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1. RESUMEN

El mecanismo por el cual algunos receptores celulares al interaccionar con sus
ligandos mandan sefiales al interior de la célula incluye cambios en el estado de fosfortlacion
en residuos de tirosina en varias proteinas. Los receptores que utilizan este tipo de
sefialamiento se dividen en dos grupos: los receptores que son cinasas de tirosina y los
receptores acoplados a cinasas de tirosina. Ejemplo de los primeros son receptores para
factores de crecimiento y diferenciacion (FGF, IGF-1, NGF, EGF Y M-CSF), mientras que
otros receptores que no tienen dominio catalitico desencadenan cascadas bioquimicas que
comienzan con la activacidn de cinasas de tirosina. Ejemplo de estos Gltimos son los
receptores para citocinas que regulan la proliferacion y la diferenciacion en células del
sistema hematopoyético, receptores para antigeno de linfocitos B y T, receptores Fc que
reconocen al anticqerpo, e integrinas cuyos ligandos son las proteinas de la matriz
extracelular. Una manera de estudiar las proteinas que participan en el mecanismo de
transduccion de sefiales es mediante la identificacién de fosforilaciones en los residuos de
tirosina  Existe toda una variedad de metodologias bioquimicas modernas que permiten
identificar los cambios bioquimicos en las proteinas involucradas en la rdpida activacion de
cascadas de sefialamiento intracelular v que nos permiten estudiar estos procesos. Los
anticuerpos monoclonales son herramientas importantes en este tipo de metodologias. Los
anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina comerciales como el 4G10 y el PY 20 son muy
costosos o presentan problemas de especificidad y sensibilidad en su deteccion, por lo cual
se decidio fabricar nuevos anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina en el laboratorio.

En el laboratorio se obtuvieron hibridomas de la fusion de las células productoras de

anticuerpos de anmimales previamente inmunizados, con células de mielomas. De estos



hibridomas se seleccionaron seis clonas que secretaban anticuerpos anti-fosfotirosina. Se
purificaron y se determinaron los isotipos de los anticuerpos producidos por las clonas
escogidas. La especificidad de los anticuerpos se probd empleando los ensayos de Western
Blot con lisados totales de una linea celular de macrofagos (J774) y una linea celular de
fibroblastos (NTH3T3). Todos los anticuerpos probados reconocen proteinas fosforiladas en
tirosinas. Asimismo, los anticuerpos son capaces de distinguir las diferencias en los patrones
de fosforilacion en los extractos de células estimuladas v no estimuladas. En los Western
Biots, uno de los anticuerpos monoclonales en particular da una sefial clara y sin ruido de
fondo. Con cuatro de los mejores anticuerpos se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones de
extractos celulares, encontrando que todos ellos son capaces de inmunoprecipitar las
proteinas fosforiladas en tirosina en disolucién.

En conclusion, los nuevos anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina son
eépeciﬁcds y sensibles para la deteccion dé proteinas fosforiladés en tirosinas por medio de
Western Blots e inmunoprecipitaciones. Uno en particular da resultados superiores al

anticuerpo comercial PY 20 probado en el laboratorio.
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2. INTRODUCCION

El sistema inmune esta expuesto constantemente a una enorme cantidad y variedad
de antigenos. Una de las caracteristicas principales del sistema inmune es su capacidad de
sintetizar un repertorio extenso de distintos anticuerpos y receptores de superficie celular
para muchos antigenos. La unién de los anticuerpos o de los receptores de células T a
moléculas extrafias provee la especificidad molecular de la respuesta inmune (Harlow et al,
1988). Cuando un ligando interacciona con su receptor, se desencadenan evenios
bioquimicos en el interior de la célula provocando cambios en €sta como una respuesta al
estimulo. Los inmunélogos han desarrollado diferentes técnicas para inducir, medir y
caracterizar la respuesta inmune y para alterar el sistema inmune a través de manipulaciones
moleculares, celulares v genéticas. Los métodos inmunoldgicos toman ventaja de la
especificidad de los anticuerpos, siendo muy atil tener una clona de células en cultivo que
produzcan un tipo particular de anticuerpo constantemente. Los anticuerpos monoclonales
sirven como herramientas valiosas para identificar modificaciones quimicas en las proteinas
involucradas en el mecanismo de sefialamiento intracelular. La identificaciéon de estas
proteinas involueradas en la cascada bioquimica nos da informacion valiosa para entender el
comportamiento celular bajo la influencia de un ligando especifico y de esta manera poder

manipular y estimular ciertas respuestas.
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2.1. SISTEMA INMUNE

