se han encontrado en muchos organismos, tales como:
algas, plantas superiores, ratdén y humano. Se caracterizan por que se unen al RNA, ya sea
para conferirle estabilidad, procesarlo o degradarlo.

En plantas se han logrado identificar una gran variedad de estas proteinas, muchas
de las cuales ain no se sabe su funcion. Las RNPs de plantas se caracterizan por poseer dos
dominios de unién a RNA y algunos motivos auxiliares entre los que destacan un dominio
cide hacia la regién amino terminal y otros dominios ricos en ciertos aminoacidos (Kenan
et al., 1991; Fukami et al., 1993; Alb4 y Pagés, 1998).

En la Tabla 1 se presentan algunas de las funciones de las RNPs que se han

identificado en cloroplastos de plantas superiores.



Tabla 1. RNP’s identificadas en cloroplastos de plantas superiores (Sugita y Sugiura,

1996).

Proteinas Especie

Caracteristicas y funcién propuesta

Proteinas con dos dominios consenso de union a RNA.

cp28, cp29A. cp29B, cp3i, Nicotiana sylvesiris
cpl3

unidn preferencial a poli-G, poli-U,
proteinas de union generalizada a
RNAs presentes como complejos de
20-308

CP-RNP30, CP-RNP31 N . plumbaginifalia correspenden a las cp29A y cp29B

cp29, cp3l, cp33 Arabidopsis thaliana homologas a las de M. sylvestris

RNP-T Arabidopsis thaliana

ATRBP31, 33 Arabidopsis thaliana

cRBP Mesembryanthemum crystallium

28RNP Spinacea oleracea procesamiento de los extremos 3'UTR
de mRNAs

24RNP Spinacea oleracea desconocida

NBP Zea mays aislada como una proteina de unién a
DNA

RNP1 de frijol Phaseolus vulgaris proteina de unién a AG-1I; unidén a

Otras sin dominios consenso de unién a RNA

100RNP S. oleracea

I3RNP S. oleracea

secuencias de DNA de cadena sencilla
ricasen T

homéloga a la polinucledtido fosforila-
sade E.coli

se une ala 3’ IR de petD asociada con
100RNP




3. La 24RNP de espinaca.

La proteina 24RNP esta codificada en el nucleo y es sintetizada en el citoplasma,
posee un péptido de transito en el extremo amino terminal que la dirige al cloroplasto;
contiene dos dominios consenso de unitn a RNA (RNP- CS) y un dominio amino terminal
acido, caracteristico de las RNPs de cloroplastos (Figura 1) (Schuster y Gruissem, 1991).

La comparacién de las secuencias de la 28 y la 24RNP indica que la secuencia de
aminoacidos presenta una divergencia considerable en el extremo amine terminal (13% de
identidad) en el que ambas proteinas son 4cidas (30% y 27% de amino4cidos dcidos para la
24RNP y la 28RNP respectivamente). A nivel de aminoacidos totales, presentan 57% de
identidad (Toledo, 1998).

El cDNA de la 24RNP fue aislado originaimente de una biblioteca de cDNA de hoja
de espinaca (Abrahamson no publicado, 1995). El gen de la proteina 24RNP madura de
espinaca fue subclonado en fase en el vector pQE-30, con esta construccidn se transformé
una cepa de Escherichia coli (M15) para sobre-expresar a la proteina (Toledo, 1998).

Se ha visto que ésta proteina es mas abundante en extractos de hoja joven de

espinaca y decrece en hojas maduras (Abrahanison no publicado, 1995),

Dominio acido
28RNPF VAQTSEWEQ EGSTNAVLEG ESDPEGVSW GSETQVSDEG VEGGQGFSEP
24RNP E SISSSFVRHV RISSE...F EQEEDVMGDD AGROPNFS..

Primer dontinio de union a RNA
PEEAK LFVGNL PYDVDSEKLAG IFDAAGVVE AE VIYNRETDRSR GFGFVTM
.PDLK IFVGNL PFNDVSAELAG LFGAGTVEM VE VIYDKLTGRSR GFGFVTM

Region interdominios
STVEEAEKAV ELLNGYDMDG RQLTVNKAAP RG...SPERA PRGDF
SSVEEVERAR QQFNNYELDG RTLRVTEDSH KDMTLPRVES ECDSF

Segundo dominio de union a RNA
EPSCR VYVGNL PEDVDTSRLEQ FSEHGKVVSAR. VVSDREGRSR GFGFVTM
GSSNR VHVGNL SWKVDDDALK. FSETDGVVEAKV IYDRDTGRSR GFGEVTY

SSEVNVNDA IAALDGQTL DGRAVRVNVA EERPRRAF
NSANEVNTA IESLDGVDL NGRSIRVTAA ERQRRG..

Figura 1. Comparacidn de las secuencias maduras de aminodcidos de la 24 y 28 RNPs,




4. Sistemas de expresién de proteinas recombinantes.

El rapido desarrollo de las técnicas de DNA recombinante ha dado como resultado
¢l aislamiento e identificacion de muchos genes importantgs, asi como también ha
contribuido al descubrimiento de algunas de las funciones de estos genes.

La expresién de genes en otros sistemas celulares es importante ya que con ello se
puede obtener material para estudios de estructura-funcién, asi como la obtencién de
reactivos para diagnostico (anticuerpos monoclonales y policlonales) y para pruebas de
actividad in vivo {Rees et al., 1992).

Existen diversos sistemas para la expresion de genes foraneos enire los que se
encuentran células de mamiferos, insectos, hongos, bactetrias y tanto anirales como plantas
transgénicos. La seleccién del sistema de expresion dependerd de las propiedades para
decodificar la proteina, asi como también del manejo, el costo y el tiempo para generar la

proteina recombinante requerida (Rees et al_, 1992).

4.1 Expresién de proteinas en sistemas procaridticos.

El sistema procariético mas empleado para la expresion de proteinas recombinantes
en la actualidad es el que emplea a FEscherichia coli.

Escherichia coli es el procariote mds utilizado, debido a que proporciona multiples
ventajas tales como: facil manipulacién genética, un facil acceso a reactivos gue incluyen a
los vectores de expresion de genes, la gran cantidad de proteina que se puede producir {en
el orden de g por litro de cultivo), la gran capacidad de adaptacion al medio y su velecidad
de crecimiento (Sambrook ef al., 1989)

La expresion de un gen fordneo en Escherichia coli requiere de la insercion de una
copia del cDNA del gen en un vector de expresion. Este tltimo debera ser un plasmido con
un origen de replicacién, un marcador para seleccionar {generalmente se utiliza la
resistencia a antibiéticos), un promotor y un terminador transcripcional separades por un
sitio de multiclonacién y por dltimo una secuencia de DNA que codifique un sitio de union
al ribosoma {Sambrook e! al., 1989).

Una de las desventajas principales que tiene este sistema de expresidn es su
incapacidad para llevar a cabo modificaciones post-traduccionales tipicas de las células

cucarioticas. La segunda desventaja, es que muchas de las proteinas producidas



generalmente se encuentran en forma insoluble en cuerpos de inclusién cuando son

expresadas de manera intracelular (Sambrook et al., 1989).

Actualmente es muy frecuente el uso de vectores que permitan obtener proteinas
etiquetadas o fusionadas con alguna otra proteina, ya sea para facilitar la purificacion de la
proteina recombinante o para conferir a fa proteina de interés caracteristicas especificas gue

permitan identificarla mejor (Ausubel ef al., 1987).
4.2 Expresién de proteinas en sistemas eucaridticos.

Debido a que no todas las proteinas se pueden prpducir en un sistema procariético,
como el caso del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, se han buscado otros

sistemas de expresion (Sambrook ef al., 1989).

Dentro de los sistemas de expresion eucaridticos mas utilizados se encuentran los

que emplean levaduras y células de mamiferos.

Los sistemas de expresion eucaridticos utilizan principalmente levaduras, en
especial a Saccharomyces cerevisiae que es un eucariote unicelular, no patogeno facit de
cultivar, La principal ventaja que este sistema de expresién brinda es la capacidad de

producir proteinas libres en forma activa (Lundblad, 1996)

Muy pocas proteinas eucaridticas se han podido expresar de manera eficiente en
hospederos procaridticos. Muchas proteinas eucariéticas sintetizadas en bacteria muestran
un plegamiento incorrecto ¢ ineficiente y en consecuencia exhiben una baja actividad
especifica. Adicionalmente la produccién de proteinas eucaridticas auténticas
bioldgicamente activas desde un DNA clonado, requiere frecuentemente de modificaciones
post-traduccionales tales como puentes disulfuro, glicosilaciones, fosforilaciones,
oligomerizaciones y un sitio proteolitico especifico; procesos que no son llevados a cabo
por células bacterianas. Estos problemas sen evitadus generalmente utilizando células de

mamiferos (Sambrook er al., 1989).



5 Expresién y purificacién de proteinas recombinantes.

La expresién y purificacién de proteinas recombinantes facilita la produccion y
caracterizacion detallada de algunas proteinas. Se han desarrollado una gran variedad de
sistemas de expresion heterélogos que son frecuentemente utilizades para la produccién de
proteinas recombinantes, cabe mencionar que la purificacién de éstas, a veces es un poco
complicada utilizando los métodos convencionales. Las técnicas de DNA recombinante
permiten la construccion de proteinas de fusién en las cuales, una etiqueta con afinidad
especifica es adicionada a la secuencia de la proteina de interés; el uso de la afinidad de la
etiqueta simplifica la purificacién de las proteinas fusionadas mediante el uso de métodos

cromatograficos de afinidad.

Los principales métodos de expresion y purificacion de proteinas recombinantes
mas utitizados en la actualidad son los que expresan proteinas: con etiquetas de histidinas
(sistema empleado en este trabajo), unidas a la proteina a la proteina de unién a maltosa
(Guan et al., 1987; Bedouelle y Duplay, 1988; Maina ef /., 1988; Ammann y Brosius,
1985; Riggs, 1994), unidas a tioredoxina (Stormo et al., 1982; Mitraki y King, 1989,
McCoy y LaVallie, 199.4), unidas a glutation-S-transferasa (Smith y Jonson, 1988; Smith et
al., 1986, Smith y Corcoran, 1994).

5.1 Expresién y purificacion de proteinas con etiqueta de histidinas.

El sistema QlAexpressionist (QIAGEN, Chatsworth, CA) es una forma ripida y
ficil para expresar y purificar proteinas recombinantes. Los vectores de expresion pQE dan
un alto nivel de expresion en Escherichia coli de proteinas que poseen una etiqueta de seis
histidinas que puede colocarse en el extremo amino (construcciones de tipo [V) o carboxilo
terminal (construcciones de tipo III). La purificacién de la proteina recombinante se basa en
la utilizacién de la resina Ni-NTA que posee una alta afinidad por la etiqueta de seis
histidinas con las que se marca la proteina a purificar. Las proteinas son recuperadas
mediante la adicién de imidazel, compuesto que va a competir por el niquel debido a su

carga positiva {(QIAGEN}).



6.  Métedos de purificacion de Inmunoglobulinas (anticuerpos).

Fundamentalmente existen dos aproximaciones diferentes para la purificacion de
lgs: la general y la especifica.

La general se basa en una caracleristica fisicoquimica particular (solubilidad,
afinidad, densidad, etc.) de la Ig para poder separarla de la soluci6n. La especifica se basa

en la reaccion seroldgica especifica que existe entre el antigeno y €l anticuerpo (William,
1989,

6.1 Métodos generales.
6.1.1 Precipitacién.

La precipitacion es uno de los procedimientos mds utilizados para la purificacién y
concentracidn de anticuerpos para su posterior andlisis. Generalmente la precipitacién se

utiliza como un primer paso en la purificacién de anticuerpos (Harris v Angal, 1989).
6.1,1.1 Precipitacién selectiva de anticuerpos.

