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RESUMEN

La respuesta inmune adaptativa proporciona la capacidad de reconocer y recordar
patdgenos especificos, generando respuestas mas potentes ante subsecuentes
enfrentamientos. Las células B son parte integral de esta respuesta, ya que al estar
expuestas a un antigeno especifico que pueden identificar mediante su receptor de
células B (BCR), éstos proliferan y se diferencian hacia células B plasmaticas
productoras de anticuerpos o células B de memoria que son de larga vida y pueden
protegernos por periodos de tiempo prolongados. Estos procesos ocurren dentro
de regiones sub-anatémicas conocidas como centros germinales (CG), en los que
las clonas de células B recombinan sus genes de inmunoglobulina y tras repetidas
rondas de diversificacion y seleccion clonal, evolucionan para generar anticuerpos
de mayor afinidad, lo cual es indispensable para una respuesta inmune efectiva.
Uno de los eventos iniciales que conducen a la diferenciacion de las células B es el
incremento en la expresion del represor transcripcional Bcl-6, que promueve su
rapida proliferacion y la formacion de agregados que maduran hacia la generacion
de CG. Asimismo Bcl-6 provee un ambiente tolerante para la hipermutacion de los
genes de inmunoglobulina. Por ello, la expresion de Bcl-6 en las células B es critica
para la formacion in vitro de CG, que pueden servir de modelos para el estudio de
la memoria inmunoldgica. El objetivo de este trabajo es generar un método de
encapsulacion y liberacion de DNA exdgeno codificante para la proteina Bcl-6 para
ser utilizado como una forma de transfeccion y marcaje para células B con un BCR
especifico. La hipotesis planteada supone que al incorporar un vector codificante
para Bcl-6 en nanoparticulas de quitosan conjugadas con antigeno, éstas
funcionardn como nanoacarreadores que transferirAn el vector a las células
antigeno-especificas por endocitosis mediada por el BCR. Para ello, se realiz6 el
disefio del vector codificante para Bcl-6, empleando como vector de clonacién
pIRES2-EGFP, el cual se encuentra bajo el control del promotor de citomegalovirus
(CMV), contiene una secuencia IRES (sitio interno de entrada al ribosoma) que
permite la sintesis de varias proteinas de interés a partir de un Unico mRNA
multicistronico y contiene la secuencia que codifica para la proteina EGFP, lo que
permite corroborar de manera indirecta la expresion del gen de interés. La
amplificacion de Bcl-6 se realizd a partir de una muestra de amigdala humana
mediante la purificacion del mensajero y realizando sintesis de cDNA y PCR en un
solo paso. Se realizaron cortes con las enzimas de restriccion BAMH1 y SAL1 tanto
en el producto de PCR como en el vector, y se ligaron. El constructo fue incorporado
en bacterias electrocompetentes E. coli DH5a por electroporacion. Se realiz6
secuenciacion para verificar la orientacion correcta del gen Bcl-6 y se transfectd en
células HEK para corroborar de forma indirecta la expresion de Bcl-6. Por otro lado,
se prepararon nanoparticulas de quitosan mediante el método de coacervacion y se



incorpord en ellas el constructo utilizando el método de adsorcién. Se generaron
nanoparticulas con vector vacio y con el vector codificante para Bcl-6. La
incorporacion del DNA se evalud por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
Posteriormente se procedi6 a recubrir las nanoparticulas con antigeno. Para ello,
se estandarizo el protocolo para la union de proteinas al quitosan empleando
albumina de suero bovino (BSA). Se probaron dos métodos, el método de adsorcion
y el método de unién covalente. Se evalud la eficiencia de la unidbn mediante
electroforesis de proteinas en geles de acrilamida y realizando ensayos de acido
bicinconinico (BCA) en los lavados realizados durante la ejecucion del protocolo.
Finalmente, se analizé la eficiencia de la union de la proteina en las nanoparticulas
que encapsularon el DNA. Concluimos que el método de unidén covalente es mas
eficiente que el de adsorcion, al permitir el pegado de una mayor concentracion de
proteina, ademas de que este método nos asegura una mayor estabilidad de la
unién con el antigeno. Estas nanoparticulas recubiertas de antigeno y que contienen
el vector codificante de Bcl-6 podran ser evaluadas posteriormente para verificar su
aplicaciéon como un método de seleccion y marcaje de células B especificas.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas, endocitosis mediada por BCR, linfocitos B,
centros germinales.



INTRODUCCION

Componentes del Sistema Inmune

La defensa contra los patdgenos es mediada por reacciones tempranas de la
respuesta inmune innata y las respuestas tardias de la inmunidad adaptativa [1].
Los mecanismos de la inmunidad innata constituyen la primer linea de defensa del
organismo y son especificos de las estructuras que son comunes a grupos de
microorganismos relacionados y no pueden distinguir diferencias finas entre ellos.
Sus principales componentes son: 1) barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y
las sustancias quimicas antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales; 2)
células fagociticas, células dendriticas y linfocitos citélicos naturales NK , etc. y 3)
proteinas sanguineas, incluidos miembros del sistema del complemento y otros
mediadores de la inflamacién [2]. Por otro lado, la respuesta inmune adaptativa
reconoce a un gran niumero de sustancias microbianas y no microbianas y reacciona
frente a ellas. Una caracteristica importante de la inmunidad adaptativa es la
capacidad de distinguir diferentes sustancias (especificidad), asi como de responder
de forma vigorosa a exposiciones repetidas al mismo microbio (memoria).

Las principales células del sistema inmune adaptativo son los linfocitos T y los
linfocitos B, éstos reconocen antigenos extrafios de manera especifica y responden
contra ellos. Los linfocitos T son las células de la inmunidad celular, reconocen
antigenos de los microorganismos intracelulares y sirven para destruir estos
microbios o las células infectadas. Los linfocitos T reconocen péptidos derivados de
proteinas extrafias que estan unidas a proteinas propias llamadas moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC), que se expresa en las superficies
de otras células. Los linfocitos T constan de poblaciones con funciones diferentes,
entre las cuales encontramos a los linfocitos T cooperadores los cuales secretan
citocinas responsables de muchas respuestas celulares, estimulan la proliferacion
y diferenciacion de los propios linfocitos T y activan otras células incluyendo
linfocitos B, macrofagos, etc. , Mientras que los linfocitos T citotéxicos (CTL) matan
a las células que expresan antigenos extrafios, como las células infectadas por virus
y otros microbios intracelulares. Algunos linfocitos T se denominan linfocitos T
reguladores, los cuales actuan sobre todo inhibiendo respuestas inmunitarias [2].

Por otro lado, los linfocitos B reconocen antigenos solubles extracelulares y de la
superficie celular y se diferencian en células plasmaticas secretoras de anticuerpos
y células B de memoria [3]. En el caso de las enfermedades infecciosas, la unién de
los anticuerpos contra sus moléculas diana pueden desencadenar distintos



procesos que lleven a la eliminacién del patégeno tales como opsonizacion,
neutralizacion de toxinas, activacion del sistema complemento y la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos. Por estas funciones, los anticuerpos
monoclonales (mAbs) se utilizan en el diagndstico y tratamiento de enfermedades
infecciosas, autoinmunes y neoplédsicas, ademas de que sus aplicaciones se
extienden a la deteccidon y cuantificacion de diversas moléculas, por lo que son
ampliamente utilizados en el trabajo cientifico.

El ambiente necesario para la generacion de mAbs de alta afinidad requiere la
formacién de centros germinales (CG), los cuales son estructuras sub-anatomicas
que se forman en los oOrganos linfoides secundarios durante las respuestas
inmunitarias dependientes de células T. En los CG ocurren los acontecimientos
caracteristicos de las respuestas dependientes del linfocito T cooperador, como:
maduracién de la afinidad, cambio de clase, y la generacién de células plasméaticas
de vida larga y linfocitos B de memoria [4].

Microorganismo
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Esquema 1. Componentes del Sistema Inmune.

Formacién de Centros Germinales

Los CG se producen entre 4y 7 dias después del inicio de una respuesta del linfocito
B dependiente de T. Dentro de cada CG se distinguen dos regiones, una zona
oscura llena de un camulo denso de linfocitos B que proliferan y se les conoce como
centroblastos; y una zona clara donde los linfocitos B (aqui llamados centrocitos)
interactdan con el antigeno presentado por las células dendriticas foliculares (FDC)
[2]. Tras su interaccion con las células B, las FDC liberan citocinas como IL-6 y



BAFF, mientras que el antigeno es reconocido por el receptor especifico de células
B (BCR). La célula B también interactta con el linfocito T cooperador folicular (THF),
el cual libera citocinas como IL-21 e IL-4, y reconoce al antigeno por medio de su
receptor especifico de células T (TCR) [1].

El microambiente del CG estd compuesto por una variedad de células y matriz
extracelular que proporcionan sefiales para la proliferacion, diferenciacion y
migracion de las células B. La presentacion de antigenos a las células B es un factor
determinante en la eficiencia de la reaccion de CG, ya que los antigenos
polivalentes inducen una respuesta mas potente que los antigenos monovalentes,
asimismo antigenos unidos a membrana son mas eficientes para inducir la
activacion de células B que los antigenos solubles [5]. La interaccion con el antigeno
permite la sefalizacién a través del BCR y su captacion en un proceso llamado
endocitosis mediada por BCR, en el cual el antigeno es endocitado, llevado a
lisosoma para su degradacién a péptidos, y después presentado por medio del
complejo principal de histocompatibilidad Il (MHC Il), para su reconocimiento por las
células THF por medio del TCR.
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Esquema 2. Estructura de un centro germinal.
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Bcl-6, regulador maestro de los CG

Un fundamental importante para que se lleve a cabo la reaccion del CG es la
expresion de un represor transcripcional denominado proteina 6 del linfoma de
células B (Bcl-6). El gen bcl-6 tiene un tamafio de 24 Kb y codifica para la
fosfoproteina Bcl-6 de 95 KDa. La proteina Bcl-6 se caracteriza por un dominio BTB
| POZ N-terminal y seis motivos de union al DNA del dedo de zinc terminal [6]. La
porcion media de la proteina Bcl-6 incluye tres dominios PEST que estan
involucrados en la modulacion de la estabilidad y actividad proteica [7]. EI dominio
BTB es esencial para su dimerizacion y para la represion de la transcripcion. Bcl-6
actla como represor transcripcional mediante el reclutamiento de complejos de
histonas desacetilasas de clase | y Il (HDAC) directamente o a través de co-
represores a través del dominio BTB [4]. Bcl-6 se expresa en diversos érganos y
tejidos, mayormente se ha encontrado en grasa, médula 6sea, piel, apéndice y bazo
[8]. Ademas se ha reportado su expresion en algunas poblaciones de linfocitos y
monocitos en sangre periférica [4]. En particular, Bcl-6 se expresa en células B de
CG pero no en otro tipo de células B [9]. Se considera un regulador maestro de la
reaccion del CG, ya que es esencial para el desarrollo y funcion de las células B del
CG y células THF.
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Esquema 3: Expresion en diferentes 6rganos y tejidos de la proteina Bcl-6.



