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Resumen

La familia de proteinas APOBEC es conocida por su participacion en la inmunidad
innata antiviral. Estas proteinas generan mutaciones en el genoma viral que
conducen a la inactivacion del virus. Las mutaciones son producidas principalmente
por la deaminacién de citidinas en DNA de cadena simple. De forma interesante,
recientemente se ha demostrado que APOBEC3B (A3B), un miembro de la familia
con expresion nuclear, es capaz de inducir mutaciones fuera de blanco, es decir en
el genoma celular. Debido a lo anterior, A3B es ahora reconocida como una proteina
con actividad oncogénica en varios tipos de cancer que incluyen cancer de mama,

cabezal/cuello, cérvix, vejiga y pulmon.

En este trabajo nos preguntamos si A3B podria estar relacionada a la generacion de
mutaciones en lineas celulares de linfomas infectadas por el virus de Epstein-Barr
(EBV). Realizamos ensayos de RT-PCR y western blot en contextos basales y post-
induccion del ciclo litico de EBV para medir la expresion de A3B en lineas celulares
de linfoma a nivel de mensajero y de proteina. También realizamos ensayos de 3D-
PCR para evaluar indirectamente posibles mutaciones de C/G a T/A en cMyc, un gen

altamente relacionado a linfomagénesis.

Encontramos que A3B fue expresada a nivel de mensajero y proteina en las lineas
celulares Raji, Daudi, Hs 445, P3HR1 y Namalwa, las cuales son EBV+. Hubo una
alta expresion de A3B a nivel de mensajero en Ramos, una linea celular EBV-, pero
una baja expresion a nivel de proteina. En las muestras de células mononucleares de
sangre periférica de donadores sanos, la expresion de A3B fue practicamente nula.
Estos resultados sugirieron que la expresion de A3B ocurre en linfomas con infeccion
del EBV y no en linfocitos normales. En condiciones post-induccién del ciclo litico del
EBV, hubo un aumento en la expresién de mensajero de A3B en las cinco lineas
celulares EBV+. Sin embargo, no detectamos cambios entre la expresion a nivel de
proteina en la linea celular Raji después de haber inducido el ciclo litico del EBV.
Mediante ensayos de 3D-PCR observamos que un fragmento del gen cMyc pudo ser
amplificado a temperaturas de desnaturalizacién mas bajas en las lineas de linfoma

EBV+ que en muestras de donadores sanos.



Estos resultados sugieren que la presencia del EBV en lineas celulares de linfoma
induce la expresion de A3B tanto a nivel de mensajero como de proteina. La
induccion del ciclo litico del EBV resulta en un aumento en el mensajero pero no de
proteina de A3B, lo que indica la presencia de probables mecanismos virales que
intervienen en la sintesis o la estabilidad de la proteina. Finalmente, nuestros
resultados sugieren que la expresion de A3B puede eventualmente inducir

mutaciones en genes relacionados con el progreso a linfoma.



Introduccion

APOBEC3B

La enzima APOBEC3B (A3B) pertenece a la familia de proteinas APOBEC
(apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like), que se compone
de una serie de proteinas con dominios conservados de citidina deaminasa (CDAS).
Esta familia consta de 11 miembros que incluyen a la deaminasa inducida por la
activacion (AID), APOBEC1 (A1), A2, A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G, A3H y A4 [1].

Su funcion biolégica fue caracterizada por primera vez con el descubrimiento de Al,
que es responsable de la edicion del mMRNA de la apolipoproteina B (apoB) que

afecta al metabolismo y transporte de lipidos [2].

Las enzimas de la subfamilia de A3, participan en la inmunidad innata restringiendo
infecciones virales. Modelos evolutivos predicen que las proteinas A3 han
desempefiado un papel importante en la respuesta antiviral de muchas especies
durante millones de afios [3]. Esto ocurre, a través de la generacion de mutaciones
inducidas por deaminacion en los genomas de RNA o DNA de los virus,

inactivandolos o reduciendo su infectividad [4].

La mutacion mas frecuentemente inducida por estas enzimas es la transicion de
citidina a timina, que consiste en la deaminacién hidrolitica del grupo amino de una
citidina convirtiéndolo en uracilo (Fig. 1A). Este uracilo es reconocido como timina por
la maquinaria de replicacion en una primera ronda de sintesis de DNA. Por lo tanto,
una adenina es adicionada como base complementaria en una segunda ronda de

duplicacién, causando de esta manera una mutacion (Fig. 1B).

Por ejemplo, A3G juega un papel fundamental en la actividad antiviral contra el virus
de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1). Esta actividad requiere que la enzima
sea transportada a complejos de replicacion viral, a través de lo que parece ser un
proceso dependiente de RNA [3]. Una vez dentro de las células infectadas, A3G
debe unirse al ssDNA para llevar a cabo la mutacién de C a U. Sin embargo, ain no

se comprenden los mecanismos de la capacidad antiviral A3 en las células y no se



conoce ningun cofactor protéico necesario para la uniébn de A3 a ssDNA y su

posterior actividad de deaminacion [5].
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Figura 1. Deaminacion causada por la enzima APOBEC3B (A3B). A) Representacién esqueméatica
de la deaminacion que sufre una citosina a uracilo B) Proceso de transicion de C/G a T/A. (Imagen

tomada de https://www.scienceinschool.org/es/2011/issuel8/uracil).

Hasta hace pocos afios, AID se habia considerado la Unica proteina capaz de inducir
transiciones C/G a T/A en DNA gendmico, actuando sobre el gen del receptor de
linfocitos B (BCR), durante los procesos de hipermutacion somatica y cambio de

Isotipo que ocurren en centro germinal [6].

Sin embargo, recientemente Burns et al. reportaron por primera vez la actividad
oncogénica de A3B en cancer de mama [7]. Primeramente se mostré que, a
diferencia de los otros miembros de la familia (excepto AID), A3B se expresa en el
nacleo. Se encontrd una alta expresion de A3B tanto en tumores primarios como en
lineas celulares de cancer de mama. Adicionalmente, los niveles de expresién de
A3B correlacionaron positivamente con la carga mutacional C por T. Los ensayos de
silenciamiento de A3B indujeron una disminucién de los niveles de uracilo y del
namero de transiciones C por T. Este y otro estudios han mostrado, que la
mutaciones causadas por A3B estan enriquecidas en motivos de DNA especificos,
que ahora se conocen como la firma mutacional de A3B. Esta firma se compone de
transiciones C a T dentro de motivos de trinucleétidos TC(A/T) que dan como
resultado mutaciones TT(A/T) [8].