La precipitacion selectiva de anticuerpos se lieva a cabo por la alteracidén de las
propiedades de los anticuerpos mediante la adicién de un solvente. Incluye la precipitacién
con sales como cl sulfato de amonie; la precipitacion con polimeros orgdnicos como
polietilenglicol v la precipitacion por deplecidn de electrolitos.

¢ Precipitacion con sales inorginicas.

Es una de las més utilizadas y se basa en la formacién de puentes de hidrégeno de
las proteinas en solucion con el agua, por la presencia de grupos polares y grupos idnicos.
Cuando se aumenta la concentracidon de icnes, semejantes a los grupos suifato, éstos
altimes compiten con las proteinas por las moléculas de agua. Estas moléculas de agua son
removidas desde la superficie de las proteinas, disminuyendo de esta manera su solubilidad
y provocando por lo tanto su precipitacién. La sal mas empleada es el sulfato de amonio y

fue la empleada en este trabajo (Gagnon, 1996).
6.1.1.2 Precipitacién selectiva de contaminantes,

Precipitacidn selectiva de contaminantes por complejacidn con agentes que reducen
la solubilidad. Incluye ia precipitacidn con agentes complejantes orgénicos; la precipitacion

con acidos orgénicos de cadenas cortas y la precipitacion con bases organicas.



% Precipitacién por la adicién de 4cidos.

Este método se basa en la disminucidn del pH de la solucion por la adicién de un
acido, por ejemplo el 4cido caprilico y el 4cido octanoico. La carga negativa del grupo
carboxilo del 4acido penetra a’ las proteinas hidratadas y se une a su superficie
impartiéndoles un alto grado de hidrofobicidad. Las proteinas dcidas son poco solubles a un

pH bajo y por lo tanto precipitan (Gagnon, 1996).
6.1.2  Cromatografia de exclusién molecular

Este método se utiliza principalmente para la purificacidn tanto de [gMs como de
IgGs y se basa en la diferencia de pesos moleculares que existe entre estas moléculas (385
kDa para las primeras y 77 kDa para las segundas)y las otras moléculas presentes en el
suero, es decir las moléculas pequefias van a migrar mds rapidamente en el gel separandose
de las moléculas mas pesadas, permitiendo de esta manera su purificacién (Harlow y Lane,
1988).

6.1.3 Cromatografia de intercambio iénico.

Los residuos carpados en la superficie de la proteina incluyen los grupos amino y
carboxilo de los aminoacidos. Estos residuos son anfotéricos y les confieren una carga neta
a las proteinas en funcion del pH. Ei pH en el cual una proteina con carga positiva esta en
balance con su carga negativa se le conoce como su punto isoeléctrico (PI). De esta manera
una proteina se une a una matriz aniénica si se encuentra cargada positivamente ( pH arriba
de su PI) y a una catidnica si se encuentra cargada negativamente (pH abajo del PI).

Los soportes solidos que mds se emplean en estas columnas son: el etil amino
cuaternario (QAE), el dietilaminoetil (DEAE) , el carboximetil (CM) y el sulfopropil (SP)
{Gagnon,1996).

6.1.4 Cromatografia de afinidad por un metal inmovilizado.

Esta cromatografia estd influenciada por varios factores, incluyendo grupos
quelantes en 1a columna, metales i6nicos inmovilizados, pH, concentracién e identidad de
sales, selectividad de elucion por proteinas unidas.

Se basa en la afinidad de los grupos histidil, los cuales actian como agentes
quelantes del niquel. Se emplea principalmente para la purificacién de anticuerpos 1gGs,

debido a que estas inmunoglobulinas tienen una alta concentracién de estos residuos en sus




dominjos. Para poder eluir los anticuerpos se utilizan compueslos que compiten por el

niquel como el imidazo! (Gagnon, 1996).
6.1.5 Cromatografia de afinidad con proteina A.

Se basa en la utilizacion de la proteina A que es un componente celular de
Staphylococcus aureus. Esta proteina es un polipéptido en forma de espiral que conticne
cinco regiones de unién por la fraccion cristalizable (Fc) de las IgGs en el extremo
carboxilo terminal y un grupo sulfhidrilo en el extremo amino terminal que le permite

unirse a un soporte sélido (Harlow y Lane, 1988).
6.2 Métodos especificos.

Los métodos especificos para ta purificacién de anticuerpos se basan en la reaccidn

especifica que existe entre un anticuerpo con su antigeno.
6.2.1 Purificacion por inmunoafinidad con una columna de antigeno.

Es uno de los métodos mas utilizados para purificar anticuerpos especificos contra
un antigeno a partir de una preparacion de anticuerpos policlonales. En este procedimiento
un antigeno puro es unido covalentemente a un soporte sélido. Se pasa la solucién con los
anticuerpos y los anticuerpos no especificos son removidos por medio de lavados. Después

los anticuerpos unidos a la columna de antigeno son eluidos ( Harlow y Lane, 1988).

Este fue el método empleado en este trabajo y el soporte sélido empleado fue la

membrana de nitrocelulosa.



IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Para lograr la produccién de anticuerpos policlonales especificos contra la proteina
24RNP recombinante de espinaca para su posterior utilizacion en experimentos de
inmunodeteccion e inmunolocalizacién, se disefio la siguiente estrategia de trabajo.

El trabajo se inicié con la obtencién de la proteina 24RNP recombinante de
espinaca, partiendo de una colonia bacteriana de la cepa M15 transformada con el plasmido
pQE-24RNP capaz de ser inducida con 1mM de IPTG para sobre-expresar a la proteina,
Esta clona fue generada previamente subctonando en fase el gen de la proteina madura
24RNP de espinaca en ¢l vector pQE-30 (Toledo, 1998). Una vez obtenida la proteina
recombinante pura, después de pasar el extracto bacteriano por una resina de niquel, se
utilizé para inyectar dos conejas por un tiempo aproximado de mes y medio (inyecciones
semanales de 500 pg de la proteina 24RNP recombinante a cada una). Se realizo la sangria
de prueba después de cinco semanas de inyecciones, para saber si habia anticuerpos conira
la proteina 24RNP recombinante. Confirmado lo anterior se llevé a cabo la sangria de
cosecha en la séptima semana y se determiné el titulo de los anticuerpos obtenidos por
medio de un Western blot. Los anticuerpos (IgGs) se purificaron mediante una
precipitacion con sulfato de amonio, llevando a cabo tres fraccionamientos: 0-30%, 30-40%
y 40-60% de saturacion y se determiné el titulo de la fraccion 30-40% de saturacion. Se
realizé una segunda purificacion utilizando la proteina 24RNP recombinante unida a
membranas de nitrocelulosa (cromatografia de afinidad). Por tltimo, para corroberar la
funcionalidad de estos anticuerpos y probar su aplicabilidad, se realizd un ensayo de
comparacion de la cantidad de proteina 24RNP presente en diferentes extractos protéicos de

espinaca.



V. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Obtener anticuerpos policlonales purificados, especificos contra la proteina 24RNP

recombinante de espinaca y demostrar su funcicnalidad.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1} Inducir la sintesis de la proteina 24RNP de espinaca en Escherichia coli.

2} Purificar la 24RNP recombinante de espinaca.

3) Inducir una buena respuesta inmune en conejo, utilizando como antigeno la 24RNP
recombinante de espinaca y determinar el titulo de los anticuerpos producidos.

4) Purificar los anticuerpos obtenidos contra la 24RNP recombinante de espinaca y

determinar el titulo.

5) Comparar la cantidad de proteina 24RNP de espinaca en diferentes extractos protéicos.



VI. MATERIALES Y METODOS.

1. Material biolégico.

Para la obtencion de proteinas totales, se utilizaron hojas frescas jovenes de
espinaca (Spinacea oleracea), de aproximadamente 6 ¢m de longitud.

Para la produccion de anticuerpos se utilizaron dos conejas jovenes Nueva Zelanda
de 3 Kg de peso y se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Quimica con
alimentacion ad libitum.

Se utilizaron hojas jovenes de Arabidopsis thaliana, cultivadas bajo condiciones

controladas de dia corto.

2. Induccion de la sintesis y purificacién de la proteina 24RNP recombinante de
espinaca.

El sistema QIAexpressionist {QIAGEN, Chatsworth, CA) es una forma rpida y
facil para expresar y purificar proteinas recombinantes. Los vectores de expresién pQE dan
un alto nivel de expresion en Escherichia coli de proteinas que poseen una etiqueta de seis
histidinas que puede colocarse en el extremo amino terminal (construcciones de tipo IV) o
carboxilo {construcciones de tipo II1). La purificacion de la proteina recombinante se basa
en la utilizacion de la resina Ni-NTA que posee una alta afinidad por la etiqueta de seis
histidinas con las que se marca la proteina a purificar,

La subclonacion de la 24RNP de espinaca en pQE 30 fue de tipo IV y se realizd de
la manera siguiente: después de haber clonado la 24RNP en el vector pQE 30 (que es el que
da el marco de lectura correcto) y verificado [a presencia del plasmido en células IM109, se
procedio a transformar células M15 (cepa que posee el plasmido represor pREP4 que
mantiene la expresidon inhibida hasta que se afiade IPTG) que es donde se induce la
expresion {Toledo, 1998).

Se realizé primero una expresién en pequefia escala con le proposito de verificar
que las bacterias eran capaces de producir la proteina 24RNP utilizando bésicamente el
protocole descrito en el manual de QIAexpressionist, salve que se ajustaron algunos

vollumenes y temperaturas.



Procedimiento.

Induccién en pequeita escala.

1}

2)

3)

4)

3)

6)

7)

8)

1)

2)

Se inocutaron 3 mL de medio LB (ver Apéndice [} previa adicidén de ampicilina y
kanamicina (100 pg/mL y 25 pg/mL respectivamente) con una colonia de M15 pQE-
24RNP y se dejo crecer toda la noche a 37 °C con agitacion. Con 200 uL del cultivo
anterior se inocularon 3 mL de medio LB fresco con la misma concentracion de los
antibioticos. Como controles se utilizaron bacterias no transformadas y transformadas
con el plasmido pQE sin inserto.

Se dejaron crecer las bacterias con agitacion hasta que alcanzaron una absorbancia de
0.7 a una longitud de onda de 600 nin (aproximadamente 3 horas}.

Se realizd la induccién de la expresion adicionando IPTG (ver Apéndice 1) a una
concentracién final de 1| mM vy las bacterias se dejaron crecer por 4 horas mds a 34 °C.
Se colectaron las células contenidas en 1.5 mL del cultivo anterior por medio de una
centrifugacion a 4000 g por 15 minutos.

Se resuspendid el botén en 200 pL de !a selucion C (ver Apéndice I) por cada botén de
bacterias obtenidas, es decir se considera una relacion 1,5 a 1. Se resuspendieron las
bacterias por agitacion en un vortex.

Se congeld el lisado bacteriano con nitrogeno liquido y se guarda a -70 °C para su
posterior utifizacién,

Se descongeld el lisado bacteriano y se dejd en agitacién por una hora a temperatura
ambiente.

Después de la agitacion se corrieron 45 pL de las muestras obtenidas en un SDS-PAGE

para verificar que se llevé a cabo la induccién.

[nduccién a gran escala y purificacién de la proteina 24RNP recombinante.