El primer paso hacia la formacion del CG es la activacion de células B naive por el
antigeno dependiente de células T en los foliculos de los tejidos linfoides periféricos
[7]. Posteriormente, las células B con el antigeno migran hacia el borde entre los
foliculos donde experimentan proliferacién e interactian con células TFH afines.
Esto ocurre de 1-3 dias después de la inmunizacion [8]. Las células B pueden luego
diferenciarse en células plasmaticas extrafoliculares y dejar que el foliculo genere
anticuerpos de baja afinidad o alternativamente pueden ingresar a la via del CG.
Estas células B precursoras tempranas (células B pre-CG) comienzan a regular la
expresion de la proteina Bcl-6 y se mueven hacia el centro de los foliculos linfoides
[10]. Las células B pre-CG finalmente se agregan en grupos tempranos de CG en
el dia 4 posterior a la inmunizacion. Una vez que se establecen los CG tempranos,
las células B experimentan una rapida proliferacion, lo que resulta en la expansion
masiva del CG. Alrededor del dia 7 el CG se forma completamente y se polariza
[10].

Unas de las funciones biolégicas mejor caracterizadas de Bcl-6 en centroblastos es
facilitar la rapida proliferacion y tolerancia del dafio gendmico que se produce
durante la expansion clonal y la hipermutacion somética. Bcl-6 reprime directamente
sensores de dafio en el DNA e inhibe la expresién del gen supresor de tumores p53.
Bcl-6 ademas regula la expresion de la enzima desaminasa inducida por la
activacion (AID) [6], la cual media dos procesos importantes en las células B del
CG: cambio de clase de inmunoglobulina y la hipermutacion somatica. De esta
forma, Bcl-6 permite que las células B del CG toleren las roturas fisiolégicas del
DNA requeridas para la recombinacion por cambio de clase de inmunoglobulina y
la hipermutacién somatica sin inducir una respuesta apoptética dependiente de p53
[12]. Bcl-6 también media la progresion del ciclo celular en las células B de CG al
regular la expresion del gen de detencién del ciclo celular CDKN1A (inhibidor de
quinasa dependiente de ciclina 1A). Ademas Bcl-6 bloquea la activacion prematura,
que puede ser inducida por las células T u otras sefales solubles, al inhibir la
expresion del gen PR /SET dominio 1 (PRDM1), que es crucial para el desarrollo de
células plasmaticas. PRDM1 codifica para el factor de transcripcion la proteina 1 de
maduracién inducida por linfocitos B (BLIMP1) que es esencial para la diferenciaciéon
hacia células plasmaticas. Interesantemente, Bcl-6 y BLIMP1 se regulan entre si, ya
qgue la proteina Bcl-6 puede unirse al locus PDRM1 y reprimir la expresion de
BLIMP1, y viceversa. Por lo tanto, la proporcion de Bcl-6 y BLIMP1 es uno de los



factores determinantes para que una célula B activada se convierta en una célula
plasmética o una célula de memoria [6].
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Esquema 3. Regulacion de los CG por Bcl-6.

Nanoparticulas de quitosan y su empleo como nanotransportadores

Las nanoparticulas poliméricas sintéticas son tipicamente sdlidas entre 10 nmy 200
nm. Han sido una plataforma atractiva para la administraciéon de vacunas, células,
pDNA e hibridomas, ya que los antigenos y adyuvantes se pueden unir a la
superficie o cargar en el interior de estas nanoparticulas [14]. Las nanoparticulas
poliméricas se forman mediante autoensamblaje de copolimeros anfifilicos bajo un
proceso de emulsidon o nanoprecipitacion.

El quitosano es un aminopolisacarido obtenido a escala industrial por N-
desadetilacién termoalcalina de la quitina aislada de los desechos de crustaceos. El
quitosano es conocido como un polimero biocompatible, biodegradable y de baja
toxicidad, y por lo tanto potencialmente aplicable en medicina [15]. El quitosano es
degradado por enzimas, como la quitosanasa, la lisozima presente en superficies
mucosas y en suero humano, enzimas gastricas como la papaina, pepsina y lipasa
A [15]. El quitosano ha sido utilizado para la liberacion de farmacos e ingenieria de
tejidos y comercialmente en parches cicatrizantes.
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Esquema 4. Estructura quimica del quitosano y la quitina.

Las microesferas son aquellas particulas compuestas por una matriz de quitosano,
gue a diferencia de las microcapsulas estan cubiertas por una membrana
polimérica; mientras que las nanoparticulas poliméricas son sistemas de entrega
con capacidad para superar las barreras fisiologicas, proteger y dirigir las sustancias
cargadas a células especificas. Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano
es un biopolimero hidrosoluble que puede formar peliculas, hidrogeles, andamios
porosos, fibras, micro y nanoparticulas en condiciones y medios &cidos suaves. Las
nanoparticulas a base de quitosano, se forman como resultado de procesos de auto-
asociacion o entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se
ordenan en estructuras nanoscoOpicas ya sea por interacciones inter o
intramoleculares de tipo covalente o no covalente.
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ANTECEDENTES

Modelos de CG in vitro

Diversos modelos in vitro han sido utilizados con el objetivo de esclarecer los
procesos que ocurren dentro de los CG, que conducen a la activacion, proliferacion
y diferenciacion de células B, asi como la generacion de mAbs altamente
especificos. Una variedad de protocolos han sido descritos para proliferacion de las
células B, asi como su diferenciacion hacia células plasméticas y células de
memoria in vitro. Los principales hallazgos y los protocolos empleados para los
modelos de CG in vitro se resumen en la Tabla 1. En estos modelos, células B
humanas o murinas son estimuladas con citocinas como IL-4, IL-21 y CDA40L,
afiadidas al medio de cultivo. Asimismo, se ha encontrado que la transfeccion de
células B con un vector codificante para Bcl-xL y Bcl-6 estimula la proliferacion y
sobrevivencia de las células B [11]. En nuestro grupo de investigacion también se
ha desarrollado un modelo para el aislamiento de mAbs dirigidos contra bacterias a
partir de un cultivo de células B humanas estimuladas in vitro. Sin embargo, un
problema comudn en estos modelos es la elevada activacion policlonal, generada por
la estimulacién inespecifica. Esto es que la administracién de agentes estimulantes
de forma soluble en el medio de cultivo, induce la activacién de células B con
diversas especificidades. Por ello, para la generacion de un modelo in vitro de CG
planteamos el desarrollo de un método de seleccion y estimulacion especifico de
antigeno. Para esto se utilizaran nanoparticulas de quitosan (Np-Ch) recubiertas de
antigeno, que inducirdn una estimulacién altamente eficiente en gran parte debido
a su polivalencia, pero también porque el antigeno se presentard unido a una
superficie lo cual aumenta la eficacia de la presentacion. Ademas, las
nanoparticulas servirhn como nanotransportadores ya que encapsularan a un vector
codificante para la proteina Bcl-6, asi aprovecharemos el proceso de endocitosis
mediada por BCR para el suministro de sefiales coestimuladoras en células B
especificas. El desarrollo de este sistema de estimulacion especifica de antigeno
podra ser aplicado posteriormente para la activacion de las células B y la generacion
de un centro germinal in vitro.

Referencia | Fuente de células B | Estimulo | Protocolo Resultados
y aislamiento.
Kyung-Ho Sangre periférica, -CD40L -Células B -CD40L funciona
2018. bazo. -IL-4 Naive mejor que anti-
Biomaterials | Raton -BAFF 10"5/pozo. CDA40.
-1L-21
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Seleccién negativa, -Antigeno | -CD40L (100 -Perlas unidas a
Miltenyi ng/mL) CD40L y antigeno
unido a perlas son
mejores que
estando soluble.
Purwada Bazo. -RGD -20,000 -3D funciona mejor
2015. Ratén (ECM) células Naive | que 2D.
Biomaterials | Seleccién negativa, -IL-4 -Hidrogeles -RGD promueve la
Stem Cell -CD40L (2% gelatina + | supervivencia
Technologies. -BAFF 1.5% SINP). celular a largo
-Incubacion de | plazo.
6 dias
Nojima Bazo -CD40L -Células B -IL-21 acelera la
2011. Ratén -BAFF Naive 5x1075. | proliferacion de
Nat Comm | Sistema iMag (BD). -IL-4 -Células 40LB | célulasBde CGy
-IL-21 3x1076. la diferenciacion
-IL-4 1 ng/mL. | parcial a
-IL-21 10 plasmablastos.
ng/mL
Cao 2010 Sangre periférica, -CD40L -Células B -Ellos encontraron
J. Imm Meth | médula 6sea, -IL-21 3x1075. diferentes fuentes
amigdalas. -CpG -CélulasnoB | de células B( TT+
Humano. -Células 5.7 x10"6. encontrados en
Aislamiento células B | no B. -CD40L 500 amigdalas)
con el Kit II Miltenyi. ng/mL.
-1L-21 50
ng/mL.
-CpG 6 pg/mL.
-Incubacion de
3 a 6 dias.
Kwakkebos | Sangre periférica, -CD40L -Tansfeccion -No observaron
2010. amigdala. -IL-4 de Bcl-6 y Bcl- | cambio de isotipo,
Nat Med Humano. -IL-20 XL a células y una baja
Seleccion positiva, -1L-21 de memoria. frecuencia de
células de memoria -2x10"5 hipermutacion
células/mL. somética.
-10"5 CD40L- | -La transfeccién
L Cel/ml. disminuyo la
-IL-2 100 produccion de IgG.
U/mL. -Las células
-IL-4 50 transfectadas
ng/mL. sobreviven varios
-IL-21 25 meses.
ng/mL
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Traggiai Sangre periférica. -CpG -Aislamiento -Las células B de
2004. Humano. -EBV de células B memoria se
Nat Med Células B de de un paciente | inmortalizaron con
memoria: CD22 recuperado de | EBV.
Miltenyi. SARS. -El uso de SP de
-CpG 2.5 un paciente con
pg/mL. SRAS permiti6 la
-Incubacion recuperacion de
por 2 Abs neutralizantes.
semanas.
Arpin 1995 | Amigdalas -IL-2 -Células B -CD40L dirige la
Science Humano -IL10 25000. diferenciacion de
-Células las células de
CD40L-L memoria.
5000.
-Para generar
células de
memoria
+CD40L 4 d.
para células
plasméticas —
CD40L 4d

Tabla 1. Modelos de CG in vitro.

Multimerizacion antigénica en nanoparticulas

Una nanoparticula puede fucionalizarse en la superficie con diversas moléculas. Se
ha encontrado que la presentacién de antigenos en nanoparticulas mejora las
respuestas de anticuerpos al inducir un eficiente entrecruzamiento de BCRs [14]
(Esquema 5). Por ello, los antigenos asociados con los nanotransportadores son
captados de manera mas eficiente por las células dendriticas en comparacién con
los antigenos solubles, lo que permite un suministro mas efectivo a los ganglios
linfaticos y una presentacion cruzada [18]. Las interacciones multivalentes
promueven la agrupacion y sefalizacion del BCR vy facilitan la internalizacién del
antigeno mediada por el receptor (esquema 5).

Las caracteristicas del antigeno, como la afinidad del epitopo, la valencia o el
reclutamiento de correceptores pueden afectar la sefializacion de las células By T,

entonces la agrupacion de BCR por antigenos multivalentes es crucial para la
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sefalizacion dependiente de antigeno [14]. La asociacion de antigenos proteicos
con nanoparticulas se pueden dividir en encapsulacion de particulas y asociacion
de superficie. Algunas de las diferentes maneras de asociacién de antigeno son
conjugacion quimica, interaccidn electrostatica, adsorcion fisica y recubrimiento de
biomembrana. Estudios han demostrado que los antigenos pueden sufrir cambios

conformacionales tras la adsorcion de nanoparticulas [16].

4 ¥y Antigen Particulate antigen ',  “,'

X 3 )-
>

Esquema 5. Representacion de la interaccion multivalente por las vacunas de
nanoparticulas, las cuales promueven la agrupacion de receptores de células B y facilitan
la internalizacion mediada por receptores, en comparacion con el antigeno soluble.