Estudios posteriores han encontrado que la firma mutacional de A3B es comun en

algunos tipos de cancer, incluyendo mama, cabeza/cuello, cervix, vejiga y pulmon.

Multiples lineas de evidencia indican que A3B, la Unica deaminasa de ssSDNA
constitutivamente nuclear [9], es la fuente primaria de estas mutaciones. Ya que se
sobre expresa en tumores primarios en comparacion con los tejidos normales, su
aumento corresponde positivamente con cargas mutacionales de citosina y su
expresion se asocia con peores resultados clinicos, incluida la resistencia a la terapia

hormonal [10].

Linfoma

El término linfoma se refiere a los canceres que se forman en el sistema linfatico [11].
Los linfomas representan un grupo heterogéneo de neoplasias malignas linfoides con
patrones variados de comportamiento clinico y respuestas al tratamiento [12]. Estos
canceres hematolégicos se dividen en dos grupos principales: linfomas de Hodgkin
(HL), 13.56%, y no Hodgkin (NHL), 86.44% (fuentez WHO 2020,
https://gco.iarc.fr/today/fact-sheets-cancers). El HL se divide ademas en clasico y no
clasico. El NHL comprende una gran cantidad de subtipos entre los que destacan el
linfoma de Burtkitt, tipo Burkitt, difuso de células B grandes, anaplasico, linfoblastico,
entre muchos otros. la clasificacién actual de la OMS incluye mas de 80 tipos de
linfoma [11].

Se han identificado una serie de factores ambientales, infecciosos y genéticos que
predisponen al linfoma. Herbicidas y pesticidas especificos, como los herbicidas
fenoxy, se han relacionado con un mayor riesgo de linfoma. Un claro ejemplo es el
herbicida &cido 2,4-diclorophenoxyacetico, que se ha asociado con un 50-200% en

el aumento en el riesgo de linfoma [13].

Las frutas y verduras son ricas en antioxidantes e inhibidores de la nitrosacion, lo que
puede explicar la disminucion del riesgo de linfoma asociado con el consumo de
estos productos, ya que antioxidantes como luteina y zinc a su vez han sido

asociados con la disminuciéon de dicha enfermedad. Por lo contrario, ha sido
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reportado que la alta ingesta de grasas y proteinas animales aumenta del riesgo de
NHL [14].

Por otro lado, medicamentos, como los bloqueadores de los canales de calcio,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), estatinas,
bloqueadores H2 y los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS),
pueden producir reacciones que ocasionalmente progresan a NHL. Sin embargo, los
factores que afectan el desarrollo de estas reacciones y su progresion a linfoma aun

son desconocidos [15].

Entre los factores infecciosos se encuentran las bacterias Helicobacter pylori y
Chlamydia psittaci relacionadas con linfomas de tejido linfatico asociado a mucosas
(MALT) del estbmago y linfomas MALT de anexos oculares, respectivamente [16]. El
virus de la hepatitis C se ha asociado con linfomas linfoplasmaciticos y de zona
marginal, y el herpesvirus humano-8 con linfoma de efusion primaria. La exposicion

cronica a estos antigenos ocurre en infecciones persistentes [11].

También hay una mayor incidencia de linfomas en la mayoria de los estados de
inmunodeficiencia [11]. El papel de la inmunosupresion en la linfomagénesis se
llustra en parte por el aumento de la incidencia de linfoma en pacientes con
inmunodeficiencias hereditarias. Por ejemplo, aproximadamente el 15% de los
pacientes con sindrome de Wiskott-Aldrich desarrollan linfoma difuso de células B

grandes, cuyos tumores usualmente son positivos al EBV [17].

El aumento del riesgo de linfoma asociado a la inmunosupresion se ha relacionado
con tres factores del hospedero: la presencia del EBV, defectos en la regulacion
inmune y la produccion de citocinas, y defectos genéticos que provocan eventos de
recombinacién genética anormal en el receptor de antigeno de células B (BCR) y de
células T (TCR) [18].

El virus de Epstein-Barr

El virus de Epstein-Barr (EBV), también conocido como herpesvirus humano 4, es un

herpesvirus de DNA lineal de cadena doble. Tiene tropismo por linfocitos B
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principalmente, aunque también puede infectar otros tipos celulares. Se estima que

se encuentra presente en el 90% de la poblacién mundial [19].

La infeccion primaria es comiunmente asintomatica y ocurre tipicamente en la etapa
de la nifiez, entre los 3 y 4 afios de edad en paises subdesarrollados. Esta infeccion
se retarda en paises desarrollados, donde frecuentemente ocurre en la etapa
adolescente [20]. En adolescentes y adultos jévenes, la primo-infeccién puede
ocasionar mononucleosis infecciosa [19]. Por otro lado, el EBV se ha relacionado con
varias neoplasias malignas, tales como enfermedades linfoproliferativas post-
trasplante, carcinoma nasofaringeo, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin y carcinoma
gastrico [21].

La particula viral del EBV est4 compuesta por varias estructuras como se describe a
continuacion: el core, el cual contiene el genoma viral. La capside, que es una
cubierta proteica que empaqueta los acidos nucleicos del virus. Esta compuesta por
de 162 capsomeros. [22]. La capside esta rodeada por una sustancia amorfa de
contenido proteico llamada tegumento, el cual a su vez esta cubierto por una
envoltura lipidica que contiene glicoproteinas y que proviene de la membrana del

aparato de Golgi de la célula hospedero (Fig. 2).

Glicoproteinas

Tegumento

Genoma viral

Cépside

Figura 2. Morfologia de la particula viral de Epstein-Barr (EBV) (Modificado de Chen,et al., 2012).



El EBV, como otros herpesvirus, tiene un ciclo de vida bifasico compuesto por una
fase latente y una fase litica (Fig. 3). En el estado latente se expresan pocas
proteinas virales con diferentes patrones, conformando los distintos tipos de latencia
(latencia 0, I, Il 'y lll), pero no hay formacion de particulas virales. La fase litica se
caracteriza por la expresion de una gran cantidad de proteinas virales, la formacion

de progenie viral y su diseminacion a través de la lisis celular [23].

La principal estrategia de persistencia del EBV es la permanencia en estado de
latencia. Sin embargo, mediante determinados estimulos puede pasar a un estado
litico, lo que le permite propagarse a otras células. Al cambio de la fase latente a la

fase litica se le conoce como reactivacion viral [24].