Se inocularon 50 mL de medio LB (ver Apéndice I} previa adicion de ampicilina y
kanamicina {100 pg/mL y 25 pug/mL respectivamente) con una colonia de M15 pQE-
24RNP y se dejé crecer toda la noche a 37 °C con agitacion. Con ellos se inocularon 2
[, de medio LB fresco con ia misma concentracién de los antibidticos.

Se dejd crecer las bacterias con agitacién hasta alcanzar una absorbancia 0.7 a una

longitud de onda de 600 nm (aproximadamente 3 horas).



3

4)
3)

6)
7
8)
9)

Se realizé la induccion de la expresion adicionando IPTG (ver Apéndice I) a una
concentracion final de 1| mM y se dejaron crecer las bacterias por 4 horas més.

Se colectaron las células por medio de una centrifugacién a 4000 g por 20 minutos.

Se resuspendi6 el botén en la solucién A (ver Apéndice I) en una relacion de 1.5 mL de
solucién por cada gramo de bacterias. Se resuspendieron las bacterias por agitacion en
un vortex.

Se agregd la cantidad de solucién A necesaria para alcanzar 50 mL de volumen.

Se congelé en nitrégeno liquido y se metié a —70 °C por toda la noche.

Se descongelé el lisado y se dejé en agitacion por una hora a temperatura ambiente

Se obtuvo el sobrenadante centrifugando a 4000 g por 20 minutos y se dejé con 300 mg
de resina Ni-NTA (previamente equilibrada en | mL de solucién A) por toda la noche a
4°C,

10} Se centrifugd a 4000 g por 10 minutos para obtener la resina. Se transfisié la resina a un

tubo para microcentrifuga de 1.5 mL y se lavé diez veces con 1 mL de solucion A.

11) Se lavé la resina cinco veces con | ml. de solucion B (ver Apéndice 1).

12) Se lavé la resina cinco veces con 1 mL de la solucion C (ver Apéndice 1).

13) Por tltimo se eluyé la proteina lavando la resina diez veces con 1 mL de la solucién

para elucion de proteinas.

14)Se corri6 un gel de acrilamida al 12% (SDS-PAGE) de estas diez dltimas fracciones

para comprobar que efectivamente la proteina se eluyo, asi como también del primer
lavado con la solucion C y del sobrenadante pasado por la resina. Esto dltimo para ver
si se extrajo totalmente la proteina del sobrenadante y de ser necesario repetir la

operacién para obtener la mayor cantidad de proteina.

15)Con base en los marcadores de peso molecular (Low-range, Promega) y considerando

que la proteina 24RNP recombinante migra en un peso aproximado de 30 kDa st
concentraron los lavados 1 al 9, en donde se encontrd la proteina 24RNP utilizando un

concentrador Centricon-10 {Amicon, Inc).



3. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE).

Se utilizé el método de Laemmli (1970), el cual s¢ basa en el uso de soluciones

amortiguadoras con diferente pH, que generan un pH discontinuo y un gradiente de voltaje

en el gel, lo que permite la separacion de las proteinas dependiendo de sus cargas netas. La

utilizacion de la poliacrilamida en el gel permite la formacion de una red o malla que

también separa las proteinas por su peso.

Tabla 2. Pesos en kDa que pueden separase con un porcentaje adecuado de

acrilamida.

% de Acrilamida

Intervalo de tamafio (kDa)

5%
7.5%

10%
12.5%

15%

36-205

24-205
14-205
14-66
14-45

Tabla tomada de Smejkal G, and Gallagher 8., 1994.

Procedimicnto.

Se prepararon geles de Acrilamida con los siguientes componentes {Preparacion de

soluciones en Apéndice I).

Gel de separacion.

Soluciones. 12% 15%

Agua desionizada 1.4 mL 1 mL
Solucién de  acrilamida-

bisacrilamida 1.6 mL 2mL
Solucidn separadora 1 mL I mL
APS 20% 25 uL 25 pL
TEMED 2,5 ul 2.5ul




Gel de concentracion.

Soluciones. 12% y 15%

Agua desionizada I mL
Solucién apiladora 444 pl.
Solucion de  acrilamida-
bisacrilamida 300 pL
APS 20% 20 ul
TEMED 5L

D

2)

3)

4)

3)

6)

En un tubo falcon de 15 mL se mezclaron perfectamente los componentes para el gel de
separacion y se vaciaron en los sandwiches de vidrio.

Se mezclaron los componentes del gel de concentracién y se vaciaron sobre el gel de
separacion ¢ inmediatamente después se colocaron los peines para la formacion de los
pozos para cargar las muestras.

Después de medir la concentracién de proteinas, se prepararon las muestras llevandolas
todas a un volumen semejante, incluyendo la solucién para cargar (Ver Apéndice [}que
debe quedar al final a una concentracién 1X. Para ajustar los volumenes se utilizo la
solucion para extraccion de proteinas.

Se pusieron las muestras en al bafio de agua a ebullicion por 10 minutos y s¢
transfirieron a un bafio de hielo con agua.

Se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular y se corrié el gela 100 Ven
la solucidén amortiguadora de corrida.

Se tifid ¢l gel con la solucién de Coomassie (ver Apéndice I) durante 20 minutos y

posteriormente s¢ destifié con la solucion fijadora y destefiidora (ver Apéndice I).



Esquema de inmunizacién

Un esquema de inmunizacién es la inoculacion continua (semanal} de un antigeno

(proteina, DNA, RNA, etc.) a un ser vivo, con el objeto de obtener una respuesta inmune,

es decir obtener anticuerpos contra dicho antigeno. El método utilizado fue el propuesto

por Harlow y Lane, 1988. Con algunas modificaciones.

Procedimiento

1)

2)

3

4)
5)

6)

7

8}

Primero se hizo una sangria contrel en donde se tomaron 5mL de sangre del conejo
antes de hacer la inmunizacién contra la 24RNP recombinante y se centrifugaron a
10,000 g por 20 minutos para obtener el suero.

En la primera semana se inocularon 500 pg de la proteina recombinante purificada con
0.5 mL de adyuvante de Freund completo (Sigma), via subcutinea a dos conejas de
aproximadamente 3 kg de peso.

En la segunda semana se les inocularon 500 pg de la proteina recombinante purificada
con 0.5 mL de adyuvante de Freund incompleto (Sigma), via intraperitoneal.

En la tercera semana se repitio el paso anterior.

En Iz cuarta semana se les inocularon 500 pg de la proteina recombinante purificada sin
adyuvante de Freund, via subcutdnea.

En la quinta semana se realiz una sangria de prueba, en la cuat a los conejos se les
extrajo solamente 3 mL de sangre para obtener el suero correspondiente y se probd
mediante la técnica de Ouchterlony y ver de esta manera si hubo produccién de
anticuerpos contra dicha proteina. Ademas se les aplico un refuerzo con 500 g de la
proteina recombinante sin adyuvante de Freund, via subcuténea.

En la sexta semana se les aplicé nuevamente un tefuerzo con 250 pg de la proteina
recombinante sin adyuvante de Freund, via subcutanea.

Se realizé 1a sangria de cosecha a las conejas en a séptima semana.
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5. Realizacién de Ias sangrias.
Se utilizé basicamente el método descrito por Harlow y Lane, 1988,

Sangria de prueba.

1) La sangria de prueba se realizé en la vena marginal.

2) Se limpié con un algodén impregnado con alcohol el drea y se procedié a realizar la
puncién poniendo la aguja en un Angulo de 45 °C,

3) Secolectaron 5 mL de sangre.

4) Sc retiré la aguja de la jeringa y se vacié lentamente la sangre en un tubo para
centrifuga, pegando la punta de la jeringa a la pared del tubo para evitar una hemélisis.

5) Se separ6 el suero del paquete celular, centrifugando a 10,000 g por 20 minutos. Se
almacené a ~70 °C.

Sangria de cosecha.

1) La sangria de cosecha se realizé por medio de una puncién cardiaca.

2) Se sujetd el conejo a una mesa de cirugia por las cuatro extremidades.

3) Se procedié a llevar a cabo la sangria, para lo cual se necesito una jeringa de 20 mL que
se introdujo a un costado del térax, después de haber localizado el corazon del conejo
con la yema del dedo indice. .

4) Se sact la sangre con la jeringa, se quito Ia aguja de la jeringa y se vacié la sangre a
tubos para centrifuga pegando la jeringa a la pared del tubo. Nota: como nosotros
necesitdbamos mucho més suero se le puso al conejo un equipo de venoclisis por el que
se le puso suero glucosado para obtener de esta manera un poco mas de sangre.

5) Se separ6 el suero del paguete celular, centrifugando a 10,000 g por 20 minutos. Se
guard6 el suero obtenido a —70°C.

2i



6. Inmunodifusién (Ouchterlony).

Las técnicas de difusion en gel son métodos para detectar anticuerpos especificos y
para medir antigenicidad {Ouchterlony y Nilsson, [986), sin embargoe requieren de altas
concentraciones de antigeno y de anticuerpo siendo relativamente sensibles.

La doble Inmunodifusién se lleva a cabo por la naturaleza de las interacciones

antigeno-anticuerpo que al ser equivalentes producen un precipitado visible a simple vista.

Procedimiento.

1} Se prepard una placa de gel de agarosa al 2% (ver Apéndice I} en una placa de 3x5 cm.

2) Se hicieron seis orificios(ver la figura 2).

3) Se cargaron 20 pL de muestra con las siguientes cantidades de la proteina 24RNP
recombinante de espinaca purificada: 3.0 pg, 1.5 pg, 0.5 pg, 0.3 pg, 0.2 pg en los cinco
pozos de la periferia que previamente se etiquetaron.

4) Se cargaron 50 pL del suero obtenido en la sangria de prueba en el pozo del centro.

5) Se dejé toda la noche a 4 °C en una cidmara de humedad para permitir la difusién de las
muestras.

6) Se visualizaron las bandas de precipitacion, las cuales indicaron la présencia de

anticuerpos contra la proteina.

Figura 2
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7. Purificacién de inmunoglobulina G por medio de precipitacién con sulfato de
amonio.

Existen diferentes métodos de purificacion de inmunoglobulina G (IgG), entre los
que se encuentra ja Cromatografia de exclusién por tamaflo, C. de afinidad a sacarosa, C.
de intercambio i6nico y la precipitacioén con sulfato de amonio, siendo esta ultima uno de
los métodos m4s usados para remover proteinas desde una solucién. Este método se basa en
la formacion de puentes de hidrégeno entre las proteinas y el agua llevandose a cabo un
fenomeno de solvatacion, cuando las moléculas de agua son desplazadas por los sulfatos se
produce una disminucién de la solubitidad y por lo tanto sc lleva a cabo una precipitacion.

(Harlow y Lane, 1988).

Procedimiento.

1) Se procedié a realizar la precipitacién con la solucidn saturada de sulfato de amonio
(ver Apéndice I) de 140 mL del suero obtenido en la sangria de cosecha.

2) Se puso la muestra en un vaso de precipitados de 1000 mL en el cuarto frio a 4 °C, se
adicionaron 60 ml de solucién saturada de sulfato de amonio gota a gota y con
agitacién para aicanzar un grado de saturacién de 30% y se dej6 en agitacion por 6
horas.

3) Se centrifugé la muestra a 3000 g por 30 minutos para obtener ¢l precipitado.

4) A los 200 mL de sobrenadante se les adicioné nuevamente 33 mL de solucién saturada
de sulfato de amonio para alcanzar una saturacién del 40% de igual manera.

5) Se centrifugd la muestra a las mismas condiciones.