JUSTIFICACION

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son ampliamente utilizados en el diagnéstico
y tratamiento de enfermedades infecciosas, autoinmunes y neoplasicas. Sus
aplicaciones también se extienden a la investigacion cientifica siendo empleados
para la deteccion y cuantificacion de varias moléculas. La generacion de una
plataforma que nos permita reproducir la reaccién del centro germinal humano
donde se forman y seleccionan los mAbs ofrece un potencial invaluable, ya que
ademas de ser util para aumentar la comprension de la biologia de las células B y
la memoria inmunoldgica, contribuiria al desarrollo de mAbs con potencial
terapeutico. Un problema comin en estos modelos es la activacion policlonal
generada por la estimulacion in vitro de las células B, por lo cual se requiere del
desarrollo de métodos que permitan la estimulacion y seleccion de células B
especificas.

HIPOTESIS

Nanoparticulas de quitosan recubiertas con antigeno y cargadas con un plasmido
que exprese Bcl-6 seran incorporadas en células B especificas por endocitosis
mediada por el receptor de células B.
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OBJETIVO GENERAL
Generar un vector codificante para Bcl-6 y su encapsulamiento en nanoparticulas

de quitosan recubiertas de antigeno para su liberacion dirigida en células B.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar un vector codificante para la proteina Bcl-6.
Crear nanoparticulas de quitosan que incorporen el vector codificante de Bcl-6.

Estandarizar el método de union de antigeno en las nanoparticulas de quitosan.

h w N

Obtener nanoparticulas de quitosan recubiertas de antigeno que incorporen el

vector codificante de Bcl-6.

METODOLOGIA
1. Generacién de un vector codificante para la proteina Bcl-6.

Se utilizo el vector pIRES2-EGFP, el cual contiene la secuencia IRES con lo cual la
traduccion del gen BCL-6 y de la proteina EGFP ocurre simultaneamente y permite
corroborar de manera indirecta la expresion de la proteina Bcl-6 al detectar la
expresion de EGFP. Entre los posibles sitios de corte para enzimas de restriccion
contenidos en este vector, se eligieron BAMH1 y SAL1, ya que estas enzimas no
tienen sitios de corte en el gen BCL-6.

1.1 Amplificacion de Bcl-6.

1.1.1 Extraccion de RNA. Se realiz6 el aislamiento de RNA a partir de sangre
periférica de un donador voluntario sano, se homogeneiz6 la muestra (50- 100 mg
sangre periférica) con 1 ml de trizol en un tubo de 1,5 ml. Posteriormente se incubo
la mezcla durante 5 min a temperatura ambiente (o almacenar a -80°), se agregaron
200 pl de cloroformo, se agité durante 15 segundos e incubo durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12 000 g durante 15 min a 4 ° C. Se formaron
3 fases: la fase superior se transfiri6 a un nuevo tubo de 1,5 ml, y se afiadié 500 pl
de isopropanol seguido de una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente,
seguido de una centrifugacion a 12 000 g durante 10 min a 4 ° C. Se desecho el
sobrenadante, lavo el pellet con 1 mL de etanol al 70% (vortex), se centrifugd a 7500
g durante 5 min a 4 grados, se lavo el pellet y se centrifugd nuevamente. Se dejo

16



secar el pellet al aire 5-10 min, se disolvié el RNA en 100 uL de agua DEPC pasando
a través de la punta de la pipeta, se incubd durante 10 min de 55 a 60 °C, y se midio
la concentracion en un espectrofotdmetro Implen.

1.1.2 Sintesis de cDNA a partir de RNA total con oligo dT: primero se realiz0 la
digestion del RNA total (RNAt) con DNAsa 1, se preparo la mezcla en un tubo de
PCR, el cual contenia 1 ug de RNA total, 1 U de DNAsal, 1X de buffer DNAsa, H20
DEPC cbp 20 pl, se incub6 la muestra por 15 minutos a temperatura ambiente, se
agregaron 2 ul de EDTA 25 mMy se incubd la muestra por 10 minutos a 65°C. Para
la sintesis de cDNA: se prepar6 la mezcla 1 en un tubo de PCR que contenia 11 pl
de RNAt/DNAsal y 1 ul de Oligo dT (12 pM/ pl), la mezcla 1 se incubd por 10 min
a 65 °C. Para preparar la mezcla 2: se emplearon 4 pl Buffer 5X RT, 1 pl de DTT
0.1 M, 1 pyl RNAsa Out (40 U/ pl) y 1 pl de dNTP’s (10 mM c/u). Al término de los 10
min a 65 °C, se incubo la mezcla 1 por 2 min en hielo, se agrego6 la mezcla 2
(integrando con la pipeta) seguido de 2 min a 42 °C. Se agrego0 a la muestra 1 pl
de RT Superscript Il (200 U/ ul) y se mezclé con la pipeta, incubando la muestra por
60 min a 42°C, seguido de una incubacion la por 10 min a 72 °C. El cDNA se
conservo a -20 °C.

1.1.3 PCR para Bcl-6.

Disefio de primers. Se utiliz6 el programa oligo analyzer de Integrated DNA
Technologies. La temperatura de alineamiento de los primers depende de la
concentracion de G y C y de la longitud de las secuencias, y fueron las mismas o
muy similares para ambos primers. El contenido de GC se encontr6 alrededor del
50%-60%, la longitud de los primers entre 25-35 pb, se evitd la formacion de
estructuras secundarias y dimeros. En las secuencias de los primers se incluyeron
sitios de corte para las enzimas de restriccion SAL1 (GTCGAC), y BAMH1
(GGATCC).

Estandarizacion de la PCR para Bcl-6. La temperatura de alineamiento fue la
resultante del disefio de primers, mientras que la temperatura y tiempo de
elongacion dependen del rendimiento de la taq polimerasa utilizada y de la longitud
del producto. EI nimero de ciclos de amplificacion necesarios para obtener una
banda visible depende en gran medida de la concentracion inicial del DNA a
amplificar (como 30 o 35 ciclos). Durante la estandarizacion de la PCR se realizaron
gradientes de temperatura, de magnesio y de concentracion de cDNA, asimismo se
probaron diferentes concentraciones de primers y niumero de ciclos, para encontrar
las mejores condiciones en las cuales amplificara el gen. Partimos de una reaccion
preparada de la siguiente forma: cDNA 1 ul, 1 pl de oligo fw (5 pmol/ pl), 1 ul de
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oligo Rv (5 pmol/ pl), 4ul dNTPS 1 mM, 1 pl MgClz, 2 pl buffer, 0.1 ul de platinum
taq polimerasa, y H20 DEPC cbp 20 pl, y se realizar6 el control negativo.

1.1.4 One Step PCR para Bcl-6. Para las muestras de RNA de amigdala humana
se realiz6 un mix con 12.5 pl de Buffer 2X, 2 ul de primer FW 5 pmol/ul, 2 pl de
primer Rv 5 pmol/ul, 1 ul de RT platinum, 5 pl de RNA (purificado) de amigdala y
2.5 ul de H20.

1.2 Digestion del gen y del vector con las enzimas de restriccién y ligacion. Se
realizo la digestién con cada enzima por separado para verificar los cortes, primero
con 1 yl BAMH1 (10 u/ul), 2 pl de buffer (10X), 5 ul de DNA (1 pg), y H20 DEPC cbp
20 pl, se dejaron incubando a 16°C durante 12 h. Después se prepar6 un gel de
agarosa al 1% para verificar el corte, se realizé un lavado para eliminar el buffer, ya
que es distinto para cada enzima. El lavado se realiz6 con 500 ul de butanol,
seguido de una centrifugacion a 14000 rpm/20 min, se resuspendio el pellet en 500
pl de etanol al 70%, se centrifugd a 14000 rpm/10 min, se dejé secar y se
resuspendio en 5 pul de H20 DEPC. Posteriormente, se realizo la digestion con 1 pl
de SAL1 (10 u/pl), 2 ul de buffer (10X), 5 ul de DNA (1 pg), H20 DEPC cbp 20 ul, y
se dejo en incubacion a 16 °C durante 12 horas, se volvid a lavar para realizar la
ligacion. Para la ligacion se utilizaron 100 ng de inserto, 1ul del vector pIRES2-
EGFP, 2 ul de buffer ligasa 10X, 1 pl de tag DNA ligasa y H20 cbp 20 pl,
posteriormente se incubaron a 16°C por 12 horas.

1.3. Clonacion por el método de electroporacion: Se descongel6 una alicuota de
células electrocompetentes E. coli DH5a, se agregoé el producto de ligacion (vector
mas el inserto Bcl-6), y se mezclo ligeramente, esto se dej6 en hielo por 5 min. La
mezcla se coloco en una cubeta para electroporar, y se mantuvo en hielo por 2 min.
La cubeta se colocé en el electroporador y se realiz6 una descarga de 2.5 KV, se
recuperaron las bacterias con 1 mL de medio LB y se incubaron por 1 hora a 37°C
en agitacion, se cosecharon de 20-50 ul del cultivo en placas de LB con el antibiético
de seleccion del plasmido (kanamicina), seguido de una incubacién a 37°C por 16
h y se observo el desarrollo de colonias de las cuales se seleccionaron las mas
aptas y se resembraron en medio liquido LB sin antibiético a 37°C por 12 h en
agitacion, posteriormente se realizo la purificacion del DNA plasmidico.

1.4 Purificacion del plasmido por el método de lisis alcalina: El cultivo se
transferi6 a un tubo eppendorf de 1.7 mL, se centrifugd y se descartd el
sobrenadante, la pastilla se resuspendié en 150 pl de la solucion 1, se mezcl6 con
ayuda del vortex, se le agreg6 150 pul de la solucion Il y se mezclo por inversion. A
la muestra se le agregaron 150 pl de la solucion 1, y también se mezclé por

18



inversion, seguido de una centrifugacion a velocidad maxima por 10 min. Al
sobrenadante se le afiadié 1 mL de resina de diatomeas, se mantuvo por 3 minutos
a temperatura ambiente en rotacién, la mezcla se transferié a una jeringa donde
previamente se habia colocado la columna promega y se filtr6 lentamente,
enseguida se agregaron 2 mL de solucion de lavado y de nuevo se paso por la
jeringa lentamente, la columna se colocé en un tubo eppendorf y se centrifugd por
2 min a velocidad maxima, la columna se colocé en un tubo nuevo y se le agregaron
30 ul de H20 MQ estéril, el tubo con la columna se mantuvo a temperatura ambiente
por 3 min y después se centrifugd a velocidad maxima por 2 min, se tomaron 2 pl
para separarlo por electroforesis en un gel de agarosa al 1% para corroborar la
presencia de DNA plasmidico, esperar la banda en el peso que corresponde el
vector mas el inserto, teniendo esto se proseguio a realizar una PCR para mandar
a secuenciar y asi comprobar la secuencia de Bcl-6.

1.5 Preparacion de muestras para secuenciacion y analisis de la secuencia.
Se mando a secuenciar por el método de Sanyer, se prepar6 un mix de 16yl totales,
con 500 ng de DNA, 1 ul de oligo Rv 5 pmol/ply 16 ul de H20 DEPC. Los resultados
se analizaron con el programa bioinformatico “Chromas”, y se realizaron
alineamientos de secuencias multiples con ayuda del software “Muscle”, para asi
saber si correspondia la secuencia con la de Bcl-6, y que no hubiera un cambio de
nucleotido, coddn o corrimiento del marco de lectura.