Célula B
Células :
iteli ) Célula B
epiteliales : |
I Q= /\ infectada
‘QJ) Entrada viral O
©
K:j Latencia
O -
e K & @
B @ G & &/
Reactivacion

Liberacion de
particulas virales

Figura 3. Ciclo de vida bifasico del virus de Epstein-Barr (EBV) (Modificado| de Nijland,et al.,2016). La
particula viral del EBV ingresa por la orofaringe e infecta células B naive. Estas son llevadas a centro
germinal, en donde emergen como células de memoria. El virus permanece en estas células en un

estado latente, pero con la capacidad de reactivarse, infectar células epiteliales y asi propagarse.



In vitro, esta reactivacién se puede llevar a cabo deprivando al cultivo celular de
nutrientes, o utilizando inductores quimicos, tales como el acetato de
tetradecanoilforbol (TPA), también llamado forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) vy el
butirato de sodio (NaB) [25, 26]. El PMA, es un activador de la via PKC, que activa
AP1, el cual regula positivamente al gen BZLF1 de EBV. BZL1 es un factor de
transcripcion maestro del ciclo litico de EBV que es expresado durante la fase
inmediata temprana [25]. Mientras que el NaB es un inhibidor general de las enzimas
deacetilasas de histonas (HDAC). Este agente causa hiperacetilacion global de
histonas, incluido hiperacetilacion en los promotores de BZLF1 y BRLF1 de EBV,

genes cuyos productos inician la cascada litica [26].

Planteamiento del problema

Se ha mostrado que A3B, una proteina asociada a la inmunidad innata antiviral, es
capaz de inducir mutaciones fuera de sus blancos virales, es decir en el genoma de

la célula hospedero y asi contribuir al desarrollo de varios tipos de cancer.

Ya que A3B es inducida en células infectadas por varios tipos de virus incluyendo los
herpesvirus, una posibilidad es que esta enzima participe en el desarrollo de tumores

con conocida etiologia viral.

Los linfomas, uno de los canceres mas frecuentes en el mundo, estan altamente
asociados a la infeccion por el EBV. En este marco biolégico consideramos que es
importante conocer si en lineas celulares de linfoma positivas al EBV, A3B esta
presente y activa, y analizar si la replicacion viral induce la expresion y actividad de
A3B.



Justificacion

Este trabajo de tesis servira para adquirir nuevos conocimientos sobre A3B, linfomas
y el EBV. Fungira como punto de partida para otras preguntas sobre estos temas y
ayudara a estandarizacion de varias técnicas para el laboratorio de Investigacion de

Virologia y Cancer.
Por lo que mediante este trabajo intentamos contestar las siguientes preguntas:

¢, Cual es la relacion entre la presencia de EBV y la expresion de A3B en lineas

celulares de linfoma?

¢ La expresion de A3B se vera afectada por la reactivacion de EBV?

Hipotesis
En lineas celulares de linfoma habré una correlacion entre la presencia del EBV y la

expresion y actividad de A3B.

Objetivo general

Analizar la expresion y actividad de A3B en lineas celulares de linfoma positivas a
EBV.

Objetivos especificos

1. Evaluar la presencia de EBV en lineas celulares de linfoma mediante la

detecciéon de RNA virales pequefios no codificantes y cuantificar la carga viral.

2. Analizar la expresion de A3B a nivel mensajero y proteina, previo y posterior a

la induccion al ciclo litico.

3. Analizar la induccion de mutaciones en presencia de A3B mediante 3D-PCR.
10



Materiales y métodos

Lineas celulares

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron diferentes lineas celulares

comerciales, las cuales se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Lineas celulares utilizadas en este estudio

. _ _ Tumor de Estatus de
Linea celular Referencia Tipo celular .
origen EBV
Ramos ATCC CRL-1596 LB Negativo
Raji ATCC CCL-86 LB
Daudi ATCC CCL-213 LB
Hs 445 ATCC HTB-146 Linfocito B LH
Positivo
P3HR1 ATCC HTB-62 LB
Namalwa ATCC CRL-1432 LB
B95-8 ATCC CRL-1612 LB
ATCC HTB-22 .
MCE-7 Epitelial cancer de .
Negativo
MDA-MB-231 | ATCC HTB-26 Epitelial mama

LB: Linfoma de Burkitt, LH: Linfoma de Hodgkin.
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Muestras de donadores sanos

Se utilizaron muestras de sangre periférica de donadores sanos que acudieron al
banco de sangre del Hospital Infantil de México. Dichos donadores fueron sometidos
a los examenes clinicos del hospital, los cuales evaluaron hemoglobina, conteo de
plaquetas, serologia para VIH, enfermedad de chagas, entre otras enfermedades
endémicas de México. Posterior a dichas pruebas se catalogaron como clinicamente
sanos. Las células mononucleares de sangre periférica fueron extraidas utilizando el
reactivo Ficol (Sigma-Aldrich cat. F4375) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Cultivo celular

Las lineas celulares Ramos, Raji, Daudi, Hs 445, Namalwa, MCF-7 y MDA-MB-231
fueron crecidas en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco cat. 21875091), 10% SFB
(Gibco cat. 12483) y 1x ampicilina/estreptomicina (Gibco cat. 15240062). La linea
celular P3HR1 fue crecida en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco cat. 21875091),
20% SFB (Gibco cat. 12483) y 1x ampicilina/estreptomicina (Gibco cat. 15240062).
Cada cambio de medio se realizdé centrifugando las células 1500 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente en una centrifuga Sigma 3-16KL. En el caso de las
células adherentes (MCF-7 y MDA-MB-231), previamente fueron despegadas por
incubacion con tripsina al 0.05%, durante 5-15 min a 37°C. La actividad de la tripsina
fue detenida con SFB. Todas las lineas fueron crecidas a 37°C en un ambiente de
5% de CO..