6) A los 233 mL de sobrenadante obtenido se les adicion6 116 mL de solucién saturada de
sulfato de amonio para alcanzar una saturacién del 60% de igual manera.

7) Se dializaron las muestras precipitadas con una membrana (Membrana en tubo de 1.7
mL / cm, mw 6000-8000 Spectrapor 1), para ello las fracciones precipitadas se
resuspendieron en la minima cantidad de PBS en ¢l caso de la fraccidn de 0-30% de
saturacion fue de 1 mL, para la fraccion del 30-40% de saturacion fue de 5 mL y para la
de40-60% de saturacién fue de 3 mL

8) Las tres membranas que contenian las muestras se colocaron en 1 L de PBS (ver
Apéndice I} en el cuarto frio a 4 °C y con agitacion por toda la noche. Se realizé

posteriormente un cambio de PBS, se dejé en agitacion por | hora més a4 °C.
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8.

Determinacion del titulo del anticuerpo.

Se utilizd basicamente la técnica de  Western blot con algunas modificaciones

(Burnette, 1981).

Procedimiento.

D

2)

3)

4)

5)

6)

Para la determinacién del titulo de los anticuerpos se preparé un extracto protéicoe de
hoja de espinaca, se midi6 la concentracion de proteina total y se cargaron 20 g de
proteina total en 9 carriles de un gel de SDS PAGE al 12%, asi como 5 uL de un
marcador de peso molecular {Low-range Promega).

Se corrid el gel y posteriormente se realizé una transferencia & membrana de
nitrocelulosa (Western blot), después se tifié la membrana con Ponceau S (ver Apéndice
1) y se cortdé tomando como guia los carriles de proteinas que son muy visibles con
dicho colorante.

Se marcéd cada una de las tiras de nitrocelulosa obtenidas y se bloquearon con 10 mL de
una solucién de leche en polvo al 5% (p/v) en TBS (ver Apéndice I} por | hora a
temperatura ambiente.

Posteriormente cada una de estas tiras se incubaron con diferentes diluciones del
anticuerpo obtenido contra la proteina 24RNP recombinante de espinaca durante toda la
noche a 4 °C.

Se lavaron dos veces las tiras de nitrocelutosa con 10 mL de TBS-T (ver Apéndice {)
con agitacién por 15 minutos a temperatura ambiente y se revelaron a diferentes
tiempos (5, 15 y 30 segundos y a 1 minuto).

Una vez que se obtuvieron las peliculas del revelado se analizaron y se determind el
titulo del anticuerpo, considerando que el titulo es la dilucion maxima de anticuerpo a ia

cual se distingue claramente la banda correspondiente a la proteina de interés.



9.  Woestern blot.

Se utilizé el método de Towbin ef al. (1979), que es un ensayo rdpido y sensible
para la deteccién y caracterizacion de proteinas, se basa en el reconocimiento de un
antigeno por un anticuerpo y el reconocimiento de este ultimo por un segundo anticuerpe
conjugado a una enzima, que al entrar en contacto con sus sustratos desarrolla color o
luminiscencia que puede ser medida. El antigeno se separa electroforeticamente y es
transferido a un papel de nitrocelutosa (uni6n irreversible) por medio de un voltaje.
Procedimiento.

1) Después que se corrié un SDS-PAGE, se desmontd el equipo y sin tefiir se dej6 el gel
1’5 minutos en la solucion para transferencia (ver Apéndice I} para pre-equilibrar el gel.

2) Se cortd una membrana de nitrocelulosa de 6x8.5 cm y se mojé con la solucidn para
transferencia por 15 minutos.

3) Se cortaron seis pedazos de papel 3MM de 6.5x9 ¢cm y al igual que la membrana se
humedecieron en la solucién para transferencia.

4) Se ensamblé el Cassette de acuerdo al instructivo anexo y se instald en el aparato.

5) Se corrid la electrotransferencia a 100 V por lhora.

6) Sc desmontd la electrotransferencia y la membrana se tifié en solucién de Ponceau S
(ver Apéndice I) por 10 minutos. Se retiré la membrana de la solucion y se lavé con
agua desionizada hasta que las bandas de las proteinas fueron visibles.

7) Se bloqued la membrana por 1 horaen solucion de leche al 5% en TBS ( Apéndice ).

8) Se incubd la membrana con el anticuerpo producido contra la proteina 24RNP
recombinante de espinaca (las diluciones empleadas del anticuerpo fueron diferentes
para cada tipo de experimento) en TBS con leche al 5% por | horaa 37 °C.

9) Se hicieron dos lavados de 15 minutos con TBS-T (ver Apéndice I) a la membrana.

10) Se incubd la membrana con el segundo anticuerpo (el cual esta dirigido contra IgGs de
conejo ¥ gue esta conjugado a una enzima peroxidasa) en una dilucién 1:2000 por ¢
hota en TBS con leche al 5% a temperatura ambiente.

11) Se lavo la membrana dos veces con TBS-T por 15 minutos.

12) Se revelo de acuerdo con ¢l protocolo del ECL {Amersham Pharmacia Biotech).
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10. Purificacion del anticuerpo empleando antigenos unidos a membranas de

nitrocelulosa.

Existen diferentes métodos para purificar anticuerpos aqui se emplea la purificacion

sobre un soporte sélido que en este caso es una membrana de nitrocelulosa. Este método se

basa en la unidn especifica que existe entre el antigeno y el anticuerpo.

La técnica consiste en [a fijacién del antigeno a un soporte sélido seguida por la

unién de los anticuerpos y la posterior elucion de los mismos, lograndose con ello la

separacion de los anticuerpos especificos de aquellos que no lo son ( Coligan ef al. 1989).

Procedimiento.

1) Se corrieron en dos geles preparativos 100 pg de la proteina 24RNP recombinante de
espinaca purificada en un PAGE-SDS (al 15 % de acrilamida).

2) Se transfirié a una membrana de nitrocelulosa (Western blot). Se tifio la membrana por
3 minutos con Ponceau S (ver Apéndice [) y se cortd la banda correspondiente a la
proteina recombinante, lo més exacto posible para evitar la presencia de algunas otras
proteinas con la ayuda de los marcadores de peso moleculares pre-teiiidos.

3) Se puso el segmento de membrana con la proteina recombinante en un tubo falcon de
15 mL y se blogued con 5 mL de una solucién de leche en polvo al 5% (p/v) en TBS
{ver Apéndice [} durante 1 hora con agitacion constante a temperatura ambiente.

4) Se descarté la solucidn anterior y se agregaron 5 mL de una solucién de leche en polvo
al 5% (p/v) en TBS con el anticuerpo a purificar en una dilucién 1:500.

5) Seincubd ta membrana toda la noche a 4°C o 1 hora a 37°C con agitacion.

6) Se lavo dos veces con agitacidén por 15 minutos con 5 mL de TBS-T (ver Apéndice [} a
temperatura ambiente.

7) Se eluyé incubando la membrana con 2 mL de la solucién para elucion de anticuerpos
(ver Apéndice I) por 10 minutos.

8) Setomd la elucién y se neutralizd inmediatamente con Tris base 1 M (sin ajustar el pH)

(ver Apéndice 1). Previamente se determind cuanta solucidn de Tris habia que agregar
para neutralizar 2 mL de la solucion para elucion de anticuerpos (pH 2.5), con el objeto
de emplear la cantidad exacta al momento de eluir los anticuerpos (aproximadamente

335 pL). Esto se hizo poniendo en un tubo 2 mL de la solucién para la elucién de los
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anticuerpos y agregado cantidades conocidas de la solucion de Tris y verilicando con
Trocitos de papel pH (con intervalo estrecho de deteccion), el momento en el que la
solucion para elucién esta neutralizada es cuando alcanza un pH de 7.

9) Se repiti6 el paso 7 pero se dejé solo 3 minutos en agitacién. Esto produjo 4 mL de
eluido.

10) Se incubé la membrana nuevamente con una solucién de anticuerpo nuevo a purificar
durante | ha 37 °C. Y se repitié el procedimiento de elucion del anticuerpo.

i1)Se juntaron las dos eluciones (8 mL) y se concentraron empleando un Centricon 10
hasta lograr tener 1 mL del eluido. Después de concentrar el anticuerpo se probo en un

Western para determinar si hubo purificacion.
11. Extraccién de proteinas de tejidos vegetales (Phayre, 1998).

Procedimiento.

1) Se prepard la solucidén para extraccion (Apéndice 1) y se dejo enfriar.

2) Se pesaron 0.5 g de hojas jévenes de espinaca que previamente habian sido lavadas con
agua destilada para evitar impurezas.

3) Se traspasé el tejido a un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL frio para llevar a cabo la
molienda.

4) Se introdujo el tubo de microcentrifuga con el material vegetal en un recipiente con
nitrégeno liquido, con el fin de congelar la muestra.

5) Se procedié a moler el tejido con un embolo hasta obtener un poivo muy fino, evitando
en todo momento que el material vegetal se descongelara adicionando pequefias
cantidades del nitrégeno liquido durante toda fa molienda.

6) Se adiciono la solucién para extraccion fria al material vegetal molido y se esperd a que
se descongelara en un bafio de hielo con agua.

7) Se centrifugé el extracto a 3000 g por 2 segundos a 4 °C.

8) Se recuperd el sobrenadante y s puso tubos limpios previamente etiquetados, los cuales
se guardaron a —70 °C para su posterior utilizacién.

9) Se procedi6 a la medicién de proteinas tomando una pequefia alicuota.
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12. Medicidén de concentracién de proteinas,

Para la medicion de proteinas existen diversos métodos entre los que se encuentran
los métodos colorimétricos en los cuales un reactivo quimico es agregade a la muestra
protéica produciendo como resultado un cambio en el color que serd proporcional a la
cantidad de proteinas presentes en la muestra. Este cambio de color se mide con un
espectrofotémetro y comparando con una curva estindar, en la cual se conocen las
concentraciones de proteina que estan reaccionando con el reactivo quimico. La cantidad de
proteina en la muestra puede ser interpolada usando la absorbancia y comparando con la
curva estandar,

Para la medicidn de la concentracién de proteinas se empled el reactivo de Bio-Rad:
Bio-Rad protein Assay (cat No 500-0006), es un ensayo colorimétrico simple, basado en el
procedimiento de enlace del colorante de Bradford (Bradford, 1976} leyendo a una longitud
de onda de 595 nm. Para la elaboracién de la curva patrén se utilizé albimina de suero de

bovino (BSA).
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VHI. RESULTADOS.

1. Obtencién de la proteina 24RNP recombinante.

a) Anilisis en pequeiia escala,

Para la obtencién de la proteina recombinante se partié de una colonia de MIS5
transformada con pQE-24RNP capaz de ser inducida para sobre-expresar a la proteina. Esta
clona se generd previamente subclonando en fase la secuencia de la proteina 24RNP
madura de espinaca en el vector pQE-30 (Toledo, 1998). Dicho vector produce un alto
nivel de expresion de la proteina en  Escherichia coli'y ademds permite el etiquetado de la
misma por medio de seis histidinas en el extremo amino terminal, lo que facilita su
purificacién utilizando una resina de niquel. La cepa M15 de Escherichia coli posee varias
copias del plasmido represor pREP4 que porta el gen lac/ el cual codifica el represor lac.
Los niveles altos del represor aseguran una regulacién controlada de la expresion de la
proteina recombinante. Para la induccion de la expresion de la proteina 24RNP se utiliza
como inductor una molécula similar a la lactosa (IPTG) (Toledo, 1998).