2. Evaluacioén de la expresion de Bcl-6.

Debido a que el constructo pIRES2-EGFP-Bcl6 contiene la secuencia de EGFP
downstream de Bcl-6 y la secuencia IRES2, al traducirse si se expresa la proteina
EGFP podemos deducir que Bcl-6 también es expresado. Esto es una forma
indirecta de verificar la expresion de Bcl-6. Para ello se hicieron transfecciones en
las células HEK 293T, usando 1ug de DNA y el método 2X HBS transfection.

Se crecieron células HEK 293T en medio DMEM preparado con glutamax, 10% de
suero fetal bovino (SFB), y los antibiéticos penicilina y estreptomicina, incubando a
37°C en una atmosfera humeda con 5% CO2. Cuando las células alcanzaron una
confluencia del 80%- 90% fueron transferidas a placas de 6 pozos para realizar la
transfeccion. Cuando las células llegaron a una confluencia de cerca del 90%, se
cambio el medio por DMEM 2% de SFB y se mantuvieron en incubacion por 2 horas
previo a la transfeccion.

Se emplearon 4 condiciones: pIRES2-EGFP-Bcl-6, pIRES2-EGFP (vector vacio),
GFP (control positivo) y sin DNA (control negativo). En condiciones de esterilidad se
prepararon las siguientes mezclas: 1) para pIRES2-EGFP-Bcl-6 y pIRES2-EGFP, 1
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pg de DNA, 2 M de CaCl2, HBS 2X, cbp H20 40 pl; 2) para el control positivo: 1ug
de GFP, CaCl2 2M, HBS 2X'y cbp H20 40 pl; y 3) para el control negativo: CaCl:
2M, HBS 2X 'y cbp H20 40 pl. Se mezclaron con ayuda del vortex. Cada condicion
se preparo por triplicado y se aplico sobre las células HEK 293T manteniéndolas en
incubacion por 24 horas. Posteriormente, se verifico la expresion de EGFP en un
microscopio de fluorescencia.

3. Encapsulamiento en nanoparticulas de quitosan recubiertas de antigeno.

3.1 Preparaciéon de nanoparticulas de quitosan con DNA.

Se prepararon nanoparticulas de quitosan; usando quitosan de bajo peso molecular
al 5% disuelto en acido acético al 2%, utilizando 8 pl de quitosan con 12.5 ug de
DNA hasta completar el volumen de 50 pl con Na2SOs4, siendo la minima cantidad
de DNA que se pega al quitosan segun lo estandarizado por el Dr. Victor Hugo
BermUdez y acorde a nuestras observaciones experimentales. Se mezclé con
ayuda del vortex y se dejo incubando por 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizd un gel de agarosa al 1% para observar que el DNA se
haya unido al quitosan, si este no se pegara se observaria la banda del DNA.

3.2 Preparacion de nanoparticulas de quitosan recubiertas de antigeno.

Se prepararon Np-Ch cubiertas de antigeno, el antigeno a utilizar es la proteina A
de Staphylococcus aureus (spA). Sin embargo para la estandarizacion se utilizé
albumina de suero bovino (BSA). Probamos dos distintos métodos para el pegado
de la proteina:

Método de adsorcion. Se disolvié el quitosan al 2% en acido acético al 5%, con
ayuda del vortex, se realizé un lavado con PBS a 14,000 rpm, 4°C, 30 min. Después
se agrego la proteina y se dej6 incubando a temperatura ambiente, se volvio a lavar
con PBS, se guardé el sobrenadante y se dejé en 1 ml de PBS nuevo, en este
método la proteina se pega electrostaticamente al quitosan por lo tanto esta union
es débil y reversible.

Método por unidn covalente: se disolvio el quitosan al 2% en 4cido acético al 5% en
un agitador magnético, se centrifugé a 2,000 rpm, a temperatura ambiente por 5
minutos, se retird el sobrenadante y ese ocupamos, se agrego por cada 1 mL de
quitosan 1 mL de NaOH, se mezclaron por inversion, y se volvié a centrifugar a
2,000 rpm a temperatura ambiente. Se formé un pellet que corresponde a las
nanoparticulas de quitosan y se volvié a lavar con 2 ml de agua destilada a 2,000
rpm a temperatura ambiente por 5 minutos, se dejé en 1 ml de agua en un agitador
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magneético a temperatura ambiente durante 12 h después se agrego glutaraldehido
al 25%, por cada gramo de quitosdn 1 ml de glutaraldehido. Utilizamos
glutaraldehido como crooslinker el cual se uni6é al quitosan y éste a la proteina,
realizando una union irreversible. Se dejo en agitaciéon durante 5 h a 33°C, se
realizaron dos lavados con 2 ml de agua destilada a 2000 rpm por 5 min, se retir0
el sobrenadante y se dejo en 1 ml de agua en un agitador magnético hasta que se
observe una mezcla homogénea, posteriormente se mezclo con la proteina usando
distintas concentraciones, dejandolas en incubacion por 2 horas a temperatura
ambiente. Se volvieron a lavar, y se paro la reaccion con NaBHs4 1 mg/mL dejandola
en reposo por 10 min a temperatura ambiente, se volvié a lavar y se dejo en un
volumen final de 100 ul. Se midid la absorbancia tanto de la muestra como del
sobrenadante después de agregar la proteina, para saber si la proteina se uni6 al
quitosan, ademas se realizO un ensayo de &cido bicinconinico (BCA) para
determinar la cantidad exacta de proteina que no se unié.

Covalent Immobilization of Protein A on Chitosan and Aldehyde Double-Branched Chitosan
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Esquema 6. Inmovilizacion covalente de la proteina A de Staphylococcus aureus en
quitosan por medio de glutaraldehido.

3.2.1 Andlisis de eficiencia: ensayo BCA y SDS-Page.

Ensayo de BCA:

Este ensayo de proteinas combina la reduccién de Cu?* a Cu'* por proteina en un
medio alcalino con la deteccion colorimétrica altamente sensible y selectiva del
cation cuproso Cul* por acido bicinconinico BCA, primero ocurre la quelacién de
cobre con proteinas en un ambiente alcalino para formar un complejo azul claro,
esta reaccién es conocida como la reaccion de biuret, los péptidos que contienen
tres o mas residuos de aminoacidos forman un complejo de quelato coloreado con
iones cupricos en un ambiente alcalino que contiene tartrato de sodio y potasio. Hay
un segundo paso de este ensayo, donde el BCA reacciona con el catién reducido
(cuproso) que se formé anteriormente, el intenso producto de reaccion de color
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purpura resulta de la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso, este
complejo exhibe una absorbancia lineal a 562 nm con concentraciones crecientes
de proteinas.

-Se prepararon los estandares (1mL) de la proteina BSA, con concentraciones de
(1500, 750, 500, 250, 125, 50, 25 y 5) pg/mL, a partir de un stock de BSA de
2mg/mL.

-Se preparo el reactivo de trabajo, WR: se prepar6 el mix de acuerdo al Kit “Pierce™
BCA Protein Assay” con una relacién de 50:1, 50 partes del reactivo A por cada
parte del reactivo B, Se prepararon 200 pl por cada pozo para trabajar en una placa
de 96.

-Para la preparacién de las muestras a analizar se mezclé 25 pl de la muestra
problema/estandares, mas 200 ul de WR. Se mezcl6é durante 30 segundos, y se
dej6 incubando a 37° C por 30 minutos, se cubrié la placa con parafilm, después se
dejé atemperar la placa a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 562 nm
en un lector de placas.

La eficiencia del pegado de la proteina se determindé mediante la siguiente formula:

[Inicial] — [sobrenadante]
X100

% Eficiencia=
[Inicial]

SDS-PAGE

Se prepararon SDS-PAGE, con un espesor de 1 mm, de 8 x 10 cm, con un
porcentaje de acrilamida del 10%. La polimerizacion se llevé a cabo a temperatura
ambiente y los geles se dejaron reposar 10 minutos antes de su utilizacién.

Las muestras se desnaturalizaron diluyéndolas 1:1 (v: v) con buffer sample reductor:
tris120 Mm, glicerol 10 %, SDS 6%, beta- mercaptoetanol puro, azul de bromofenol
0.05%. El buffer sample no reductor: tris 120 mM, glicerol 20%, SDS 4%, azul de
bromofenol 0.1%.

Para el gel separador se mezcld: 2 mL de la mezcla de acrilamida / bis-acrilamida
(309%:0.8%), 2.25 mL de tris-HCL 1 M pH 8.8, 60 ul de SDS 10%, 60 pl de persulfato
de amonio 10%, 6 pl de TEMED, y agua BD.

Para el gel concentrador se mezcld: 0.66 mL de la mezcla de acrilamida/ bis
acrilamida (30%:0.8%), 416.66 pl de tris-HCL 1M PH 6.8, 33.33 pl SDS 10%, 16.66
ul de persulfato de amonio al 10%, 3.33 ul de TEMED y agua BD.

Se limpiaron los cristales con jabon y se enjuagaron con abundante agua, después
se limpiaron con metanol para deslipidizarlos. Se colocaron entre ambos cristales el
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separador del grosor indicado, se preparo el gel separador y se aflade entre las
placas hasta una altura aproximada de 1 cm del final del cristal, se agrego
isopropanol a las placas para acelerar la polimerizacion y que estuviera uniforme el
gel, se tard6 en polimerizar unos 20 minutos. Después se retira el isopropanol y se
adiciona el gel concentrador, preparado momentos antes, hasta llenar totalmente el
espacio entre los dos cristales, se incluyo el peine con cuidado, se polimerizé en
unos 10 minutos. Después de ese tiempo se retird el peine con cuidado, se monto
en la camara de electroforesis, se agrego el buffer de electroforesis y se cargaron
las muestras de un volumen final de 25 pl en cada pozo. Se corrieron a 115 V, por
120 minutos, por ultimo se desmonto el gel, y se y se separaron las placas con
ayuda de agua destilada, se tifié con tincion de coomassie por 12 horas, y se destifié
con solucién destifiidora a base de metanol y acido acético.

3.3 Preparacion de nanoparticulas de quitosan cubiertas de antigeno que

encapsulen DNA.

Primero se prepararon Np-Ch con DNA, utilizando quitosan de bajo peso molecular
al 2% disuelto en &cido acético al 5%, se mezclaron en un agitador magnético por
15 min, se tom6 1 ml de este quitosan y se centrifugaron de 2000 a 5000 rpm, por
5 min a temperatura ambiente, se pasé a un nuevo tubo el sobrenadante y éste se
lavé con 2 ml de agua destilada de 2000 a 5000 rpm por 5 min a temperatura
ambiente, se desechd el sobrenadante, y ahora ocupamos el pellet que se dejo a
un volumen de 500 pl de agua destilada, y de este solo se tomaron 8 ul, y se mezclé
con 12.5 pg de DNA completando el volumen a 50 pl con Na2SOa4, se dejo incubando
por 30 minutos a temperatura ambiente. Para corroborar que se una el DNA al
quitosan, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1%. Se volvié a lavar
para eliminar impurezas y se dejo en 50 ul de agua destilada, se volvié a cargar otro
gel de los lavados para saber si hubo DNA que no se unié al quitosan y esté en el
sobrenadante. A los 50 pl de muestra se agregaron de 200 a 500 pl glutaraldehido
incubando a 33°C por 5 horas en un agitador magnético (protegiendo de la luz), se
volvieron a lavar ahora con 1 ml de PBS a 14,000 rpm a 4°C por 30 min, se deseché
el sobrenadante. La muestra se dejé en un ml de PBS, y se mezcld con distintas
concentraciones de proteina BSA, para saber cual es la concentracion del antigeno
mas adecuada. Posteriormente se lavé con PBS para retirar lo que no se peg6 al
quitosan, a 14,000 rpm, 4°C por 30 minutos, se guardé el sobrenadante para saber
la concentracion de la proteina que no se pegd, la muestra se dej6 en 50 pl
completando a 500 pl con PBS nuevo, para parar la reaccion se utiliz6 NaBH4 10
mg/mL, incubando a temperatura ambiente por 30 minutos, se volvio a lavar con
PBS a 14000 rpm a 4°C por 30 minutos, dejando un volumen final de 100 pl.
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Resultados

Generacion de un vector codificante para la proteina Bcl-6.
Amplificacion del vector vacio.