Purificacion de DNA

Se utilizaron 4x10° células de las lineas celulares en fase exponencial de
crecimiento. Se uso el estuche comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen cat.
51104) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez obtenido el DNA, se

cuantifico utilizando el equipo NanoDrop OneC (Thermo Scientific).
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Cuantificaciéon de la carga viral de EBV

La cuantificacion de la carga viral de EBV en las lineas celulares se realiz6 mediante
una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) en formato
duplex que fue previamente estandarizada en nuestro laboratorio [27]. Se elabord
una curva patrén, a partir de un plasmido con un fragmento del gen BALF5 insertado.
Se realizaron diluciones seriadas con 10, 10%, 10°, 10*10° y 10° copias virales, que
representan los 6 puntos de la curva patron. El gen constitutivo utilizado fue beta-
actina (B-ACTINA), mientras el gen de interés fue subunidad catalitica de DNA
polimerasa de EBV (BALF5). Los primers y sondas de ambos genes se presentan en
la Tabla 2. Los volimenes y las concentraciones de cada reactivo utilizado en la
mezcla de reaccion se muestran en la Tabla 3, el volumen final de reaccion fue de 20
pL. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de
desnaturalizacién y activacion de la polimerasa a 95°C durante 15 min, seguido de
50 vciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos Yy
alineamiento/elongacion a 60°C durante 1 minuto. Las reacciones se corrieron en el

equipo Rotor-Gene Q 5plex Platform (Qiagen cat. 9001570).
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos y sondas de la gPCR de deteccién de EBV.

Gen Secuencia ¥ —> 3’ Ref.

Primer F
CCAGGCTAACCTCGGAAATCT

Primer R
B-ACTINA [27]

CATCGTCATTCCTGTGCAACT

Sonda
Cy5-TGGGGTGCCGGCTCTCTGCT-BHQ3a

Primer F
CCCTGTTTATCCGATGGAATG

Primer R
BALF5 [28]
CGGAAGCCCTCTGGACTTC

Sonda
FAM-TGTACACGCACGAGAAATGCGCC-BHQ1la

B-ACTINA: beta-actina, BALF5: Subunidad catalitica de DNA polimerasade EBV, BHQ: Black Hole

Quencher, Cy5: Cyanine 5, F: Forward, R: Reverse.

Tabla 3. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccion para la gPCR de deteccion de EBV.

. Concentracion
Reactivo o Volumen (1x)
Inicial
H20 | e 3.125 L
Primer BALF5 F 10 uM 0.5 L
Primer BALF5 R 10 uM 0.5puL
Primer B-ACTINA F 10 uM 0.25 pL
Primer B-ACTINA R 10 uM 0.25 pL
Sonda BALF5 10 uM 0.25 pL
Sonda B-ACTINA 10 uM 0.125 pL
Mezcla de reaccion
. 10 L
Quantitec (Qiagen)
Templado DNA 20 ng/uL 5uL
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Purificacion de RNA

El RNA de las lineas celulares o proveniente de leucocitos totales de donadores
sanos se extrajo a partir de 2x10° células utilizando el estuche comercial AllPrep
DNA/RNA/mMIRNA Universal Kit (Qiagen cat. 80224) y, con columnas QIAshredder
(Qiagen cat. 79654) para la homogenizacién del lisado, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. EI RNA se cuantifico con el equipo Nanodrop 1000

(Thermo Scientific).

RT-gPCR

Se sintetizé cDNA a partir de 1ug de RNA con el reactivo Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific cat. K1642) utilizando el equipo
Mastercycler nexus GSX1 (Eppendorf). El cDNA fue diluido 1.5 veces en agua libre
de nucleasas y tomado como templado en la reaccion de PCR tiempo real. Los
primers utilizados se encuentran en la Tabla 5. Los reactivos utilizados en la mezcla
de reaccion se presentan en la Tabla 6, el volumen final de la reaccién fue de 12.5
pL. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de
desnaturalizacién y activacion de la polimerasa a 95°C durante 10 min, seguido de
45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, un paso de alineamiento
/elongacion a 60°C durante 1 minuto y una melt con rampaje de 55°C a 95°C con un

aumento de 1°C entre cada paso.
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Tabla 5. Secuencias de oligonucleoétidos de la RT-gPCR.

Gen Secuenciab > 3’ Ref.

Primer F
GACCCTTTGGTCCTTCGAC

A3B Primer R

GCACAGCCCCAGGAGAAG
[7]

Primer F
CCCATGACTCCCATGACC

TBP :
Primer R

TTTACAACCAAGATTCACTGTGG

A3B: Enzima de edicién de mRNA Apolipoproteina B subunidad catalitica 3B, TBP: Proteina de unién

a la caja TATA, F: Forward, R: Reverse.

Tabla 6. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccion de la RT-gPCR.

, Concentracién
Reactivo o Volumen (1x)
inicial
Syber Green 2X 6.25 pL
Primer F 50 uM 0.075 uL
Primer R 50 uM 0.075 pL
HO | - 3.6 L
cDNA | - 2.5puL

Preparacién de laminillas para Hibridacion in situ (ISH)

Se partié de cultivos de lineas celulares frescos, en donde se separ6é 3x10* células
en 200 pL de PBS 1x frio. Las células se citocentrifugaron en laminillas a 1300 rpm
por 3 minutos y fijadas inmediatamente después en una gota de Paraformaldehido
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4%, que cubrid el botén formado, durante 15 minutos. Se guardaron en un vaso

coplin a 4°C en PBS 1x, hasta su uso.

Hibridacion in situ de EBERs

Se delimité una circunferencia alrededor del boton de células previamente fijadas en
un portaobjetos, con un Liquid Blocker Super PAP pen (Daido sangyo). Adicionamos
100 pyL de Tritbn 0.01%, y se dejo incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente (TA). A continuacién se realizé una serie de lavados de 3 minutos cada
uno, comenzando con TBS 1x, Agua MQ (Mili Q), etanol 95% y etanol 99%, en ese
orden. Hibridacion. Se afadié 20 uL de sonda NCL-EBV (Novocastra Fluorescein-
Conjugated Epstein-Barr virus Probe, Leica) o NCL-CONTROL, segun fue el caso,
un cubreobjetos fue colocado encima y se incubé un par de veces en el equipo
ThermoBrite (Leica) en condiciones de humedad. La primera incubaciéon, para
desnaturalizar, fue de 15 minutos a 65°C y se continud con la segunda incubacion,
para hibridizar, que fue de 2 horas a 37°C. Se les hizo un lavado a las laminillas con
TBS-T, previamente calentado a 37°C, de 5 minutos o hasta que el cubreobjetos
cay0. Una vez que las laminillas perdieron el cubreobjetos, las lavamos dos veces
mas durante 2 minutos en TBS-T a TA. Deteccidon. Se delimitd nuevamente una
circunferencia alrededor del boton utilizando Liquid Blocker Super PAP pen y fueron
adicionados 100 uL de solucién de bloqueo preparada a base de suero de conejo y
albumina de suero bovino en buffer TBS-T (TBS-T-BSA-SC), se incubd durante 10
minutos a TA dentro de una camara humeda, a partir de aqui, todas las incubaciones
se realizaron dentro de la camara humeda. Se decanto la solucién de bloqueo y se
prosigui6 a afiadir 100uL del anticuerpo conjugado (Vial A del Novocastra
Fluorescein-conjugated probes for in situ hybridization ISH Detection Kit, Leica)
diluido 1:200 en TBS-T-BSA y se dejo incubar 30 minutos a TA. Se siguié con 2
lavados de 3 minutos cada uno en TBS 1x y un ultimo lavado en buffer de sustrato de
fosfatasa alcalina durante 5 minutos a TA. Se delimit6 una dUltima vez una
circunferencia alrededor del botdn con el Liquid Blocker Super PAP pen y se adicioné