Los experimentos de induccién de la expresién de la proteina 24RNP madura se
realizaron en pequefia escala para comprobar que la colonia de MI5 con pQE-24RNP
mostraba buenos niveles de expresion. Ademas de cultivar las colonias positivas se
cultivaron los siguientes controles:

1. M15 sin pQE sin inducir.

2. M15 sin pQE inducida.

3. MI5 con pQE sin inducir.

4. M15 con pQE inducida.

5. MI15 con pQE-24RNP sin inducir.

Con estos cultivos se realizaron extractos bacterianos totales con sotucién 8M de Urea y

se analizaron por SDS-PAGE de acuerdo a los protocolos descritos en materiales y métodos

(Figura 3).
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Figura 3. Induccién de la sintesis de la proteina 24RNP en pequefia escala.

La induccién se llevd a cabo con 1 mM de IPTG por 4 horas a 34 °C. Gel de acrilamida al 12%
tedido con Coomassie: Se cargaron 45 ul (200 ul totales) de extractos bacterianos. PM)
Marcador de peso molecular; 1} extractos bacterianos de: M15 sin pQE sin inducir; 2) M15 sin pQE
inducida; 3) M15 con pQE sin inducir; 4) M15 con pQE inducida; 5) M15 con pQE-24RNP sin
inducir; 8) M15 con pQE-24RNP inducida.

En la Figura 3 carril 6 se ve claramente una banda correspondiente a la proteina 24RNP
recombinante, la cual no se observa en las demds muestras control. Esto indica que la
proteina se sobre expresaba Ginicamente en las células transformadas con el vector pQE que
contuviera al inserto del gen 24RNP, bajo condiciones de induccién. Cabe mencionar que

la proteina 24RNP recombinante migra alrededor de los 30kDa.
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b} Anilisis a gran escala y purificacién de la proteina 24 RNP.

Después de comprobar que si se llevaba a cabo la inducci6n en pequeiia escala de la
proteina 24 RNP recombinante de espinaca, se realizo una induccién a gran escala en las
mismas condiciones y guardando proporciones. Para ello se utilizo la técnica descrita en
materiales y métodos en la cual el sobrenadante obtenido a partir de células lisadas con
solucién 8M de urea es incubado con la resina Ni-NTA que posee una alta afinidad por la
etiqueta de seis histidinas con la que fue marcada ta proteina 24RNP recombinante. Para
llevar a cabo una buena purificacion de la proteina recombinante, primero se realizd una
elucién de la proteina utilizando un gradiente de concentracion de imidazo! para conocer la
concentracion optima a Ja cual eluye la proteina (Figura 4). En el carril 4 de la Figura 4 se
puede observar una banda muy intensa correspondiente a la proteina 24RNP recombinante,
lo que nos indicé que la proteina eluia preferentemente a una concentracion de 200 mM de
imidazol. Basandose en el resultado anterior y en experimentos adicionales no mostrados,
se decidio llevar a cabo la elucién de {a proteina utilizando 10 lavados con 250 mM de
imidazol. Dichos lavados se analizaron en un gel desnaturalizante al 12% para determinar
las fracciones que se tenian que juntar. Se observé que la proteina se encontraba presente
en las eluciones 1 a 8 por lo que fueron estas fracciones las que se concentraron. Cabe
mencionar que era necesario incubar e! sobrenadante del lisado bacteriano nuevamente con

la resina de niquel ya que todavia habia proteina recombinante sin haberse purificado.
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Figura 4. Elucién a diferentes concentraciones de imidazol de la proteina 24RNP
recombinante de espinaca. Gel de acrilamida al 12% tefiido con Coomassie. 1} Primer lavado con
solucion B; 2) primer lavado con solucién C; fracciones eluidas con imidazol 100 mM, 200 mM, 300
mM, 400 mM, 500 mM y 600 mM {(carrites 3, 4, 5, 6, 7 y 8 respectivamente).

2. Produccién de anticuerpos contra la proteina 24RNP recombinante.

Después de que se realizaron sicte inducciones a gran escala, con la posterior
purificacién de la proteina 24RNP recombinante se obtuvicron 8 mg de proteina los cuales
fueron utilizados para inyectar dos conejas Nueva Zelanda de 3Kg de peso cada una, previa
obtencién de suero pre-inmune (suero control), utilizando el protocolo descrito en
materiales y métodos. Transcurridas 4 semanas se realizd una sangria de prueba para
verificar la produccién de anticuerpos contra la proteina 24RNP recombinante y el suero
obtenido s¢ probd por medio de una inmuno-difusién doble u Ouchterlony en la que se
formaron bandas de precipitacién que se visualizaron a trasluz, considerindose de esta
manera una reaccion positiva para ambos sueros obtenidos. Cabe sefialar que el suero de la
coneja 2 presenté bandas de precipitacién con las muestras de 3.0pg a 0.3pg de proteina
24RNP recombinante cargada, mientras que el suero de la coneja 1 solo presenté bandas de
precipitacion con las muestras de 3.0pg a 0.5ug de proteina 24RNP recombinante cargada.
Con los resultados anteriores se decidié llevar a cabo la sangria de cosecha de ambas

concjas para comparar los sueros inmunes obtenidos.
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3. Determinacién del titulo de los anticuerpos crudos 1y 2.

Se determiné el titule del anticuerpe crudo obtenido a partir de la coneja 1
{anticuerpo 1) y a partir de la coneja 2 (anticuerpo 2) por medio de un Western blot, para
conocer la dilucién a la cual el anticuerpo sclo reconocicra una banda. Para ello se
prepararon extractos protéicos de hoja joven de espinaca, por medio de la técnica descrita
en materiales y métodos. Se midié la cantidad de proteina total y se cargaron dos geles de
acrilamida al 15% con una cantidad constante de proteina (20 pg de proteina total de
extracto de hoja joven de espinaca). Se transfirieron a dos membranas de nitrocelulosa y se
tifieron con Ponceau S; se cortaron en 14 partes, se bloquearon con 5% de leche en TBS y

se incubaron con el anticuerpo a diferentes dileciones (Figuras 5A y 5B).

1 23 4 56 789101112 1 2345678 9 10 1112

24RNP P

Figura 5. Determinacién del titulo de los anticuerpos crudos 1 y 2. Western blot con
anticuerpos 1 y 2 anti-24RNP recombinante de espinaca revelado por ECL. Se cargaron en cada
carril 20pg de proteina total de extracto de hoja joven de espinaca. A. Anticuerpo 1, B anticuerpo 2.
Se probaron las mismas diluciones para ambos. 1) 1:500; 2) 1:1,000; 3) 1:2,000; 4) 1:3,000; 5)
1:4,000; 6) 1:5,000; 7) 1:6,000; 8) 1:7,000; 9) 1:8,000; 10) 1:9,000; 11) 1:10,000; 12) 1:11,000.

Se probaron diluciones mas altas a 1:11,000 para ver si las bandas inespecificas
disminuian pere se notd que la banda de interés también desaparecia por lo que se
determing que el titulo estaria alrededor de 1:11.000 para ambos anticuerpos crudos. Cabe
sefialar que en dicho experimento no se puso la proteina 24RNP recombinante porque se
habia probado en experimentos anteriores que el anticuerpo si estaba reconociendo a la

proteina recombinante.
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4. Purificacién de anticuerpos crudos 1y 2.

Debido a que el anticuerpo también se requeria para ensayos de
inmunosubstraccion, se decidié llevar a cabo una purificacién de los anticuerpos, para
evitar de esta manera ¢l secuestro inespecifico de proteinas diferentes a la 24RNP presentes

en los extractos protéicos de cloroplasto de espinaca.

a) Purificacién de inmunoglobulina G por medio de precipitacién con sulfato de
amonio,

La purificacién de los anticuerpos se inicié con una precipitacidon con sulfate de
amonio. En la sangria de cosecha se obtuvieron de la coneja 1: 100 mL de sangre y 250
mL de sangre mezclada con suero glucosado y de la coneja 2: 90 mL de sangre y 300 mL
de sangre mezclada con suero glucosado. Después de realizar una centrifugacion a 10,000 g
por 20 minutos para separar el suero del paquete celular, se obtuvieron 60 mL de suero y
120 mL de suero mezclado con suero glucosado de la coneja 1 y 50 mL de suere mas 140
mL de suero mezclado con suero glucosado de la coneja 2. Las fracciones de suero
mezclado con suero glucosado de ambas conejas se precipitaron con el sulfato de amonio
en los siguientes intervalos de saturacion 0-30%, 30-40%, 40-60%. Se eligieron estos
intervalos de saturacién porque se sabe que la inmunoglobulina G (IgG) precipita entre 30-
40% de saturacion con sulfato de amonio (Harlow y Lane, 1988).

Se procedi6 a probar las fracciones obtenidas en la precipitacién con sulfato de
amonio de ambas conejas por medio de un Western blot en el cual se pusieron 100 ng de
proteina recombinante y 20 pg de proteina total de espinaca para cada una de las
fracciones. La comparacion de las fracciones obtenidas se presenta en las Figuras 6 y 7.
Las diluciones que se probaron de ambos anticuerpos se decidieron con base en las
diluciones probadas con los anticuerpos crudos y tomando en cuenta que cuande se lleva a
cabo una precipitacién con sulfato de amonio se concentra el anticuerpo. Ademds de
utilizar el anticuerpo precipitado, también se probd el anticuerpo crudo y e! suero
preinmune de ambas conejas para descartar la posibilidad de que la sefial que se detectaba

estaba presente desde antes de la inmunizacién (Figuras 6 y 7).
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Figura 6. Reconocimiento de la proteina 24RNP por lgGs purificadas a partir del anticuerpo
crudo 1 con sulfato de amonio {0-30 %, 30-40 %, 40-60 %}. Western biot con anticuerpo 1 anti-
24RNP recombinante de espinaca. Revelado por ECL. Se cargaron en el gel 100 ng de proteina
recombinante (R) y 20 ug de exiracto total de hojas jévenes de espinaca (€), en el mismo orden y
en todos los casos: 1) suero pre-inmune (1:11,000); 2) anticuerpo crudo {1:11,000}; 3) anticuerpo
precipitado en 0-30% de saturacion (1:18,000); 4) suero precipitado en 30-40% de saturacion
{(1:18,000); 5) anticuerpo precipitado en 40-60% de saturacion (1:18,000).

En la Figura 6 podemos ver que el suero pre-inmune (1), correspondiente a la coneja
1, efectivamente no detectaba a la proteina 24RNP nativa y recombinante lo que indicd que
la sefial observada alrededor de 30 kDa se debia a la produccién de anticuerpos anti-
24RNP; aunque si existieron seflales inespecificas (sefiales de fondo). En cuanto a la
precipitacion del anticuerpo crude |, ésta no fue tan especifica como se esperaba, ya que se
puede ver en la Figura 6 (Carriles 3, 4, 5) que la intensidad de las bandas en todos los

intervalos de precipitacion fue casi la misma.
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Figura 7. Reconocimiento de la proteina 24RNP por IgGs purificadas a partir del anticuerpo
crudo 2 con sulfato de amonio (0-30 %, 30-40 %, 40-60 %}. Western blot con anticuerpo 2 anti-
24RNP recombinante de espinaca. Revelado por ECL. Se cargaron en el gel 100 ng de protelna
recombinante (R) y 20 pg de extracto total de hojas jovenes de espinaca (E), en el mismo orden y
en todos los cases: 1) suerc preinmune (1:11,000); 2) anticuerpo crudo {1:11,000}; 3) anticuerpo
precipitado en 0-30% de saturacién (1:18,000); 4) anticuerpo precipitado en 30-40% de saturacitn
(1:18,000); 5) anticuerpo precipitade en 40-60% de saturacién {1:18,000).