El vector pIRES2-EGFP (Figura 1) se proliferé realizando transformacion por la
técnica de choque térmico, usando células quimiocompetentes. Se realiz6 utilizando
100 ng del vector, y 50 pl de células E. coli DH5a, se sembraron en medio Luria
Bertani (LB) con el antibiético kanamicina (30 mg/ ul). Se observé el crecimiento a
las 24 horas, colonias blancas y uniformes (Figura 2). Posteriormente se
resembraron en medio liquido LB, se realiz6 la purificacion de DNA plasmidico
(pDNA) por la técnica de lisis alcalina utilizando columna de promega.
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Figura 1. Vector pIRES2-EGFP. Contiene el promotor de CMV, en verde la secuencia que
codifica para la proteina EGFP, en gris la secuencia IRES, y distintos sitios de corte para
enzimas de restriccion, con flechas rojas indican los sitios de corte para las enzimas que
utilizamos BAMH1 y SAL1.
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Figura 2. Proliferacién del vector pIRES2-EGFP.

Posteriormente se realizd la digestion del vector, utilizando las enzimas de
restriccibon SAL1y BAMH1, primero se corté con BAMHL1 incubando a 16 °C por 24
horas. Para poder cortar con la otra enzima es necesario el cambio de buffer que
se llevd a cabo con precipitaciones con etanol y butanol, después del segundo corte
se comprobo con electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Figura 3).

Figura 3. Doble digestiéon de pIRES2-EGFP. 1. Marcador de peso molecular, 2 y 3.
PIRES2-EGFP digerido con BAMH1, lavado y digerido con SAL1 para corroborar el corte
de ambas enzimas. 4 y 5. PIRES2-EGFP digerido con SAL1, lavado y digerido con BAMH1.
Se cargaron 3 ul de muestra, con buffer de carga DNA 10X.
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Amplificacién de Bcl-6. El DNA gendomico de Bcl-6 se transcribe en diferentes
variantes, entre ellas de 3399 pb, 3306 pb, 2003 pb, (Figura 4), siendo la secuencia

de referencia la de 2710 pb [11], por lo que los primers fueron disefiados con base
en esta variante.

Name Transcript ID bp  Protein  Biotype

BCL6-211  ENST00000621333.4 3399 650za || Protein coding

BCL6-202 | ENST00000406870.7 | 3306 5 Protein coding

BCL6-201 2710 | 706aa Protein coding

BCL6-206 | ENST00000450123.6 2003 | 650za || Protein coding

BCL6-205 E 709 104aa || Protein coding

BCL6-204 ENS 454 121aa | Protein coding

BCL6-203 E 06| 4178 Shaa | Nonsense mediated decay

BCL6-210 ENSTOO 3231 1138 No protein | Processed transcript
BCL6-209 E
BCL6-208 E .
BCL6-207 ENSTOO 70318

342 | No protein || Processed transcript
£35 No protein | Retained intron
526 | No protein || Retained intron

Figura 4. Variantes de Bcl-6.La secuencia de referencia contiene 2710 pb y se indica con
subrayado azul.

Disefio de primers. Se disefiaron los primers con el programa bioinformatico Oligo
Analyzer de IDT, procurando que la Tm fuera igual para los dos primers, forward y
reverse. Para el disefio del oligo forward se incluyé la secuencia del codon de inicio,
la secuencia del sitio de corte para la enzima SAL1, y el sitio kozak; mientras que
para el oligo reverse se incluy6 el codon de paro, y el sitio de corte para la enzima
BAMHL1. El tamafio esperado del producto de PCR fue de 2 Kb, debido a que para
el disefio de los primers se excluyeron las regiones no codificantes UTR. Los oligos
obtenidos se muestran en la tabla 2.

Forward TAAAGTCGACAAAATGEGCCTCGCCGGCTG

Reverse AAAGGATCCTTCAGCAGGCTTTGGGGAGCT

Tabla 2. Disefio de primers para Bcl-6, en color azul se muestra la secuencia de
reconocimiento para la enzima SAL1, en verde la secuencia kozak, en amarillo la secuencia
de reconocimiento para la enzima BAMHL, en rojo los codones de inicio y de paro
respectivamente.

Estandarizacion de la PCR para Bcl-6. Para amplificar el gen Bcl-6 se realizé la
extraccidon de RNA de sangre periférica de un donador voluntario sano utilizando
trizol, seguido por la sintesis de cDNA empleando el kit Superscript Il. Para la
estandarizacion de la PCR para Bcl-6 se parti6 de la siguiente reaccion:
desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 minutos, después en un periodo de 35 ciclos
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de desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, alineamiento de los primers a 65°C por
30 segundos, y elongacién de 68°C por dos minutos, al término de los ciclos, se
realiz6 una extension a 68°C por 5 minutos. Para la reaccion de PCR se emplearon
100 ng de cDNA, Oligo fw (5 pmol/ ul), Oligo Rv (5 pmol/ pl), ANTPS 1 mM, MgCI2
(50 mM), Buffer HF 10 X, Taq polimerasa platinum HF (5 u/ul), en un volumen final
de 20 pl.

Durante la estandarizacién de la PCR evaluamos diferentes concentraciones de los
componentes de la reaccion: cDNA (20- 200 ng), dNTPs (1-3 mM), Tag polimerasa
(5-10 ul u/). A pesar de estas modificaciones en la reaccion de PCR no se
observaba amplificacién, una de las causas podria ser el disefio de los primers, 0
bien que la muestra de sangre periférica que estdbamos empleando tuviera bajos
niveles de expresion de Bcl-6. Por ello, primeramente revisamos el disefio de los
primers y al no encontrar ningin problema en éste, decidimos revisar la segunda
opcién y emplear como control positivo un tejido.

Recibimos una donacién de muestras de RNA de amigdala y apéndice, que son
tejidos linfoides con altos niveles de expresion de Bcl-6. Se analiz6 la calidad del
RNA en un gel de agarosa (Figura 5) y se utilizaron las muestras de mejor calidad,
es decir, las menos degradadas. A partir del RNA se sintetiz6 cDNA y realizamos la
PCR para Bcl-6 dejando al final una reaccion que contenia: cDNA 100 ng, Oligo fw
(2 pmol/ ul), Oligo Rv (1 pmol/ ul), dNTPS 1 mM, MgCI2 50 mM, Buffer HF 10X,
polimerasa platinum HF (5u/ ul), H20 DEPC cbp 20 pl. Obtuvimos una banda muy
tente en 2 KB (Figura 6) que correspondia con el tamafio del amplicén esperado.
Se realizaron varias repeticiones, asi como modificaciones a la reaccion de PCR y
se obtuvo la misma banda tenue, lo que nos llevd a concluir que la concentracion
del transcrito de Bcl-6 en las muestras era baja.

RNA de amigdala  RNA de apéndice

1500

1000
800
600

200

Figura 5. Electroforesis de RNA de apéndice y amigdala de humanos. 1. Marcador de peso
molecular, 2, 3y 4. Amigdala, 5y 6. Apéndice. Gel de agarosa al 1%
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Figura 6. Electroforesis de la PCR de Bcl-6 de la sintesis de cDNA de RNA de amigdala
humana. 1. Marcador de peso molecular, 2, 3, 4 y 5. Bandas tenles en 2 KB, se observan
otras bandas en distintos pesos moleculares.

Con la finalidad de potenciar la deteccion del transcrito realizamos una purificacion
del mRNA usando el kit “oligotex mMRNA Spin-column protocol” para obtener mas
producto para la amplificacion. A partir del RNA de apéndice y amigdala, utilizando
0.50 mg de RNA.Posteriormente, se repiti6 la PCR de Bcl-6 y se observé
amplificacion de una banda aun tente. Entonces, con el mRNA se realiz6 One step-
PCR con el objetivo de amplificar ain mas el transcrito y el resultado obtenido fue
una banda en 2 Kb (Figura 7). Sin embargo, no solo se obtuvo esa banda, sino
también otras bandas a 1.3 KB y 800 pb (Figura 8), que podrian corresponder a un
pegado inespecifico de los primers o a otros transcritos de Bcl-6 de menor longitud,
por lo tanto cortamos la banda que esperabamos de 2 KB y realizamos una
purificacion con columna de promega, se volvio a correr el gel de agarosa al 1%,
para corroborar la banda (Figura 9).
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Figura 7. Electroforesis del producto de One step PCR con la purificacion del mensajero
de Bcl-6. 1. Marcador de peso molecular, 2. Amplificacion de Bcl-6, se observa una banda

esperada en 2 KB sin embargo se pueden observar otras bandas en distintos pesos
moleculares.
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Figura 8. Electroforesis de PCR de Bcl-6. Producto de la purificacion de mRNA, y one step

PCR, se observa la banda a 2 KB, las otras bandas pueden corresponder a otras variantes
cortas de Bcl-6.
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Figura 9. Electroforesis de la banda cortada y purificada en 2 KB, se purifico con resina de
diatomeas, se corri6 el gel de agarosa al 1%, 3 ul de DNA con buffer de carga 10 X.

Digestion del gen con las enzimas de restriccion y ligacion.

Una vez purificado el DNA de Bcl-6, se realiz6 la digestion con BAMH1 y SAL1,
primero se digiri6 con una enzima a 37 °C utilizando 1 pg de DNA, después se
precipita el DNA con butanol y se lava con etanol para eliminar restos de buffer de
la primera digestién, y luego se realiza la digestion con la otra enzima, de igual forma
a 37 °C toda la noche. Posteriormente se volvio a precipitar y lavar para retirar los
residuos y poder realizar la ligacion, que se dejo a 16°C por 24 horas usando 100
ng de Bcl-6 con 100 ng del vector pIRES2-EGFP (Figura 10). Después se realizé la
electroporacion, utilizando 100 ng del inserto pIRES2-EGFP/Bcl-6, en células
electrocompetentes DH5aq, la electroporacién se realizé con un choque eléctrico de
2.5V, y las células se recuperaron en 1 ml de medio liquido LB, se dejo incubando
a 37°C en agitacion por una hora, y se sembraron en medio LB soélido con
kanamicina, incubando a 37°C por 24 horas. Sin embrago no hubo crecimiento, se
realizaron varias repeticiones obteniendo el mismo resultado. Por lo que se decidié
clonar en el vector pCR2.1, en el cual no es necesario digerir, lo que evita pérdidas
de DNA al no realizar precipitaciones y lavados, ademas de que nos permite
distinguen las colonias que incorporan el DNA (colonias blancas) de las que no lo
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contienen (azules) por lo que es una forma mas sencilla de seleccionar las células
de interés. Utilizando el vector pCR2.1 se siguidé el mismo protocolo de
electroporacion que para pIRES2-EGFP, encontrandose crecimiento de las colonias
a las 24 horas, colonias blancas y uniformes, también crecieron colonias sin el
inserto que fueron de color azul.
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Figura 10. Electroforesis de las digestiones de Bcl-6. 1. marcador de peso molecular, 2.
Bcl-6 digerido con BAMH1 y después con SAL1, 3. Bcl-6 digerido con SAL1 y después con
BAMHL1.