100 pL de solucion de revelado preparada al momento, seguido de una incubacion
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de 14 horas en oscuridad a TA. Finalmente se hizo un lavado en agua MQ de 5
minutos a TA y se tomaron fotos al microscopio en aumentos de 10x y 40x. Las

preparaciones de las soluciones utilizadas se encuentran en el Anexo 1.

Purificacidén de proteinas, electroforesis en gel SDS-poliacrilamida y western
blot

Del cultivo de cada linea celular, se separaron 1x10° células en tubos de 1.5 mL y se
lavaron en PBS 1x frio. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C, se
decanté el sobrenadante, y el boton fue resuspendido en 50 yL de la mezcla de del
buffer de lisis RIPA (Merck Millipore cat. 20-188) y del coctel inhibidor de proteasas
(Merck Millipore cat. 20-201) (1:1). Los tubos se incubaron a -80°C durante 3
minutos, inmediatamente después se descongelaron a 37°C por 1 minuto 15
segundos aproximadamente (o hasta que el lisado se decongelé por completo). Este
proceso de congelado y descongelado se repiti6 nuevamente. A continuacién los
tubos se incubaron 10 minutos en hielo y después se centrifugaron a 4°C a
13,000rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se pasé a un tubo de 0.6mL, con

cuidado de no tocar el botén formado, y se guardé a -20 °C.

La proteina se cuantificé utilizando el estuche comercial Micro BCA™ Protein Assay

Kit (Thermo Scientific cat. 23235) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Se prepararon geles de poliacrilamida:bisacrilamida (29:1) de 0.75 mm al 12%. Los
geles estuvieron formados por una fase separadora (Tabla 7, volumen final: 5.935

mL.) y una fase concentradora (Tabla 8, volumen final: 2.485 mL.).

Corrida. En cada pozo se cargaron 200 ug de proteina en Laemmli buffer 1x y 3.5%
B-mercaptoethanol, esta mezcla fue previamente desnaturalizada 10 minutos a 95°C
en Thermomixer confort (Eppendorf). El gel se corrié a 100v durante 1 hora y media
dentro de una camara de corrida (Mini-PROTEAN Tetra system, Bio-Rad) en buffer
de corrida 1x (Anexo 2). El gel posteriormente se lavd 2 veces, 15 minutos cada

lavado, en buffer de transferencia (Anexo 2).
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Transferencia. Se activd una membrana de PVDF (Immobilon-P transfer
membranes, cat. IPVHO0010 Merck Millipore) con metanol durante 30 segundos, se
descartd el metanol y se inactivé con agua MQ. La transferencia se llevé a cabo en
una camara de transferencia semiseca (BioRad) durante 15 minutos a 15v. La
membrana se dejé secar completamente y después se remojé de nuevo durante 30
segundos en metanol y posteriormente en agua MQ. Se bloque6 con TBS-T-BSA 3%

durante 1 hora, en agitacion constante.

Deteccion La membrana se incubd 16 horas a 4°C con anticuerpo primario anti-
GAPDH (Abcam cat. Ab9485) 1:5000 o con anti-A3B (Abcam cat. ab184990) 1:100,
cada uno diluido en solucién de blogueo. Después de la incubacién, se lavo la
membrana durante 1 hora con TBS-T, con cambios de TBS-T cada 10 minutos. La
membrana se incubd 1 hora en oscuridad con el anticuerpo secundario IRDye 680RD
Donkey anti-Rabbit IgG (Li-cor cat. 926-68073) diluido 1:10,000 en solucién de
bloqueo para anti-GAPDH, o diluido 1:1,000 en solucion de bloqueo para anti-A3B.
La membrana finalmente se lavd 4 veces en TBS 1x, 30 minutos cada lavado. Se
revelé la membrana en el equipo Li-cor Odyssey CLx. Ver Anexo 2 para revisar la

preparacion de soluciones.

Tabla 7. Reactivos utilizados en el gel SDS-PAGE (fase separadora).

Reactivos Volumen
Lower buffer 1.25 mL
Agua MilliQ 1.65mL
30% Acrylamida/Bisacrylamida 2 mL
10% SDS 50 pL
10 % APS 50 pL
TEMED 3.5puL
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Tabla 8. Reactivos utilizados en el gel SDS-PAGE (fase concentradora).

Reactivos Volumen

Upper buffer 0.25 mL

Agua MilliQ 1.35mL

30% Acrilamida/Bisacrilamida 0.35 mL
10% SDS 25 L
10 % APS 25 pL
TEMED 3.5puL

Induccion de ciclo litico

Se parti6 de los cultivos celulares creciendo a una densidad de 5x10° cél/mL. Se
adicion6 PMA a 120 ng/mL y NaB a 3mM para inducir el ciclo litico. Se dej6 en
incubacion a 37°C. Los cultivos se cosecharon en 24 horas, centrifugando a 1500
rpm durante 10 min. A temperatura ambiente. Se decanto el SN en un tubo de 50 mL
y se filtr6 usando con un filtro de 0.45 um. Se apart6 120 pyL del SN decantado y
filtrado para extraccion de DNA. El SN restante se congeld a -80°C. Al botén celular
se le hizo un lavado con PBS 1x y posteriormente se separaron 2x10° para
extraccion de RNA, 1x10° para extraccién de DNA, 1x10° para generacion de lisado

celular y 3x10” por laminilla para IF.