E! suero preinmune de la coneja 2 al igual que el de la coneja 1 no reacciond con la
proteina 24RNP tanto nativa como recombinante y presentd reaccion inespecifica pero con
menor intensidad que el de la coneja 1. Hay que sefialar que en este caso la precipitacién
con sulfato de amonio resultd ser mas eficiente, ya que como se puede apreciar en la Figura
7, la mayor cantidad de anticuerpo se encontraba en la fraccion 30-40% (4) como se

esperaba.
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b) Determinacién del titulo de los anticuerpos 1y 2 precipitados.
Con los resultados obtenido anteriormente se decidié llevar a cabo la determinacion

del titulo de tos anticuerpos 1y 2 precipitados con 30-40% de saturacién con sulfato de

amonio por medio de un Western blot (Figura 8).
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Figura 8. Titulo de anticverpos 1y 2 precipitados con sulfato de amonio {fraccién 30-40%).
Western blot con anticuerpos anti-24RNP recombinante de espinaca 1y 2 precipitados con  30-
40% de saturacion de sulfato de amonio. Se cargaron en cada carril 20 pg de proteina total de
extracto de hoja joven de espinaca. A. Anticuerpo 1. B. Anticuerpo 2. Se probaron las mismas
diluciones para ambos. 1) 1:15,000; 2) 1:20,000; 3) 1:30,000; 4) 1:40,000; 5} 1:50,000; 6) 1:60,000;
7) 1:70.000; 8) 1:80,000; 9} 1:90,000.

Con los resultados anteriores se puede decir que el titulo del anticuerpo 1 (Figura
8A, carril 9) es de 1:90,000, ya que es la maxima dilucion a la cual todavia se detecta la
banda correspondiente a la proteina 24RNP. El titulo del anticuerpo 2 no se pudo
determinar aun cuando se probaron diluciones mayores de las mostradas en la figura 8B y

lo que si se pudo detectar fue que la banda de la 24RNP desaparecia y que la banda de 17

kDa persistia en todo momento.
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€}  Purificacién del anticuerpo 2 empieando antigenos unidos a membranas de
nitrocelulosa.
1)  Optimizacion del método.

Con los resultados anteriotes se pudo observar que muchas de las bandas inespecificas
desaparecteron después de la precipitacién con sulfato de amonio pero ain asi algunas
petsistieron, en especial el anticuerpo 2 presentaba una banda alrededor de 17 kDa. Debido
a que el anticuerpo era necesario para ensayos de inmunocalizacién y dado que es
recomendable que el anticuerpo a utilizar en dichos ensayos tenga una alta afinidad por el
antigeno, se decidid purificar el anticuerpo 2, el cual detectd a la proieina a diluciones mas
altas de 1:90,000. Para esto se llevd a cabo una segunda purificacion utilizando antigenos
inmovilizados en membrana de nitrocelulosa.

Para optimizar la técnica de purificacién de anticuerpo, se realizaron diferentes
experimentos primero para saber: a) cuantas veces se podia utilizar un mismo anticuerpo en
la purificacién, b) la cantidad de proteina recombinante necesaria para purificar el
anticuerpo y ¢) cuantas veces se podia utilizar la membrana con antigenc para la
purificacion del anticuerpo.

Para resolver el primer punto se midio 1a cantidad de proteina presente en el anticuerpo
2 (1:500) antes y después de incubar con la proteina 24 RNP recombinante (100 pg) unida a
una membrana de nitrocelulosa. Al comparar ta cantidad de proteina de ambas fracciones se
observo que en la segunda fraccién la cantidad de proteina era muy pequeiia, lo que indicd
que la mayoria del anticuerpo quedd unido al antigeno de la membrana.

Para resolver el punto b) lo que se hizo fue transferir 100 y 200 pg de proteina
recombinante a la membrana de nitrocelulosa e incubar por separado con la misma cantidad
de anticuerpo (1:200) las fracciones de membrana que la contenian, posteriormente se
eluyé el anticuerpo que se unid a las dos fracciones de membranas y se midi6 la proteina
presente en los dos eluldos. No se observaron diferencias entre ambas cantidades de
proteina. Por lo que se decidié que la cantidad de proteina recombinante éptima era de 100
hg.

Para resolver el punto ¢) se midid la cantidad de proteina presente en el anticuerpo 2
antes y después de incubar con la proteina 24RNP unida a la membrana de nitrocelulosa

que ya habia sido utilizada previamente para la purificacién del anticuerpo. El resultado
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obtenido fue que la segunda incubacién solo depletaba la mitad del anticuerpo respecto de
la membrana sin utilizar; es decir que la membrana solo tenia un rendimiento del 50% con
respecto al original por |o que se decidié que la membrana solo se podria utilizar dos veces

a reserva de que la segunda vez quedara anticuerpo sin unirse al antigeno.

2)  Purificacién del anticuerpo 2.

Después de la optimizacién del método se realizd la purificacion del anticuerpo 2,
se concentré el anticuetpo y se probd por medio de un Western biot para determinar si la
purificacién estaba funcionando. Se utilizo tanto la proteina recombinante como extractos
protéicos totales de espinaca. Debido a la existencia de una proteina homéloga a la 2dRNP
de espinaca en Arabidopsis thaliana (29RNP) se decidié probar los anticuerpos con
extractos protéicos de esta planta para ver si reconocian a dicha proteina y de esta manera
utilizar los mismos anticuerpos para estudios posteriores en Arabidopsis thaliana (Figura
9.

E A R E A R E A R
50kDa
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24RNP
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Diluciones —® 1:50 1:70 1:100

Figura 9. Purificacién del anticuerpo 2 empleando la proteina recombinante unida a
nitrocelulosa. Western blot con anticuerpo 2 anti-24RNP recombinante de espinaca precipitado
con 30-40% de saturacién de sulfato de amonio y purificado con la 24RNP unida a membrana de
nitrocelulosa. E) extracto de hoja joven de espinaca (20 pg de prateina total); A) extracto de hoja
joven de Arabidopsis thaliana (30 pg de proteina fotal), R) protelna recombinante {100 ng).
Diluciones probadas de anticuerpo 1:50; 1:70; 1:100.
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En la Figura 9 se puede apreciar claramente la presencia de bandas inespecificas
que pueden deberse a que la purificacién no es eficiente o a la formacién de complejos de
alto peso molecular de la proteina para el caso de las dos bandas mayores a 50kDa y a la
degradacion de la proteina para el caso de la banda de 17kDa. Ademis se descarta la
posibilidad de utilizar el anticuerpo 2 para estudios de la 29RNP de Arabidopsis thaliana.
Cabe sefialar que el corrimiento de la proteina 24RNP recombinante es mucho menor en
geles al 15% de acrilamida de ahi que la banda de la proteina recombinante no coincide con

la banda de la proteina nativa.

3) Degradacién y formacién de complejos.

Para descartar que la presencia de bandas de diferentes tamafios se debia a la
formacion de complejos de alto peso molecular de la proteina 24RNP o a la degradacion de
la misma, se llevo a cabo un Western blot revelado con el anticuerpo 2 purificado con la
membrana con antigenos en el cual se probaron extractos protéicos tratados de diferente
manera. Para descartar que las bandas de mas de 50kDa se debian a la formacién de
complejos, lo que se hizo fue tratar la muestra con el doble de B-mercaptoetanol y SDS.
Para descartar que la banda de 17kDa era producto de la degradacién de la proteina lo que
se hizo fue correr una muestra que estaba congelada, un extracto nuevo con una mezcla de
inhibidores de proteasas, un extracto solamente con solucién de corrida. Adicionalmente se
cargé la protelna recombinante como control y un extracto de cloroplastos intactos de
espinaca (Figura 10). Con los resultados obtenidos se sugiere rechazar ambas posibilidades
ya que podemos ver un mismo comportamiento del anticuerpo purificado hacia todas las
muestras a excepcion de la proteina recombinante {carril R, Figura 10). Cabe mencionar
que en algunos de los casos (carriles El, EB, ED de la Figura 10) las sefiales
correspondientes a las proteinas: 24RNP, 17kDa y a la 50kDa se ven mucho mis débiles lo
que pudo deberse a que la muestra no fue cargada correctamente.

El objetivo de cargar el extracto de cloroplastos intactos de espinaca fue el conocer
si el anticuerpo también reconocia bandas inespecificas y de no ser asi ¢l anticuerpo 2 se
podria utilizar para los cnsayos de inmunoprecipitacién de cloroplastos intactos de
espinaca, lo que se descartd debido a que si sc presentaron bandas inespecificas (caril C,

Figura 10) por lo que se tuvo que buscar otra forma de purificar el anticuerpo 2.
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Figura10. Formacién de complejos o degradacion de la proteina 24RNP. Western blot con
anticuerpo 2 anti-24RNP recombinante de espinaca purificado (1:100), revelado por ECL. Se
cargaron 20 pg de proteina total de hoja de espinaca. EC) extracto de espinaca congelade; EN)
extracto de espinaca nueve; ES) extracto de espinaca nuevo en solucion de corrida; El) extracto
de espinaca con inhibidores de proteasas; R) proteina recombinante (100 ng), C) extraclo de
cloroplastos intactos de espinaca (10 ug de proteina); EB) extracto de espinaca con f-
mercaptoetanol, ED) extracto de espinaca con SDS.

En un Gltimo intento por purificar el anticuerpo 2 lo que se hizo fue utilizar el
mismo métedo de purificacién pero variando el antigeno soportado en la membrana, es
decir io que ahora se transfirié fue un extracto total de hoja joven de espinaca y después de
localizar la proteina 24RNP en la membrana, se corté tanto la banda de interés como la
banda de 17kDa y se incubaron todas las fracciones de membrana, intentando con ello que
los anticuerpos menos especificos se pegaran a las demas proteinas y los anticuerpos mas
especificos se pegaran a la 24RNP y a la proteina de 17kDa. Después de eluir y concentrar
tanto los anticuerpos de la proteina 24RNP como los de la proteina de 17kDa, se realizé un
Western para verificar la purificacién de los anticuerpos (Figura 11). En estos resultados se
puede apreciar que ain cuando los anticuerpos probados fueron obtenidos a partir de la
elucién de la banda de 17 kDa estos reconocieron a la proteina 24RNP tanto nativa como
recombinante, aunque con menor intensidad (anti-17, figura 11); otra de las cosas que se

puede apreciar es que los anticuerpos cbtenidos a partir de ia elucién de la banda de la
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proteina 24RNP solo reconocieron dos bandas, una correspondiente a la 24RNP y la otra a
la 28RNP en el extracto de hoja joven de espinaca (Figura 11, anti-24RNP; carril E) y una
banda correspondiente a la 24RNP recombinante (Figura 11, anti-24RNP; carril R). Estos
resultados indican que el método posiblemente funcione mejor que el anterior, pero ain asi
no se pudo descartar que la ausencia de bandas inespecificas se debié a una mejor
purificacién o a que la cantidad de anticuerpo obtenido después de la purificacién fue
mucho menor que en las veces anteriores; es decir que anticuerpo se encontraba mds
diluido y por lo tanto no se detectd la presencia de bandas inespecificas. Esto parece ser lo
mis factible, ya que la cantidad de proteina nativa que se utilizd para la purificacién fue
menor (20 pg) que la cantidad de proteina recombinante utilizada (100 pg). Cabe sefialar
que la banda de la proteina recombinante no concuerda con la banda de la proteina nativa,
debido a que el corrimiento de la proteina recombinante en geles del 15% de acrilamida es
menor (expetimentos mostrados previamente). Por otro lado se disminuyé la cantidad de
protefna recombinante en el gel debido a que en otros experimentos se pudo apreciar que
los anticuerpos tenian mis afinidad por dicha proteina y se daba el caso de que no

detectaban la proteina nativa.