Se eligieron colonias blancas uniformes, y se realizé PCR de colonia para corroborar
gue contenian el inserto y se utilizaron colonias azules como control negativo. Se
seleccionaron las que fueron positivas, se resembraron por estria, después se
sembraron en medio liquido LB para su crecimiento incubando a 37°C por 24 horas.
Posteriormente se realizé la purificacion de pDNA por lisis alcalina usando columna
de promega y se realizaron las digestiones con BAMHL1 y SAL1 para tener solo el
gen Bcl-6 y poder clonarlo en el vector pIRES2-EGFP.

Clonacion por el método de electroporacion:

Se realizo la ligacion del vector PIRES2-EGFP con el gen Bcl-6. El producto de la
ligacion se precipitd con butanol y se lavo con etanol al 70% para retirar el buffer de
la ligacion y tenerlo listo para realizar la clonacion. La clonacion se realizo por el
meétodo de transformacion por electroporacion descrito anteriormente, utilizando el
producto de ligacion (100 ng) y células electrocompetentes de E.coli DH5aq, que
fueron sembradas en cajas de LB con kanamicina, incubando a 37°C durante 24
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horas. Se observé el crecimiento de colonias blancas uniformes, para seleccionar
las colonias con el vector vacio y las del constructo con Bcl-6, se hizo PCR de
colonia de todas las colonias que crecieron a las 24 horas. Las que fueron positivas
se resembraron por estria, se resembraron en medio liquido LB durante 24 horas
para su crecimiento, en seguida se hizo la purificacion de pDNA usando columna
de promega, corriendo el producto en un gel de agarosa al 1% para verificar que se
encuentre la banda en 2 Kb. El producto de la PCR de colonia se mando a
secuenciar para corroborar que correspondia a la secuencia de Bcl-6 (Figura 11).

>Bclo6
AGAACTGGGGTTCTTAGAAGTGGTGATGCAAGAAGTTTCTAGGAAAGGACACCAGGTTTTGAGCAA
AATTTTGGACTGTGAAGCAAGGCATTGGTGAAGACAAAATGGCCTCGCCGGCTGACAGCTGTATCCAGTT
CACCCGCCATGCCAGTGATGTTCTTCTCAACCTTAATCGTCTCCGGAGTCGAGACATCTTGACTGATGTT
GTCATTGTTGTGAGCCGTGAGCAGTTTAGAGCCCATAAAACGGTCCTCATGGCCTGCAGTGGCCTGTTCT
ATAGCATCTTTACAGACCAGTTGAAATGCAACCTTAGTGTGATCAATCTAGATCCTGAGATCAACCCTGA
GGGATTCTGCATCCTCCTGGACTTCATGTACACATCTCGGCTCAATTTGCGGGAGGGCAACATCATGGCT
GTGATGGCCACGGCTATGTACCTGCAGATGGAGCATGTTGTGGACACTTGCCGGAAGTTTATTAAGGCCA
GTGAAGCAGAGATGGTTTCTGCCATCAAGCCTCCTCGTGAAGAGTTCCTCAACAGCCGGATGCTGATGCC
CCAAGACATCATGGCCTATCGGGGTCGTGAGGTGGTGGAGAACAACCTGCCACTGAGGAGCGCCCCTGGG
TGTGAGAGCAGAGCCTTTGCCCCCAGCCTGTACAGTGGCCTGTCCACACCGCCAGCCTCTTATTCCATGT
ACAGCCACCTCCCTGTCAGCAGCCTCCTCTTCTCCGATGAGGAGTTTCGGGATGTCCGGATGCCTGTGGC

CAACCCCTTCCCCAAGGAGCGGGCACTCCCATGTGATAGTGCCAGGCCAGTCCCTGGTGAGTACAGCCGG
CCGACTTTGGAGGTGTCCCCCAATGTGTGCCACAGCAATATCTATTCACCCAAGGAAA!

GTGCCCATGTGCTTATCCACACTGGTGAGAAGCCC QTCCCTGTGAAATCTGTGGTACC?GT,TCCGGCA
CCTTCAGACTCTGAAGAGCCACCTGCGAATCCACACAGGAGAGAAACCTTACCATTGTGAGAAGTGTAAC
CTGCATTTCCGTCACAAAAGCCAGCTGCGACTTCACTTGCGCCAGAAGCATGGCGCCATCACCAACACCA
AGGTGCAATACCGCGTGTCAGCCACTGACCTGCCTCCGGAGCTCCCCAAAGCCTGCTGAAGCATGGAGTG
TTGATGCTTTCGTCTCCAGCCCCTTCTCAGAATCTACCCAAAGGATACTGTAACACTTTACAATGTTCAT
CCCATGATGTAGTGCCTCTTTCATCCACTAGTGCAAATCATAGCTGGGGGTTGGGGGTGGTGGGGGTCGG
GGCCTGGGGGACTGGGAGCCGCAGCAGCTCCCCCTCCCCCACTGCCATAAAACATTAAGAAAATCATATT
GCTTCTTCTCCTATGTGTAAGGTGAACCATGTCAGCAAAAAGCAAAATCATTTTATATGTCAAAGCAGGG
GAGTATGCAAAAGTTCTGACTTGACTTTAGTCTGCAAAATGAGGAATGTATATGTTTTGTGGGAACAGAT
GTTTCTTTTGTATGTAAATGTGCATTCTTTTAAAAGACAAGACTTCAGTATGTTGTCAAAGAGAGGGCTT
TAATTTTTTTAACCAAAGGTGAAGGAATATATGGCAGAGTTGTAAATATATAAATATATATATATATAAA
ATAAATATATATAAACCTAAAAAAGATATATTAAAAATATAAAACTGCGTTAAAGGCTCGATTTTGTATC
TGCAGGCAGACACGGATCTGAGAATCTTTATTGAGAAAGAGCACTTAAGAGAATATTTTAAGTATTGCAT
CTGTATAAGTAAGAAAATATTTTGTCTAAAATGCCTCAGTGTATTTGTATTTTTTTGCAAGTGAAGGTTT
ACAATTTACAAAGTGTGTATTAAAAAAAACAAAAAGAACAAAAAAATCTGCAGAAGGAAAAATGTGTAAT
TTTGTTCTAGTTTTCAGTTTGTATATACCCGTACAACGTGTCCTCACGGTGCCTTTTTTCACGGAAGTTT
TCAATGATGGGCGAGCGTGCACCATCCCTTTTTGAAGTGTAGGCAGACACAGGGACTTGAAGTTGTTACT
AACTAAACTCTCTTTGGGAATGTTTGTCTCATCCCATTCTGCGTCATGCTTGTGTTATAACTACTCCGGA
GACAGGGTTTGGCTGTGTCTAAACTGCATTACCGCGTTGTAAAATATAGCTGTACAAATATAAGAATAAA
ATGTTGAAAAGTCAAA
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Figura 11. Andlisis de la secuenciacion de Bcl-6. Se utilizaron cuatro primers para lograr
la cobertura de todo el producto de PCR y se corroboré que la secuencia de Bcl-6 se
encontraba integra desde el codén de inicio al codon de paro. En amarillo esta la cobertura
del primer Rv para el extremo de Bcl-6, en color gris la del primer Fw para el extremo de
Bcl-6, subrayado la del primer Rv intermedio para Bcl-6 y en azul la del primer Fw intermedio
para Bcl-6.

Evaluacion de la expresion de Bcl-6.

Debido a que el constructo pIRES2-EGFP-Bcl6 contiene la secuencia de EGFP
downstream de Bcl-6 y la secuencia IRES2, al traducirse si se expresa la proteina
EGFP podemos deducir que Bcl-6 también es expresado. Esto es una forma
indirecta de verificar la expresion de Bcl-6. Para ello se hicieron transfecciones en
las células HEK 293T, se emplearon 4 condiciones: pIRES2-EGFP-Bcl-6, pIRES2-
EGFP (vector vacio), GFP (control positivo) y sin DNA (control negativo en
incubacion por 24 horas. Posteriormente, se verificd la expresion de EGFP en un
microscopio de fluorescencia (Figura 12). Encontramos que las células que
contenian tanto el vector vacio como el constructo con Bcl-6 expresaban la proteina
verde fluorescente lo cual es indicativo que al realizar la traduccién de proteinas se
tuvo que traducir el gen que codifica para la proteina Bcl-6 y después EGFP,
entonces deducimos que Bcl-6 se esta expresando.

pIRES-EGFP PIRES-EGFP-Bcl-6

Negativo

Figura 12. Andlisis del resultado de la transfeccién en células HEK. Contenian tanto el
vector vacio como el constructo de Bcl-6, observamos la expresion de la proteina verde
fluorescente lo cual es indicativo que también se expresé el gen Bcl-6.
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Encapsulamiento del vector en nanoparticulas de quitosan recubiertas de
antigeno.

Preparacion de nanoparticulas de quitosan con DNA.

Se prepararon nanoparticulas de quitosan al 0.5% disuelto en &cido acético al 0.2%,
usando Na2S04y 12.5 pg de DNA que fue tanto vector vacio como vector con Bcl-
6, para corroborar que el DNA fuera encapsulado se realizé un gel de agarosa al
1%, como el DNA se encapsulé completamente, se observo en la electroforesis que
el DNA no corre y se queda en el pozo, esto es porgue el quitosan que encapsula
el DNA tiene una carga positiva (Figura 13).
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Figura 13. Electroforesis de la encapsulacion del DNA por nanoparticulas de
quitosan: 1. Marcador de peso molecular, 2. Nanoparticulas de quitosan, 3. DNA
(PIRES2-EGFP), 4. Np-Ch+DNA (PIRES2-EGFP-Bcl-6), 5. NP-Ch + DNA (PIRES2-
EGFP). Las nanoparticulas se prepararon usando 12.5 ug de DNA total. En cada
carril se cargaron 15 pl de muestra.

Preparacion de nanoparticulas de quitosan recubiertas de antigeno.

Se prepararon Np-Ch cubiertas de antigeno, el antigeno a utilizar es la proteina A
de Staphylococcus aureus. Sin embargo, para la estandarizacién utilizamos
albumina de suero bovino (BSA). Probamos dos distintos métodos para el pegado
de la proteina, uno por el método de adsorcién en el cual la proteina se pega
electrostaticamente (por carga), el DNA se une por su carga negativa al quitosan
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gue tiene una carga positiva. Esta union es débil y reversible. Por lo tanto probamos
otro método en el cual hay una union covalente, utilizamos glutaraldehido como
crooslinker el cual se unird al quitosan y éste a la proteina, realizando una unién
irreversible.

Los resultados obtenidos se midieron realizando un ensayo de BCA al sobrenadante
comparando su concentracion con la albumina que se uni6 a las Np-Ch y asi poder
calcular el porcentaje de eficiencia de pegado y comparar entre ambos métodos
(Figura 14).
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Figura 14. Comparacion entre los métodos de adsorcién y union covalente de la proteina
a las Np-Ch. Observamos que conforme aumenta la concentracion de BSA por el método
de adsorcién hay una menor unién de la proteina al quitosan, mientras que por el método
de unién covalente hay una mayor union de la proteina al quitosan, dejando en los lavados
una menor concentracion de proteina, por lo tanto el método covalente es mas eficiente al
captar una mayor cantidad de proteina.