3D-PCR

Se partié del DNA de las lineas celulares y se diluyeron en una mezcla de agua/AE
3:1. Se realiz6 una PCR punto final en un Mastercycler nexus GSX1 (Eppendorf)
para amplificar CMYC. Los productos se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 95v
durante 1 hora y media. Se cort6 la banda del fragmento de CMYC, se extrajo y se
purific6 el DNA utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen cat. 28704) de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El producto extraido se diluyo
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nuevamente en agua/AE 3:1 y se corrié en una PCR anhidada con un gradiente de
temperaturas de desnaturalizacion. Los productos finales se corrieron en un gel de
agarosa al 1.5%. Las condiciones de la PCR fueron: 1" 94° (1x), 30" 94°; 2’ 68°
(x30), 3’ 68° (1x). Mientras que las condiciones de la PCR anhidada fueron: 5 95°C
(1x), 15” 89-90.5°C, 1’ 62°C, 80” 72 °C (x35), 10’ 72°C (1x). Los volumenes y las
concentraciones de cada reactivo utilizado en la mezcla de reaccion de la primera
ronda de PCR se muestran en la Tabla 9, con un volumen final de reaccion de 50
ML., mientras que para los reactivos utilizados en la segunda ronda de PCR se
encuentran en la Tabla 10, teniendo un volumen final de reaccién de 50 pL. Los

primers utilizados se encuentran en la Tabla 11.

Tabla 9. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccién para la primera ronda de PCR punto
final de deteccién de CMYC.

Reactivo Concentracion Volumen (1x)
Inicial

HO | e 29.5 uL
Buffer (NH4),SO,4 10x S5uL
MgCl, 25 nM 3 uL

Primer CMYC F 10 uM 0.25 pL

Primer CMYC R 10 uM 0.25 L
dNTPs 50 uM 1puL
Tag polimerasa 5 u/pL 1puL
Templado DNA 10 ng/pL 10 pL
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Tabla 10. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccion de la PCR anidada, para la
deteccion de CMYC.

Reactivo Concentracion Volumen (1x)
Inicial

H,O | 29.5 uL
Buffer (NH,4)2.SO4 10x 5uL
MgCl, 25 nM 3 uL

Primer cMYC F anhidada 10 pM 0.25 pL

Primer cMYC R anhidada 10 uM 0.25 uL
dNTPs 50 UM 1 L
Taq polimerasa 5 u/pL 1puL
Templado DNA 0.5 ng/uL 10 pL

Tabla 11. Secuencias de oligonucleétidos de las PCR

Gen Secuencia5 >3’

Primer

FTCGAGAAGGGCAGGGCTTCTCAGAGGCTTG

cMYC :
Primer

RGGCGATATGCGGTCCCTACTCCAAGGAGCT

Primer F
cMYC AGGGAGATCCGGAGCGAATAGGGGGCTTC

anhidada | Primer R
AACCATTCCCGTTTTCCCTCTGCCTTCTCCI
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Resultados

Deteccién de EBERS en lineas celulares comerciales mediante ISH

Los ensayos de ISH se utilizan para detectar secuencias especificas de DNA o RNA
en tejidos o células, mediante el principio de homologia entre &acidos nucleicos. En
este caso, nuestra secuencia de interés fueron RNA pequefios no codificantes de
EBV (EBERS), que nos indican la presencia del virus en la célula. Esto se realizdé con
las 6 lineas celulares de linfoma reportadas como positivas a el EBV (Fig. 4). Todas
las lineas previamente reportadas como positivas al EBV emitieron sefial, lo cual nos

confirmo la presencia del virus.
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Figura 4. Presencia del virus de Epstein-Barr (EBV) en lineas celulares de linfoma. Hibridacion in
situ (ISH) de 6 lineas celulares de linfoma. La linea Ramos representa un control negativo. Una sefial

positiva se muestra en tonos cafés y morados.
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Cuantificacion de carga viral del EBV

Se midié la carga viral en estas mismas lineas celulares mediante gPCR. Raji resultd
ser la linea celular con mayor cantidad de episomas virales, mientras que Namalwa
fue la linea EBV positiva con menor cantidad de estas (Fig. 5). Estos resultados

concordaron con la literatura [29].
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Figura 5. Carga viral en lineas celulares de linfoma. El resultado expresa el promedio del nimero

de copias virales por célula de 3 experimentos independientes.

Expresion de A3B en lineas celulares de linfoma

Mediante RT-gPCR medimos la expresion de A3B a nivel de mRNA en las lineas
celulares antes mencionadas, asi como en las muestras de donadores sanos (D1-6).
Estas Ultimas fueron incluidas como control de expresion de A3B en linfocitos
normales (ver materiales y métodos). En dichas muestras encontramos una
expresion de A3B cercana a cero. Ramos, la Unica linea de linfoma evaluada

negativa a el EBV, fue la linea con la mayor expresion de A3B. A su vez, Raji fue la
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linea positiva al virus con mayor expresion de nuestro gen de interés. Mientras que
las lineas celulares de cancer de mama las utilizamos como un control positivo, ya

que habian sido previamente reportadas con expresion de A3B. (Fig. 6).

Expresion relativa de A3B en lineas celulares de
linfoma y cancer de mama
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Figura 6. Expresion de mRNA de APOBEC3B (A3B) relativa a TBP. De izquierda a derecha se
muestra en la grafica la expresién de A3B en seis donadores (D1-6), las seis lineas celulares de
linfoma y dos lineas celulares de cancer de mama. Los resultados graficados son el promedio de 3

experimentos independientes. SD=0.68.

Evaluacidn de nivel proteico de A3B mediante western blot

Realizamos western blot para detectar A3B en las lineas celulares de linfoma (Fig.
7). Ramos, a pesar de expresar mayor cantidad de mensajero de A3B, expreso
menor nivel de proteina que Raji y Daudi, ambas con menor expresion a nivel de

mensajero.
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Figura 7. Niveles de proteina de APOBEC3B (A3B) en las lineas celulares de linfoma. Expresién

proteica de todas las lineas de linfoma y su densitometria.

Expresion de A3B post-induccién de ciclo litico de EBV

Posteriormente sometimos a las lineas celulares positivas al EBV a una induccién
quimica del ciclo litico y medimos nuevamente la expresion de A3B a nivel de
mensajero. Comparamos estos resultados con la expresion a nivel basal y

observamos un incremento de A3B en todas las lineas celulares (Fig. 8).