17kDa —»

Anti-24RNP  Anti-17

Figura 11. Purificacién de anficuerpo 2 con proteina 24RNP de espinaca. Western blot con
anticuerpo purificado anti -24RNP de espinaca y anticuerpo anti-17 (Dilucién 1:20), revetado por
ECL. E) extracto de hoja joven de espinaca (20 ug de proteina total); R) proteina recombinante (30
ng).
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5.  Reconocimiento de la 24RNP en diferentes extractos protéicos.

Después de varios intentos para purificar el anticuerpo 2 por diferentes métodos se
descart6 la posibilidad de purificarlo, por lo que se decidi¢ probar el anticuerpo con
diferentes extractos protéicos de espinaca y determinar la cantidad de proteina 24RNP
presente (Figura 12). En este experimento interesaba analizar un extracto de procesamiento,
que es una fraccidn protéica purificada de cloroplastos intactos de espinaca, con el fin de
determinar si el anticuerpo reconocia a la proteina 24RNP y utilizarlo para estudiar la

funcién de la misma

E CJCMEP E CICM EP E CICM EP

Figura 12. Reconocimiento de proteina 24RNP en diferentes axtractos protéicos de
esplnaca por los anticuerpos 1 y 2. Western blot con anticuerpo 1y 2 anti-24-RNP recombinante
de espinaca. Revelado por ECL. Se cargaron en el gel 30 ug de extracto total de hojas jévenes de
espinaca (E), de cloroplastos intactos de hoja joven (CJ), de cloroplastos intactos de hoja madura
{CM) y de extracto de procesamiento {EP) en el mismo orden y en todos l0s casos 1} anticuerpo
crudo 1 (1:11,000); 2) anticuerpo crudo 2 {1:11,000); 3) anticuerpo 1 precipitado fraccion 30-40%
de saturacién (1. 90,000).

Se puede apreciar en la Figura 12 que ain cuando se utilizé el mismo antigeno para
inyectar a las conejas, la respuesta inmune fue muy diferente ya que el anticuerpo crudo 2

(1:11,000) reconoce a una proteina de 17 kDa (carril 2) en todas las muestras probadas,
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proteina que no es reconocida por el anticuerpo 1 tanto crudo (1:11,000) como precipitado
con 30-40% de saturacion con sulfato de amonio (1:90,000) (carriles 1, 3). Con respecto al
reconocimiento de la proteina 24RNP en los extractos protéicos por los anticuerpos , se
observa claramente que la mayor cantidad de proteina 24RNP se encuentra en el extracto de
procesamiento {Figura 12, carril EP). Esto es logico debido a que en el extracto de
procesamiento se espera un entiquecimiento de la 24RNP. Por otro lado se puede observar
en orden decreciente de magnitud que la proteina se encuentra en mayor cantidad en el
extracto de hoja joven de espinaca, luego en el extracto de cloroplastos intactos de hoja
madura y por Gltimo en el extracto de cloroplastos intactos de hoja joven.

Para estudios posteriores se sugiere el uso de los anticuerpos crudos 1 y 2 a una
dilucién 1:11,000 en ensayos de deteccion de la proteina 24RNP y el uso det anticuerpo 1
precipitade (fraccion 30-40%) para ensayos de inmunoprecipitacion.

Seria muy interesante estudiar con dichos anticuerpos a la proteina que se presume
podria ser fa 28RNP, la cual presenta reaccién cruzada con los anticuerpos 1 y 2 obtenidos

en este trabajo.
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VIIL DISCUSION.

1.  Expresion de la 24RNP en un sistema bacteriano.

El sistema utilizado para obtener proteina recombinante (pQE), es una de las
mejores opciones que existen actualmente debido a que posee un represor muy fuerte que
evita la expresion del gen clonado hasta su induccién con IPTG. El tener un buen sistema
de control de la expresion es importante cuando se trabaja con proteinas que pueden ser
toxicas y de haber fugas en los vectores de expresion se provocan problemas de muerte
celular (Toledo, 1998).

El sistema pQE fue efectivo para la expresion de la 24RNP, mas a pesar de
obtenerse la proteina de interés en grandes cantidades (1 mg/ L de cuitivo) ante la
induccién con IPTG, se tuvo el problema de que cuando las bacterias crecian durante la
induccién a una temperatura superior a 34°C el rendimiento disminuia considerablemente,
lo cual pudo deberse a que se promovia mas répidamente el crecimiento celular y no se
daba el tiempo necesario para que la proteina fuera expresada.

El método de expresion a utilizar dependerd del uso que se le quiera dar a la
proteina. En este caso se eligié a Escherichia coli ya que se ha visto que este sistema brinda
un alto rendimiento en la generacién de proteinas recombinantes (de 5-20 mg/ L de
cultivo) (Wienk y Kruijff, 1999; Lili y Ram, 1999) objetivo que en este trabajo se buscaba.

Por otro lado comparando et sistema de expresion pQE con otros sistemas de
expresion como son: células de mamiferos y sistemas eucariotes, este tiene una gran
desventaja debido a que las proteinas producidas en €l no presentan modificaciones
postraducionales, las cuales son muy importantes para el estudio de las funciones de
algunas proteinas, por ello el sistema de expresién a utilizar dependera det estudio que se
vaya a realizar.

Para mejorar ¢l rendimiento de la proteina 24RNP recombinante en experimentos
futuros se sugiere primero la realizacién de curvas de crecimiento en pequefia escala
variando diferentes parametros como son: la temperatura de incubacién antes y durante la
induccion de la sintesis de la proteina, el tiempo de crecimiento antes y durante la
induccion de la sintesis de la proteina, para con ello determinar las condiciones 6ptimas de

sintesis protéica.
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2. Purificacién de la proteina 24RNP con una columna de niquel.

La etiqueta de histidinas que tienc el vector pQE ayudd a la purificacion de la
proteina, que se realizé de forma relativamente sencilla. Cabe mencionar que durante la
purificacién de la proteina 24RNP se observd que existian otras proteinas de distintos pesos
moleculares que también presentaron afinidad hacia la resina. Esto pudo deberse a la

presencia de aminodcidos con carga positiva que pudieran tener afinidad por el niquel.

Al realizar varias inducciones con el fin de obtener la cantidad de proteina necesaria
pata inyectar a dos conejas, el principal problema que se encontré fue que después de
utilizar tres veces la misma resina de Ni-NTA ya no funcionaba, lo que se puede atribuir
principalmente a que la resina era sometida durante la purificacion a cambios dristicos de
pH que pudieron afectar la carga negativa de la resina o también a que parte de la proteina

no se despegaba de la resina y llegaba el momento en que ésta se saturaba,

3. Produccién de anticuerpos contra la proteina 24RNP recombinante.

La inmunizacién de conejas con la proteina 24RNP recombinante de espinaca se
llevd a cabo durante seis semanas con lo cual se logré obtener un titulo de anticuerpos de
hasta 1:90,000 después de precipitarse con suifato de amonio. Estos anticuerpos detectaron
tanto a la proteina 24RNP recombinante como a proteina silvestre en el orden de
nanogramos. Aunque se les inyecté el mismo antigeno y por un mismo periodo de tiempo a
ambas conejas, se observd mas respuesta inmune por parte de la coneja 2 (titulos mas altos
de 1: 90,000).

Se detectaron anticuerpos inespecificos en contra de proteinas de espinaca presentes
desde el suero pre-inmune en el Western blot, lo que se atribuyé a la alimentacién que
tuvieron las conejas. Es decir como los conejos fueron alimentados con una mezcla de
vepetales, leguminosas y cereales pudieron producir anticuerpos en contra de proteinas
vegetales que muy probablemente también se encuentran en los extractos de hoja joven de
espinaca. Tal es el caso de la subunidad grande (55kDa) de la proteina Rubisco muy
abundante en todos los vegetales.

Se recomienda para la obtencién de anticuerpos policlonales més especificos contra

algunas otras proteinas vegetales la inmunizacién de otros organismos como: gallinas,
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cobayos, ratones y ratas, los cuales no estan tan expuestos a vegetales que puedan despertar
una respuesta inmunoldgica previa,

Por otro lado se ha visto que la obtencién de anticuerpos policlonales especificos
contra la proteina 24RNP de espinaca es muy dificil, ya que esta proteina tienc una
secuencia muy similar a otra proteina presente en los extractos de espinaca (28RNFP) que
genera una reacciéon cruzada con los anticuerpos (Phayre, 1998 comunicacion personal;
Toledo, 1998). Dicha reaccion pareceria factible de evitar si se lograran generar anticuerpos
monoclonales contra el dominio acido de la 24RNP, ya que es la region variable entre
ambas proteinas. Sin embargo esto seria muy dificil sobre todo por el hecho de que el
dominio dcido es muy pequefio.

4.  Purificacion de anticuerpos.

a. Purificacion de Inmunoglobulina G por medio de precipitacién con sulfato de

amonio.

La purificacién de Inmunoglobulina G (IgG) por medio de la precipitacion con
sulfato de amonio no funcioné como se esperaba, ya que las tres fracciones de 0-30%, 30-
40%, 40-60% de saturacion con sulfato de amonio del suero de la coneja 1 (anticuerpo 1},
contenia grandes cantidades de IgG siendo que en la literatura se ha descrito que esta
inmunoglobulina precipita al 40% de saturacién con sulfato de amonio (Harlow y Lane,
1988). Al llevar a cabo la precipitacion del suero de la coneja 2 (anticuerpo 2) se observo
que la precipitacion funcioné mejor y esto se puede atribuir a una mejor agitacion, a la
adicién mas lenta de la solucién saturada de sulfato de amonio y a un tiempo de agitacion
mds prolongado entre cada saturacién, lo que permitié que la mayor parte de las IgGs

precipitaran en el intervalo correspondiente.

Al determinar el titulo de las fraccicnes 30-40% de saturacion con sulfato de amonio
de ambos anticuerpos se observé que muchas de las bandas inespecificas encontradas antes
de la precipitacién habian desaparecido aun cuando el anticuerpo se habia concentrado, lo

que indicé que la precipitacion funciond para purificar un poco dichos anticuerpos.

El método de purificacién de IgG por medio de una precipitacion con sulfato de
amonio. resulté ser una técnica facil de llevar a cabo, muy econémica y ademas no fue

necesaria la utilizacién de equipo sofisticado.
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b. Purificacién del anticuerpo 2 por medio de antigenos unidos a membranas de

nitrocelulosa.

El método de purificacion de anticuerpos utilizando antigenos unidos a un soporte
solido es uno de los mas empleados para la purificacion de anticuerpos policlonales
(Harlow y Lane, 1988). En este trabajo se emplearon membranas de nitrocelulosa como
soportes s6lidos y la principal desventaja que se encontré fue que la cantidad de antigeno
que se pudo fijar era muy pequefia (100 pg) comparado con otros soportes solidos como
son: el gel AminoLink, el gel CarboLink, e gel SulfiLink que pueden fijara hasta Smg de
antigeno/ mL de gel, de ahi que la cantidad de anticuerpo puro obtenido fué muy pequefia.

Adicionalmente no se pudo descartar completamente que la presencia de bandas
inespecificas después de llevar a cabo la purificacion del anticuerpo 2 utilizando el método
antes mencionado, se debicra a que el método de purificacién no estaba funcionando. Sin
embargo se considera poco probable ya que éste se basa en la reaccién especifica que existe

entre antigeno y anticuerpo.