Para saber con mas certeza si la proteina se estaba uniendo a Np-Ch, realizamos
un SDS- PAGE, tanto de Np-ch con BSA y de los lavados para tener un estimado
de la proteina que no se pegaba y comparar con el ensayo de BCA. Probamos
diferentes concentraciones de la proteina y se observo que a mayor concentracion
se pega mas la proteina al quitosan, en cambio al preparar Np-Ch con una misma
concentracion de proteina y diferentes concentraciones de quitosan no habia un
cambio significante en la union, asi que no afecta la cantidad de quitosan, sino la
cantidad de proteina, ya que el quitosan tiene muchos sitios de union disponibles
(Figura 15)
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Figura 15. SDS- PAGE de Np-Ch con diferentes concentraciones de BSA (100pg/ml de Np-
Ch), y diferentes concentraciones de Np-Ch (5 pg/ml de BSA) por el método de adsorcion,
1. MPM, 2. 0.1 pg/ml de BSA, 3. 0.5 pg/ml de BSA 4. 1.0 pug/ml de BSA, 5. 5 ug/ml de BSA
6. BSA sin Np-Ch, 7. BSA 12.5 pg/ml de Np-Ch, 8. BSA con 25 pg/ml de Np-Ch, 9. BSA
con 50 pg/ml de Np-Ch, 10. BSA con 200 pg/ml de Np-Ch.

Realizamos otro SDS-PAGE, en donde cargamos los lavados de Np-Ch con BSA,
ya que al lavarlas en el sobrenadante quedaria toda la proteina que no se unié al
quitosan. Se observé una mayor cantidad de proteina en el sobrenadante que
proteina pegada al quitosan, y al realizar el ensayo de BCA hubo mayor
concentracion de proteina en los lavados, por lo tanto en este método de adsorcién
hay poca eficiencia de pegado de la proteina (Figural6).

Diferentes [BSA] Diferentes [NP-Ch]
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Figura 16. SDS —-PAGE de sobrenadantes con diferentes concentraciones de BSA
(100ug/ml de Np-Ch) y diferentes concentraciones de Np-Ch (5 pg/ml de BSA) por el
método de adsorcion. 1. MPM, 2. 0.1 pg/ml de BSA 3. 0.5 ug/ml de BSA 4. 1.0 ug/ml de
BSA, 5. 5 pg/ml de BSA, 6. BSA sin Np-Ch, 7. BSA con 12.5 pug/ml de Np-Ch, 8. BSA con
25 pg/ml de Np-Ch, 9. BSA con 50 pg/ml de Np-Ch, 10. BSA con 200 pug/ml de Np-Ch.

Se realizé el mismo procedimiento para las muestras y los lavados de las Np-Ch
preparadas por el método de union covalente, al igual que por el método de
adsorcion se realizaron con diferentes concentraciones de proteina con una misma
concentracion de quitosan, y también con una misma concentracion de proteina con
distintas concentraciones de quitosan. Se observé que hay mayor union de la
proteina al quitosan cuando se aumenta la concentracion de la proteina (Figura 17),
y en los lavados se observo que hay menor cantidad de proteina que no se une al
quitosan, realizando el ensayo de BCA de los lavados se observdé una mayor
eficiencia de pegado de la proteina a Np-Ch (Figura 18), comparado con el método
de adsorcion. Por lo tanto elegimos este método para la union del antigeno.
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Figura 17. SDS- PAGE de Np-Ch con diferentes concentraciones de BSA (100ug/ml de Np-
Ch), y diferentes concentraciones de Np-Ch (5 pg/ml de BSA) por el método de unién
covalente. 1. MPM, 2. 1 pg/ml de BSA, 3. 5 pg/ml de BSA 4. 10 pg/ml de BSA, 5. 20 pg/ml
de BSA 6. BSA sin Np-Ch, 7. BSA 12.5 pug/ml de Np-Ch, 8. BSA con 25 ug/ml de Np-Ch, 9.
BSA con 50 pg/ml de Np-Ch, 10. BSA con 200 pg/ml de Np-Ch.
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Figura 18. SDS -PAGE de sobrenadantes con diferentes concentraciones de BSA
(100upg/ml de Np-Ch) y diferentes concentraciones de Np-Ch (5 pg/ml de BSA) por el
método de union covalente. 1. MPM, 2. 1.0 ug/ml de BSA 3. 5 ug/ml de BSA 4. 10 pg/ml
de BSA, 5. 20 pg/ml de BSA, 6. BSA sin Np-Ch, 7. BSA con 12.5 ug/ml de Np-Ch, 8. BSA
con 25 pug/ml de Np-Ch, 9. BSA con 50 pg/ml de Np-Ch, 10. BSA con 200 pg/ml de Np-Ch.

Al preparar las Np-Ch con BSA por el método covalente, cuando afiadimos NaOH
la muestra se precipitaba formando grumos, y nos era dificil trabajar con ella, asi
que probamos prepara las Np-Ch sin NaOH. La ausencia de este paso no debia
afectar porque se usa para una mayor desacetilacion del quitosan, sin embargo el
quitosan que empleamos tiene un grado de desacetilacion alto, cercano al 80%.
Corrimos un SDS-PAGE para ver si afectaba, y observamos que fue la misma unién
de proteina con el quitosan, y que no afecto nuestro procedimiento, asi que
proseguimos a prepararlas sin NaOH (Figura 19).
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Figura 19. SDS- PAGE de Np-Ch con diferentes concentraciones de BSA (100ug/ml de Np-
Ch), y diferentes concentraciones de Np-Ch (5 pg/ml de BSA) por el método de unién
covalente sin NaOH. 1. MPM, 2. 1 ug/ml de BSA, 3. 5 pg/ml de BSA 4. 10 ug/ml de BSA,
5. 20 pg/ml de BSA 6. BSA sin Np-Ch, 7. BSA 12.5 pg/ml de Np-Ch, 8. BSA con 25 pg/ml
de Np-Ch, 9. BSA con 50 pg/ml de Np-Ch, 10. BSA con 200 pg/ml de Np-Ch.
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Figura 20. SDS —PAGE de sobrenadantes con diferentes concentraciones de BSA
(100upg/ml de Np-Ch) y diferentes concentraciones de Np-Ch (5 pg/ml de BSA ) por el
método de union covalente sin NaOH. 1. MPM, 2. 1.0 pg/ml de BSA 3. 5 ug/ml de BSA 4.
10 pg/ml de BSA, 5. 20 pg/ml de BSA, 6. BSA sin Np-Ch, 7. BSA con 12.5 pg/ml de Np-Ch,
8. BSA con 25 pg/ml de Np-Ch, 9. BSA con 50 pg/ml de Np-Ch, 10. BSA con 200 ug/ml de
Np-Ch.

Preparacion de nanoparticulas de quitosan que encapsulan DNA cubiertas de
antigeno.

Se prepararon Np-Ch al 2% con DNA (12.5 pg) y BSA, usando las siguientes
concentraciones de BSA:
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[BSA] Vol. del stock | Vol. Np-Ch (ul) | PBS (pl)
de BSA [100
mg/mL] (k)

5 pg/ mL 50 200 750

1 pg/ mL 10 200 790

O5ug/mL |5 200 795

0.1 pg/mL 1 200 799

0 0 200 800

Se realizo6 el ensayo de BCA para saber la concentraciébn de proteina que se
quedaba en los lavados y la que se pegaba al quitosan pero ahora Np-Ch con DNA,
observamos que hay menos unién de la proteina al quitosan cuando el quitosan
tiene DNA, lo que muestra que hay una competencia por los grupos funcionales con
el quitosan (Figura 21). Durante la preparacion de estas Np-Ch corroboramos su
unién con el DNA corriendo un gel de agarosa al 1% (Figura 22).
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Figura 21. Comparacion del porcentaje de eficiencia de la uniéon de BSA a Np-Ch con DNA
y sin DNA.

40



12346738

12000
5000

2000

1000
850
650
500

Figura 22. Electroforesis del gel de agarosa al 1% de las Np-Ch con DNA, usando 12.5 ug
de DNA, 1. Marcador de peso molecular, 2. Quitosan mas H20, 3. DNA (PIRES-2EGFP), 4,
5,6 y 7. Np-Ch con DNA. Se cargaron muestras de triplicado.

Se realiz6 SDS-PAGE para Np-Ch con DNA y BSA, al igual con los lavados y se
comprobd que hay una menor union de la proteina al quitosan cuando hay DNA

(Figura 23). Se realizaron nuevas Np-Ch preparadas por el método covalente Figura
24y 25.
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Figura 23. SDS-PAGE de Np-Ch con DNA y BSA por el método de adsorcion 1.
MPM, 2. NP-Ch con 10 pg/ml de BSA, 3,4y 5. Np-Ch con 12.5 ug/ml DNA y 10
png/ml BSA.
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Figura 24. Np-Ch con 12.5 pg de DNA y diferentes concentraciones de BSA por el
método covalente. 1. Marcador de peso molecular, 2. Np-Ch sin BSA, 3. Np-Ch
con 12.5 ug de DNA mas 0.1 pg/ml de BSA, 4. Np-Ch con 12.5 pg/ml de DNA mas
0.5 pg/ml de BSA, 5. Np-Ch con 12.5 ug de DNA y 1 pg/ml de BSA, 6. Np-Ch con
12.5 ug de DNA y 5 ug/ml de BSA.
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Figura 25. Sobrenadantes de Np-Ch con 125 pg de DNA vy diferentes
concentraciones de BSA por el método covalente. 1. Marcador de peso molecular,
2. Np-Ch sin BSA, 3. Np-Ch con 12.5 pg de DNA mas 0.1 pg/ml de BSA, 4. Np-Ch
con 12.5 pg/ml de DNA mas 0.5 pg/ml de BSA, 5. Np-Ch con 12.5 uyg de DNAy 1
pg/ml de BSA, 6. Np-Ch con 12.5 ug de DNA y 5 pg/ml de BSA.

De esta manera deducimos que la proteina BSA se une covalentemente a Np-Ch,
pero con una menor eficiencia cuando Np-Ch tiene DNA, cabe mencionar que todos
los experimentos de la preparacion para la union de la proteina a Np-Ch se hicieron
por triplicado.

Discusion
En este trabajo se informa la amplificacion y clonacion del gen Bcl-6 y su
encapsulacién en nanoparticulas de quitosan conjugado a antigeno con el objetivo
de dirigir su liberacion hacia células B humanas. En las células B el incremento en
la expresion del represor transcripcional Bcl-6 promueve su rapida proliferacion y la
formacion de agregados que maduran hacia la generacion de centros germinales
(CG). Asimismo Bcl-6 provee un ambiente tolerante para la hipermutacién de los
genes de inmunoglobulina. Por ello, la expresion de Bcl-6 en las células B es critica
para la formacion in vitro de CG, que pueden servir de modelos para el estudio de
la memoria inmunoldgica. El objetivo de este trabajo fue generar un método de
encapsulacién y liberacién de DNA exdgeno codificante para la proteina Bcl-6 para
ser utilizado como una forma de transfeccion y marcaje para células B con un BCR
especifico. La interaccion con el antigeno permite la sefializacion a través del BCR
y Su captacion en un proceso llamado endocitosis mediada por BCR, en el cual el
antigeno es endocitado, y al estar unido a la nanoparticula conteniendo el vector

codificante para Bcl-6, éste también sera endocitado.