Expresion relativa de A3B en lineas celulares de
linfoma post induccion

S
1

M Basal

% Post-induccion

\S]

mRNA ;SB /TBP
MAA..
AN

Namalwa P3HR1 Hs 445 Daudi Raji

Figura 8. Expresién de A3B post-induccion del ciclo litico del EBV. Comparamos la expresion de

mRNA de A3B en un contexto basal y en un contexto post-induccion de ciclo litico del EBV.
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Posteriormente comparamos los niveles de A3B en la linea celular Raji, la linea con
mayor nivel de A3B, en su contexto basal y en un contexto de induccion del ciclo
litico del EBV. No observamos diferencias en los niveles de A3B bajo estas dos
condiciones (Fig. 9).
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Figura 9. Niveles de proteina de APOBEC3B (A3B) en la linea celular Raji post-induccién del
ciclo litico. Western blot de A3B de la linea celular Raji en un contexto basal y post-induccién del

ciclo litico junto con su densitometria. GAPDH funge como control de carga.

Analisis de mutaciones C/G a T/A mediante 3D-PCR

La desnaturalizacion diferencial de DNA PCR (3D-PCR) nos permite estimar la
temperatura mas baja de desnaturalizacién requerida para la amplificacion de
cualquier fragmento de DNA. Usamos esta técnica para analizar posibles mutaciones
de C/G a T/A, ya que una timina se une a una adenina mediante dos puentes de
hidrégeno, a diferencia de los tres puentes que enlazan a una citosina y una guanina,
por lo que un fragmento de DNA con menos puentes de hidrégeno necesitard una
menor temperatura para su desnaturalizacion. Por lo cual una menor temperatura de
desnaturalizacién funge como un indicador indirecto de una mutacion en ese gen por
parte de A3B. En este caso nuestro gen evaluado fue cMYC, debido a que es un bien
conocido oncogén y es muy importante en linfomagénesis [6]. cMYC se amplificd a
una temperatura de 90.5°C en la muestra de donador sano (ver materiales y
métodos). En el resto de las muestras, hubo amplificaciéon de cMYC a los 90.3°C,

mientras que en la linea Raji, la linea celular con mayor expresion de APOBECS3B lo
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encontramos expresado desde los 89.9°C. (Fig. 10). Esto indica que cMYC

posiblemente sufrio mutaciones C/G a T/A en las lineas celulares evaluadas.

Temperatura de desnaturalizacion
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Figura 10. Deteccién indirecta de mutaciones en cMYC mediante 3D-PCR de lineas celulares de
linfoma. 3D-PCR usando un gradiente de temperaturas de desnaturalizacién, comenzando por 89°C y

culminando en 90.5°C.

Discusion

En este trabajo, exploramos la probable asociacion de EBV con la induccién de
mutaciones mediadas por A3B en lineas celulares de linfoma. La carga viral de las
lineas Namalwa, P3HR1 y Raji fue similar a lo previamente reportada por Tang W et
al [30]. Para nuestro conocimiento, la carga viral de las lineas Hs445 y Daudi no se

ha reportado previamente.

Posteriormente evaluamos el nivel de expresién de A3B en estas lineas celulares, en
lineas celulares de cancer de mama (controles positivos) y en muestras de células
mononucleares de sangre periférica de donadores del banco de sangre (controles

sanos).

29



Como esperdbamos, la expresion de mRNA de A3B en las seis muestras de
donadores fue cercana a cero. Sorprendentemente, Ramos mostro la mayor
expresion en comparacion con las otras lineas de linfoma. Sin embargo, al analizar
los niveles de A3B mediante Western Blot, observamos que los niveles de proteina
de A3B en cada linea celular se mantuvieron proporcionales a su expresion a nivel
de mRNA, con excepcion de Ramos, para la cual observamos un nivel muy bajo de

proteina (Fig. 7).

Posteriormente, evaluamos la expresion del mensajero de A3B post induccion del
ciclo litico de EBV en las lineas celulares de linfoma EBV positivas. Observamos que
en todas hubo un aumento de expresion de A3B a comparacion con su expresion
basal. Estos resultados sugieren que en las lineas celulares usadas, A3B es un
factor importante de la respuesta inmune antiviral. Trabajos previos han reportado
que la infecciébn por herpesvirus induce la expresién de proteinas de la familia
APOBEC [31]. Suspene et al. [32] observaron que la sobreexpresidon ectopica de
A3C en células HelLa reduce la cantidad de titulos virales y la relacion
particula/unidad formadora de placas (PFU) hasta 10 veces de virus de herpes
simplex 1 (HSV-1). Ensayos de 3D-PCR sugirieron probables eventos de
deaminacién en genes de HSV-1, mismos que se encontraron en genes de EBV,
determinando que probablemente todo el genoma de EBV es susceptible a estas

mutaciones.

En nuestro trabajo, comparamos los niveles de proteina de A3B basales y post-
induccién de ciclo litico del EBV en la linea Raji, ya que fue la linea con mayor carga
viral, con mayor expresion de mRNA y proteina de A3B dentro de las lineas EBV
positivas. No observamos diferencias entre los niveles de A3B basales y post-
induccién. Ya que previamente observamos un aumento en el mensajero de A3B
post-induccion del cilco litico y una buena correlacidon entre los niveles de mensajero
y proteina de A3B, estos resultados sugieren que la cantidad o estabilidad de la
proteina A3B podria estar siendo regulada por algin mecanismo del virus. En este
sentido, durante el curso de nuestro trabajo, Cheng et al. [33] reportaron que la

subunidad grande de la ribonucleétido reductasa de EBV (BORF2) se acopla a
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APOBEC3B e inhibe su actividad enzimatica. Mediante ensayos de pérdida y
ganancia de funcion tanto de BORF2 como de APOBEC3B, demostraron que BORF2
inhibe directamente la edicion genomica mediada por APOBEC3B sobre ssDNA
durante la replicacion litica de EBV. Los autores propusieron un mecanismo en el
gue BORF2 se une a APOBEC3B vy la recluta lejos de los sitios nucleares de
replicacion del DNA viral hacia cuerpos nucleares, perinucleares y citoplasmaticos
reduciendo significativamente los niveles de proteina de APOBECS3B. Por lo tanto,
nuestros resultados coinciden con este trabajo y es probable que la falta de induccion
de APOBECS3B a nivel de proteina que observamos post-induccion del ciclo litico sea
consecuencia del reclutamiento de APOBEC3B inducido por el ciclo litico y mediado

por la proteina viral BORF2.