¢.  Degradacién y formacién de complejos.

La presencia de bandas inespecificas de alto peso molecular después de llevar a cabo
la purificacién del anticuerpo 2, se puede considerar debido a ia presencia de una proteina
similar a la 24RNP de mayor peso molecular (55 kDa) que a la formacién de complejos, ya
que la adicién de una mayor cantidad de f-mercaptoetanol y SDS a las muestras evita la
formacion de puentes disulfuro que son los responsables de la formacién de complejos

protéicos.

Para descartar completamente que la banda de 17 kDa detectada por el anticuerpo 2
después de la purificacién es producto de una degradacién de la proteina 24RNP lo que se
sugiere hacer es purificar esta proteina y mandarla a secuenciar. En base la sefial tan
intensa que se observa en ¢l Western blot con el anticuerpo anti-24RNP, lo mas probable
¢s que esta proteina comparta regiones estructurales semejantes con la 24RNP.
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5. Reconocimiento de la 2Z4RNP en diferentes extractos protéicos.

Se ha observado que la expresién de la proteina 24RNP es mucho mayor en hojas
jovenes que en hojas maduras (Abrahamson, 1995, no publicado) de ahi que se esperaba
encontrar una mayor cantidad de proteina en el extracto de cloroplastos intactos de hoja
joven que en ¢l de hoja madura lo cual no fie asi y que se puede atribuir principalmente
que no se cargo bien la muestra lo que se refleja en la cantidad de proteina total realmente
probada.

Por otro lado se puede observar una mayor cantidad de proteina 24RNP en el extracto
de procesamiento qQue en las demés muestras probadas, cosa que era de esperase ya que en
este caso solo se tienen las proteinas presentes en el cloroplasto a diferencia de los demas
extractos en cuales se tienen proteinas totales.

Llama la atencién el reconocimiento de la proteina de 17 kDa solo por el anticuerpo 2
ya que si esta proteina fue inyectada junto con la proteina 24RNP a ambas conejas se
esperaria que al menos el anticuerpo 1 la reconociera un poco, cosa que no fue asi lo cual
nos indica que el sistema inmune de cada organismo responde de diferente manera ante la

presencia de moléculas extrafias.
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IX. CONCLUSIONES.

I.  Se logrd una buena induccién de la sintesis y purificacién de la proteina 24RNP

recombinante de espinaca utilizando el sistema QIAexpressionist (QIAGEN).
2.  En este trabajo se logré la obtencién de anticuerpos policlonales de conejo

contra la 24RNP recombinante de espinaca, (tiles para ensayos de

inmunodeteccion
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X. APENDICE!I

Abreviaturas.

APS Persutfato de amonio,

IPTG. Isopropil-tio-B-D-galactosido.

LB Medio Luria-Bertoni.

PBS Solucion amortiguadora de fosfatos.
RNP Proteinas de unién a RNA.

Rubisco Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa.
SDS Dodecil sulfato de sodio.

TEMED N, N ,N’, N’-tetrametil-etilendiamina.
TBS Solucion amontiguadora de Tris.
TBS-T Solucién amortiguadora de Tris con Tween-20.
Soluciones.

1)  Extraccitn de proteinas de tejidos vegetales.

Solucién para extraccién 2X.
TrisbasepH 7.5 200 mM

EDTA 10 mM
Sacarosa 0.6 M
EGTA 10 mM
MgCl, 10 mM

p Mercaptoetanol 80 mM
Pefablock 1 mg/mL
Pepstatina 2 pg/mL
Leucopeptina 1 pg/mL
Bestatina 80 pg/mL

Se pesan todos los componentes hasta el MgCly y se diluyen en agua deionizada. Se
esteriliza la solucién. Antes de iniciar la extraccién se adiciona el f-mercaptoetanol y los
inhibidores de proteasas, los cuales se agregan a partir de soluciones stock preparadas y

mantenidas a —20 °C. Esta solucidn de utiliza 1X.
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2)  Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE).

Acrilamida/ bisacrilamida.
Acrilamida 30g
Bis-acrilamida 08 g

/
Se pesan los compuestos, se disuelven en 80 mL de agua deionizada en una parrilla

con agitacién y calor moderado. Se filtra la mezcla en un embudo con un filtro Whatman
N° 1 u otro de poro grande, después de que se haya disuelto completamente y se aforaa 100

mL con agua deionizada en una probeta. Se almacena a 4 °C,

Solucién separadora (25x}.
Tris base 15M
SDSal20% 2mL

Ajustar apH 8.8 con HCl 12 N.

Se pesa ¢l Tris, se disuelve en 80 mL de agua deionizada y se ajusta el pH. Se

agrega el SDS y se afora a 100 mL. Se almacena a temperatura ambiente.

Solucién apiladora (25X).
Trisbase 0.5M

§DSal20% 2mL

Ajustar apH 6.8 con HCI 12 N.

Se pesa ¢l Tris y se disuelve en 80 mL de agua deionizada y se ajusta el pH. Se

agrega €l SDS y se afora con agua deionizada. Se almacena a temperatura ambiente.

Solucion para cargar (5X).

Tris base M
Glicerol 5.0 mL
SDS 05g

Azul de bromofenol 0.2 mL

B-mercaptoetanol (ver abajo).
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Se pesan, se miden los componentes y se llevan a 10 mL con agua deionizada. Se
almacenan a una temperatura ambiente. Inmediatamente antes de usar se agregan 4 pL de

p-mercaptoetanol por 20 pL de solucién para cargar.

Solucién amortiguadora para corrida (10X).
Tris base g

Glicina 144¢g

SDS ig

Se pesa el tris y la glicina, se adicionan 60 mL de agua detonizada y se disuelve en
una parrilla con agitacién. Se mide el pH que debera estar entre 8.3 y 8.8, de no ser asi se
vuelven a pesar los componentes debido a que no se puede ajustar el pH. Se agrega el SDS
en polvo, se disuelve y se afora a 100 mL en una probeta. Se almacena a temperatura
ambiente. Antes de usarla se deberan tomar 30 mL de esta solucién y aforarlos a 300 mL

con agua deionizada.

Persulfato de amonio al 20%.

Persuifato de amonio 0.2 g.
Se pesa el reactivo, se disuelve en 5 mL de agua deionizada y se afora a 10 mL. Se

hacen alicuotas de 500 pL en tubos para microcentrifuga y se congelan a 20 °C.

Colorante Coomassie para teiiir geles.

Azul brillante Coomassie  0.0250 g

Metanol grado técnico 454 mL
Agua destilada 45.4mL
Acido acético glacial 9.2mL

Se pesa el Coomassie y se disuelve en 10 mL de agua destilada, una vez disuelto se
adicionan los demas reactivos, se afora a 100 mL y se mezcla perfectamente. Se almacena a

temperatura ambiente.

Fijador y destefiidor.
Acido acético glacial 18.75 mL
Metanol grado técnico 50 mL
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Se miden los reactivos y se aforan a 250 mL con agua deifonizada. Se almacena a

temperatura ambiente.

3}  Western blot.

Solucién para transferencisa.
Tris base 25 mM
Glicina 192 mM

Metanol reactivo analitico  20% v/v

Se disuelve el Tris, la glicina en 100 mL de agua deionizada. Se adiciona el metanol

y se afora con agua deionizada a 1000 mL.

Solucién de Ponceau S.
Ponceau S 004g

Acido acético glacial 2mL

Se pesa el Ponceau S y se disuelve en 5 mL de agua deionizada, se adiciona el 4cido
acético glacial y se afora a 40 mL con agua deionizada. Se almacena a temperatura

ambiente.

TBS (pH=1.6).
Tris-base 24¢g
NaCl g

Se pesan los componentes y se disuelven en 600 mL de agua deionizada en una
parrilla con agitacidn. Se ajusta el pH a 7.6 con HCI concentrado. Se afora a 1000 mL con

agua deionizada.

TBS-T.
TBS 2006 mL
Tween-20 2puL

Se adiciona el Tween-20 al TBS y se mezcla perfectamente.
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4) Induccion de la sintesis y purificacién de la proteina 24 RNP recombinante de

espinaca (pequefia y gran escala).

Medio LB parallL.

Bactotriptona 0g
Extracto de levadura 5g
NaCl 5g

Se pesan y disuelven los tres componentes en 800 mL de agua en una parrilla con
agitacion. Se afora a 1000 mL con agua deionizada. Se esteriliza a 15 1b de presién por 15
minutos y almacena a temperatura ambiente 6 a 4 °C.

IPTG 1M..
IPTG 0.236¢g

Se pesa el IPTG y se disuetve en 500 pl de agua deionizada en una parrilla con

agitacion. Se afora a 1 mL. Se esteriliza por filtracién, nunca por calor.

Solucidn A.

Guanidina hidroclorada 6 M.
NaH,;PO4 0.1 M

Tris-HC1 0.01 M

Se pesan los componentes, se disuelven en 50 mL de agua deionizada y se ajusta a

un pH 8. Se afora a 100 mL con agua deionizada.

Solucién B.
Urea§ M

Tris 0.01 M
NaH,P0; 0.1 M

Se pesan los componentes, se disuelven en 50 mL de agua deionizada y se ajusta a

pH 8. Se afora a 100 mL con agua deionizada.
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Solucién C.

Urea sM
NaH,PO, 0.1 M
Tris-HCI  0.01 M

Se pesan los componentes, se disuelven en 50 mL de agua deionizada y se ajusta a

pH 6.3 con HCI. Se afora a 100 mL con agua deionizada.

Solucién para elucién de proteinas.
Imidazo! 250 mM

Se disuelve el imidazol en 10 mL de la solucién C.

Antibidticos.

Ampicilina solucién concentrada 100 mg/mL.

Se pesan 100 mg de ampicilina y se disuelven en | mL de agua deionizada, se
esteriliza por filtracién y se almacena a —20 °C.

Kanamicina solucion concentrada 100 mg/mL .

Se pesan 100mg de Kanamicina y se disuelven en 1 mL de agua deionizada, se

esteriliza por filtracién. Se almacena a -20 °C.

5) Inmunodifusiéon (Ouchterlony).

PBS.

NayHPO, 80 mM
NaH,POy; 30 mM
NaCl 100 mM

Se pesan los componentes, se aforaa 1 L con agua deionizada.

Gel de agarosa al 2%.
Agarosa 05g
PBS 20 mL

Se disuelve en bafio Maria o en microondas a 45 °C.
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6) Purificacién de anticuerpos.

Tris-base 1 M .
Tris-base 243¢g

Se pesa el Tris-base y se disuelve en 100 mL de agua deionizada en una parrilla con
agitacion. Se afora a 200 mL con agua deionizada. Nota: No se ajusta el pH este debe ser

aproximadamente 7 (se verifica para comprobar).

Solucién para elucién de anticuerpos (pH=2.5).
Glicina i.5g
NaCl 29g
Tween-20 5 pL

Se pesa la glicina y el cloruro de sodio, se disuelven en 50 mL de agua deionizada
en una parrilla con agitacién. Se ajusta el pH a 2.5 con HCl concentrado. Se agrega el

Tween-20 y se agita. Se afora a 100 mL con agua deionizada.

7)  Purificacién de inmunoglobulina G por medio de precipitacién con sulfato de

amonio.

Solucién saturada de sulfato de amonio.

Sulfato de amonio 760 g.

Se pesa el sulfato de amonio y se disuelve en 300 mL de agua deionizada. Se aforaa

1000 mL. La saturacién de la solucién de sulfato de amonio no varia de 4 a 25 °C.

Equipo.
Equipo Mini Protean If de la marca Bio-Rad.
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