La amplificacién y clonacion del gen Bcl-6 representé un desafio, primeramente,
tomando como base la secuencia de referencia de Bcl-6, se disefaron
oligonucleadtidos que flanqueaban el dominio deseado dejando fuera las secuencias
no codificantes (UTR). El tamafio esperado del amplicon fue de 2 Kb, sin embargo,

se encontré amplificacién de otros productos incluyendo uno en gran concentracion
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de aproximadamente 1.3 Kb. A pesar de diversas estrategias que empleamos para
mejorar la especificidad de la PCR, siempre se encontré la amplificacion de este
producto, el cual fue secuenciado y podria corresponder a una forma cortada de
Bcl-6 o una variante de menor tamafo. En un estudio de Shen, et al 2008 se
disefiaron oligonucledtidos similares a los nuestros empleando la secuencia de
referencia y se encontré también la amplificacion de una variante corta de alrededor
de 1.8 Kb. En dicho estudio se emplearon diversas lineas celulares de linfocitos B
para el aislamiento de los transcritos, en cambio en este trabajo para la amplificacion
de Bcl-6 se realiz6 cDNA de RNA de sangre periférica pero dado que no se obtuvo
la banda deseada probamos otros tejidos en donde se ha encontrado mayor
expresion del gen Bcl-6 como en amigdala y apéndice. Es posible que la expresion
de diferentes variantes dependa del tejido del cual se obtengan, por ejemplo una
isoforma de Bcl-6 de alrededor de 300 pb ha sido reportada en hipocampo humano
(Shen et al. 2008). Dado que no se han reportado isoformas de 1.3 Kb, es probable
gue se trate de un producto cortado de Bcl-6 generado durante la PCR.

Aun empleando muestras de tejido, la cantidad de transcritos presentes para la
amplificacion de Bcl-6 era muy baja y no obteniamos resultados favorables asi que
nos propusimos aumentar la concentracion de mRNA, purificando los mensajeros,
pero obteniamos una banda muy tenue. Posteriormente decidimos realizar el cDNA
y PCR en un solo paso realizando One Step - PCR, tedricamente al realizar estos
procedimientos obtenemos mayor concentracién y finalmente pudimos amplificar el
gen. La importancia de utilizar estos reactivos para la amplificacion del gen, es que
en un mismo pozo se lleva a cabo los pasos de la transcripcion reversa y PCR, esto
reduce el niumero de manipulaciones de las muestra requeridas, el tiempo para
obtener resultados, y menor riesgo de contaminacion, este kit es ideal para la

deteccion rapida de la expresion génica.

Una vez que obtuvimos el gen Bcl-6 amplificado, proseguimos a clonarlo, en
estudios anteriores clonaron el gen Bcl-6 para estudiar las translocaciones
cromosomicas que involucran la banda 3927 y varios sitios cromosémico ( Bihui, et

al 1993) ellos clonaron en un vector del fago lambda Gem1l y posteriormente
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hicieron un screening de libreria empleando linfocitos humanos; en cambio,
nosotros buscamos un vector que cumpliera con las caracteristicas de expresion de
dos proteinas diferentes, que tuviera el gen que codifica la proteina verde
fluorescente para observar su expresion, y que tuviera un promotor con gran
capacidad de replicacion en células de mamifero como lo es el promotor
citomegalovirus (CMV). En este vector las secuencias que flanquean EGFP tienen
un sitio de inicio de traduccion de la secuencia Kozak, es por ello que el indicado
fue piIRES2-EGFP. Sin embargo, la clonacion en este vector era poco eficiente en
el nimero de colonias crecidas, por lo que decidimos primero clonarlo en un vector
para clonacion PCR2.1. Una caracteristica esencial del vector PCR2.1 es que
permite seleccionar colonias que tienen el producto de PCR, ademas de que son
lineales y tienen extremos 3'T (residuo de timina en el 3"del vector) por lo que su
uso es inmediato, sin necesidad de digerir el inserto. El uso de estos vectores es
muy frecuente ya que cualquier gen puede ser guardado, para su posterior uso en

otros vectores.

Por otro lado, para el desarrollo de métodos que permitan la estimulacion y
seleccion de células B, un problema comudn ha sido la activacion policlonal (datos
no publicados). Por ello se propuso una membrana a base de quitosan que llevara
en su superficie antigeno inmovilizado para un mayor reconocimiento del receptor
de células B (BCR). En un trabajo anterior han reportado la produccion de
anticuerpos monoclonales producidos por células B plasméaticas, donde realizan
transfecciones de los genes Bcl-6 y Bcl-XL empleando retrovirus [26]. Este abordaje
permitié la expansion de linfocitos B y su perpetuaciéon in vitro, ademas hubo
diferenciacion hacia células plasmaticas que produjeron mAbs contra el virus
sincitial respiratorio. Este trabajo proporcion6 una nueva herramienta para estudiar
la biologia de células B del centro germinal, la traduccion de sefiales a traves de
BCR especificos de antigeno y la generacion de anticuerpos monoclonales
humanos de alta afinidad (kwakembos et al 2010). A diferencia de lo que nosotros
planteamos, en el trabajo de Kwakembos et. al se utilizaron células B de memoria
CD27* humanas de sangre periférica, nuestro objetivo serd emplear células B naive

por seleccidén negativa para evitar su activacién en ausencia de antigeno, ademas
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ellos transfectaron con Bcl-6 y Bcl-XL mediante transferencia génica mediada por
retrovirus LZRS, mientras que nosotros planteamos la incorporacion de las Np-Ch
por endocitosis mediada por BCR, es decir, ésta sera especifica, no se
transfectarian todas las células sino solamente las que reconocen el antigeno. Lo
gue tomamos de este trabajo es que la sobreexpresion de Bcl-6 y Bcl-XL confiere
una alta capacidad proliferativa, lo cual es alentador para nuestro trabajo. Sin
embargo, ellos, observaron que habia una activacién policlonal, lo cual se podria

resolver con nuestro abordaje.

Para la inmovilizacion de proteina en las Np-Ch, nos basamos en el método descrito
por Khodaei et al 2018, en este trabajo inmovilizaron la proteina A de
Staphylococcus (SpA) en el quitosan. Ellos al preparar las Np-Ch utilizaron quitosan
al 2% comparado con el estandarizado por nuestro colaborador el Dr. Victor Hugo
Bermudez que en su protocolo utiliza quitosan al 0.1%. Decidimos utilizar el quitosan
al 2% ya que cuando se quiere que el quitosan se una DNA y también la proteina
en su superficie, es necesario mas grupos funcionales del quitosan para que se
puedan unir mas grupos funcionales de la proteina y el DNA. En el trabajo de
Khodaei et al 2018 se evalu6 la inmovilizacién la proteina albumina mediante dos
enfoques diferentes, primero, el acoplamiento directo de la proteina en el quitosan
mediante el uso de glutaraldehido, y en segundo lugar la funcionalizacién de los
grupos amino del quitosan con tris (2-aminoetil) para producir restos de amino de
doble ramificacion seguido de la activaciébn con glutaraldehido. Nosotros nos
basamos en la utilizacion del glutaraldehido solamente, ya que el segundo método

planteaba mas dificultades.

En otros estudios inmovilizan proteina unida al quitosan, usando albumina de suero
bovino (BSA) para el desarrollo de nanoparticulas de quitosan como un sistema de
administracion de medicamentos [16]. En el estudio de Katas et al 2013 se empled
quitosan de bajo peso molecular con alto grado de desacetilacion (75-85%), para
una mejor union con la proteina, sin embargo no mencionan el porcentaje de
eficiencia alcanzado. Por otro lado, en el trabajo reportado por Khodaei et al 2018

inmovilizan la proteina SpA a nanoparticulas de quitosan, donde tuvieron una buena
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eficiencia de unién (60%). Nosotros utilizamos estos trabajos como base, ya que
para la estandarizacion se podia usar BSA por la accesibilidad a ella, y asi tener un
protocolo para empezar con SpA. Katas et al 2013 usaron el método de union a
quitosan al 0.1% con sulfato de dextrano (DS) al 0.05% con concentraciones de
BSA de 0.2 mg/mL y 1 mg/mL, donde tuvieron mejor concentracion de pegado a
Np-Ch fue con la mayor concentracion de proteina 1 mg/mL, comparado con
nuestros resultados que la concentracion de BSA en la que mejor se unia a la
proteina a las Np-Ch que contenian DNA fue de 10 mg/mL, como se menciona en
la parte de resultados, esto pudo ser por la presencia del DNA que ya tenian las Np-
Ch. Es por ello que en nuestro trabajo la eficiencia fue baja cuando la nanoparticula
contenia el DNA (gen Bcl-6) y esto se debe a que hay una competencia por los
grupos funcionales del quitosan. Entonces, requerimos emplear una concentracion

mayor de quitosan para tener mas grupos de union.

Durante la preparacion de Np-Ch con el método covalente se utiliz6 NaOH el cual
ayuda a la desacetilacion del quitosan, al trabajar con él se formaban grumos, asi
gue decidimos quitar este paso y observar si afectaba en la preparacion de Np-Ch.
Nuestros resultados fueron los mismos adn eliminando ese paso del protocolo. Esto
es a que el quitosan que se utiliza tiene un alto grado de desacetilacion por ello no

afecta si no hay una mayor desacetilacion con el NaOH.

Una vez estandarizado el protocolo para la unién de la proteina BSA a Np-Ch que
encapsulan DNA, se pretende prepararlas con antigeno en su superficie, es decir
con la proteina A (SpA) para asi transfectarlas en células B y corroborar que las Np-
Ch transfieran su contenido en las células B. Esperamos que entren en mayor
cantidad las Np-Ch con antigeno en su superficie, porque las células B reconocerian
por medio de su BCR al antigeno, comparado con las Np-Ch que no tengan el
antigeno en su superficie. Teniendo esto, podremos comparar la proliferacién de las
células B que contengan el constructo con Bcl-6 y las que tengan el vector vacio y
probar la eficiencia de nuestra construccion. El desarrollo de este sistema de
estimulacion especifica de antigeno podra ser aplicado posteriormente para la

activacion de las células B y la generacion de un centro germinal in vitro.
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Conclusiones y Perspectivas

En este trabajo se logré la amplificacién del gen que codifica la proteina Bcl-6 y su
clonacion en el vector pIRES-EGFP, lo que permite la traduccidén de dos proteinas
con un solo promotor, y que ademas tiene un gen reportero, la proteina EGFP. De
esta forma permite comprobar de forma indirecta la transcripcion de nuestro gen de

interés.

En este trabajo se usaron por primera vez Np-Ch encapsulando el vector que
codifica la proteina Bcl-6, factor fundamental para la reaccion del centro germinal.
Se estandarizo la unién de proteina en la superficie de Np-Ch, usando la proteina
BSA, quedando 10 mg/mL como la concentracibn mas ideal para la unién al
quitosan. Puesto que antigenos unidos a membrana son mas eficientes para
inducir la activacién de células B que los antigenos solubles, nuestras Np- Ch
encapsulando el constructo de Bcl-6 y unidas a antigeno son un aporte fundamental
en investigaciones posteriores para la reaccion del centro germinal in vitro. Para la
formacion del centro germinal son fundamentales una variedad de células, citocinas
y una matriz extracelular, asi como también factores que determinen la
diferenciacion de células plasmaticas productoras de anticuerpos como es el factor
Bcl-6. Por ello, nanotransportadores como lo son nanoparticulas de quitosan
encapsulando Bcl-6 facilitard que células especificas se activen y puedan
diferenciarse en un fenotipo de centro germinal. En estudios anteriores han creado
organoides de ratdn para la reproduccion del centro germinal in vitro, lo cual permitio
el aislamiento de anticuerpos monoclonales especificos de antigeno (Kyung-Ho et
al 2018). Sin embargo, una de las limitaciones de ese trabajo es que los mAbs de
ratdn necesitan pasar por un proceso de humanizacion. Por ello, mi perspectiva a
futuro es la generacioén de un organoide inmune humano para imitar la reaccion del
centro germinal tomando en cuenta otros componentes del microambiente (células
TFH, células dendriticas, matriz extracelular, etc) y no solo células B. Esto podria
ofrecer un nuevo enfoque para comprender mejor la biologia del centro germinal y

la generacion de anticuerpos monoclonales humanos.
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