Por ultimo, evaluamos indirectamente la posible presencia de mutaciones en el gen
cMYC en las lineas celulares de linfoma. Utllizamos la técnica de 3D-PCR
(desnaturalizacion diferencial de DNA, la cual es una modificacion de la PCR
convencional, en la que se amplifica el DNA templado usando un gradiente en la
temperatura de desnaturalizacion y por lo tanto permite detectar indirectamente
cambios en la secuencia templado entre diferentes muestras problema. En nuestro
caso fue util para interrogar posibles cambios en la secuencia de cMYC entre lineas
celulares con diferentes niveles de expresion de APOBEC3B y con referencia a un
DNA control [34].

En este sentido, si en la temperatura de desnaturalizacion mas baja a la que se
amplifica el DNA es inferior a la del control, esto puede considerarse una evidencia

indirecta de mutaciones en uniones CG que dieron lugar a uniones TA [32].

cMYC se amplifico en la muestra de donador Unicamente en la mayor temperatura de
desnaturalizacion evaluada. En todas las lineas celulares hubo amplificacion de
cMYC a temperaturas mas bajas. El DNA de la linea celular Raji mostré6 amplificacion
desde los 89.9°C, sugiriendo que el gen cMYC posiblemente ha sufrido mutaciones
en estas lineas, y en una mayor proporcion en la linea Raji, la cual mostré la mayor

expresion de APOBECS3B entre las lineas celulares de linfoma (Fig. 10).
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Nuestro trabajo coincide con lo previamente reportado por Shinohara et al. [6]
quienes realizaron secuenciacion de Sanger de cMYC y otros genes en lineas
celulares de linfoma con alta expresion de A3B. Encontraron varias mutaciones de C
a T en regiones en donde se ha informado que se concentran las mutaciones
somaéticas inducidas por las citidina deaminasas. Adicionalmente, mostraron que la
sobreexpresion de A3B induce mutaciones que en mas del 80% fueron transiciones
C/ G a T/A. determinando que la expresion de A3B puede inducir mutaciones
somaticas en genes activamente transcritos relacionados con el tumor en células de

linfoma.

En conclusién, de acuerdo a nuestros resultados el ciclo litico de EBV induce la
expresion de A3B, pero que hay una expresion basal de A3B aun en ausencia de la
reactivacion viral. Consideramos que la expresion ocurre tanto a nivel de mensajero
como de proteina. Sin embargo, la cascada litica de EBV conlleva la expresiéon de
una plétora de genes entre los cuales se encuentran genes que contrarrestan la
respuesta innata antiviral como BORF2 que conducen al decaimiento en los niveles
de proteina de A3B. No obstante, mediante repetidos ciclos de reactivacion durante
la vida de la célula infectada, la activacion de A3B puede eventualmente, inducir
mutaciones como lo sugirié nuestro ensayo de 3D-PCR cuando comparamos lineas
infectadas con el control sano. Para nuestro conocimiento, este es el primer trabajo
en el que sugiere que la infeccibn por EBV puede inducir mutaciones fuera de
blanco, es decir fuera del genoma de EBV y por lo tanto en el genoma de la célula
hospedero. Dichas mutaciones son generadas “accidentalmente” por la respuesta

inmune antiviral desplegada por A3B.
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Anexos

Anexo 1. Reactivos para Hibridacion in situ
Buffer Salino de TRIS (TBS)

TRIS/HCI 50mM o 7.88g/L
NaCl 150 mM o 8.76g/LAjustar pHa 7.6 y

esterilizaren autoclave

Buffer Salino de TRIS -Tritén 100x (TBS-T)

TRIS/HCI 50 mM o 7.88 g/L
NaCl 150 mM 0 8.76 g/L
Tritdbn 100x 0.1% o 1 mL/L

Esterilizar por filtracidon. Ajustar a pH 7.6 o usar TBS ajustado

Buffer Salino de TRIS -Tritén 100x -Albumina de Suero Bovino (TBS-T-BSA)

TRIS/HCI 50 mM o 7.88 g/L
NaCl 150 mM 0 8.76 g/L
Tritobn 100x 0.1% o 1 mL/L
Albumina de Suero Bovino 3% o 30g/L

Esterilizar por filtracidon. Ajustar a pH 7.6 o usar TBS ajustado

Buffer Salino de TRIS -Tritén 100x -Albumina de Suero Bovino-Suero de Conejo

(Solucion de Bloqueo)

TRIS/HCI 50 mM 0 7.88 g/L
NaCl 150 mM 0 8.76 g/L
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Tritdbn 100x 0.1% o 1 mL/L

Albumina de Suero Bovino 3% o0 30 g/LSuero de Conejo

20% o0 200 mL/L

Esterilizar por filtracién. Ajustar a pH 7.6 o usar TBS ajustado

Buffer del sustrato de fosfatasa alcalina (Buffer del sustrato de FA)

TRIS/HCI 50 mM o 15.76 g/L
NaCl 150 mM 0 8.76 g/L
MgCl, 50 mM 0 4.76 g/L

Ajustar pH a 9.0 y esterilizar en autoclave

Sustrato de la enzima (Solucién de revelado)

Buffer del sustrato de FA 980 uL/mL
Sustrato de la enzima (Vial B) 20 uL/mL
Levamisol (Vial C) 1 ulL/mL

Anexo 2. Reactivos para Western blot

Lower PAGE buffer, pH 8.8 (1L):

TRIS base 181.7 g (1.5 M)
HCL titration solution ajustar pH a 8.8
H,O llevar a 1L

Upper PAGE buffer, pH 6.8 (1L):

TRIS base 60.6 g (0.5 M)
HCL titration solution ajustar pH a 6.8
dd H,O llevar a 1L

Laemmli sample buffer 5x (15ml):

dd
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Tris base 454 mg (1x: 50 mM)

SDS 1.5g (Ix: 2 w/V)
Bromphenol blue 15 mg (1x: 0.2 %)
Dithiothreitole (DTT) 1.16 g (1x: 100 mM)
Glycerol 7.5 mL (1x: 10% V/IV)
dd H,O llevar a 15 mL

SDS-PAGE running buffer 10x, pH8.3 (1L):

TRIS base 30.0 g (1x: 25 mM)
Glycine 144 g (1x: 0.2 M)
SDS 10.0 g (1x: 1% w/V)
HCI titration solution ajustar pH a 8.3

dd H,O llevara 1 L

Ammoniumperoxodisulfate (APS) 10 % (w/V)
APS (Ammoniumperoxodisulfate) 1g
dd Hzo 10 mL

Laemmli sample buffer 2x B-mercpatoethanol 7% (1mL)

Laemmli sample buffer 5x 400 pL
B -mercpatoethanol 70 pL
dd H,O 530 pL
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