Los organismos vertebrados contienen un sistema elaborade que funciona como
defensa contra la infeccidon de algin microorganismo como virus, bacterta, hongo, parasitc o
contra los productos toxicos de éstos. Este sistema, conocido como sistema tnmune, ha
disefiado varios mecanismos para localizar y erradicar los agentes extrafios. El mecanismo
de defensa se puede dividir funcionalmente en dos clases: el tipo de respuesta innata o
natural que no discrimina al agente extrafio patogeno y que acta en primera linea de defensa
y la inmunidad especifica o adaptativa, que actsa cuando las primeras defensas se superan y
su reconocimiento es mejorado por la infeccidn repetida (Roitt et al, 1986). Debido a que la
respuesta inmune puede ser muy agresiva, es necesario que las células que la constituyen
sean capaces de distinguir a los agentes exirafios de las moléculas propias. El
reconocimiento especifico se lleva a cabo por receptores y anticuerpos. La especificidad
Hlega a tal grado que los receptores y los anticuerpos son capaces de diferenci;ar run amino
acido entre proteinas similares. Ademas, la respuesta inmune ¢s regulada exrensamente para
que no se exceda o se limite su efecto. Alteraciones en cualquiera de los procesos regulados
ocasionan patologias.

Las células que proveen la especificidad molecular de la respuesta inmune son los
linfocitos Estas células tienen un nicleo grande redondo y poco citoplasma, Los linfocitos
son formados en la médula 6sea. y de ahi migran a tejidos especializados del sistema inmune
como son los ganglios linfaticos, el timo y ef bazo. Durante las fases estimuladora y efectora
de la respuesta inmune las células secretan productos proteicos con funciones similares a las
hormonas llamados citocinas (Abbas el al, 1997). Existe una gran variedad de citocinas con

mecanismos de accion muy diversos, son secretadas por maltiples tipos celulares v su accion
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se lleva acabo en varios tipos celulares (pleiotropismo) ya sea de forma autderina, pardcrina
o endderina  Cuando las citocinas son producidas por los monocitos se les domina

monocinas, mientras que las citocinas liberadas por linfocitos se llaman linfocinas.

2.1.1. REPUESTA INMUNE

Las células que participan en los mecanismos de defensa natural, como los
macrofagos v los neutrdfilos tienen receptores en su superficie que les permite reconocer
constituyentes comunes en la superficie de las bacterias y otros agentes extrafios. La unidén a
los ligandos provoca que endociten las particulas v también induce a la secrecién de
citocinas y otros mediadores quimicos por los macréfagos, Los linfocitos virgenes (que
nunca han sido expuestos al antigeno) tienen receptores en su superficie con una sola
especificidad, al contrario de los macrbfagos o neutrdfilos. La respuesta inmune especifica
se puede clasificar en dos tipos esenciales, la inmunidad humoral meﬁiada por anticuerpos
secretados por los linfocitos B y la inmunidad celular mediada por iinfocitos T. El control
de la respuesta de los anticuerpos es regulada por la diferenciacion de los linfocitos B a las
células plasmaticas o células de memoria. Esta diferenciacion es mediada por interacciones
de su receptor con su ligando, interacciones céluta-célula con macrofagos, linfocitos T y los
precursores de células B y por las citocinas liberadas por los distintos leucocitos (De
Franco, 1991). Se requiere de un contacto entre el linfocito B y la célula T para la
regulacion de la produccion del anticuerpo. La unién de ambas células ocasiona que la
célula B sintetice un receptor para el factor de crecimiento IL-4, citocina sintetizada por los
linfocitos T. Posterior a la unién con IL-4, 1a célula B empieza a sintetizar el receptor para

el factor de diferenciacion IL-5, el cual también se produce por las células T ayudadoras



(Harlow et al, 1988). La estimulacion por estas linfocinas ocasiona que la célula B prolifere
y se diferencie. La célula B madura tiene la capacidad de secretar anticuerpos especificos
contra el antigeno,

Los anticuerpos (IgM) secretados se pueden detectar en suero alrededor de siete dias
después de la exposicion al antigeno, con un pico maximo a los 10 dias que se mantiene por
un periodo corto de aproximadamente 8 dias dependiendo del antigeno. Cuando el sistema
es expueste una vez mas por el antigeno aparece la clase de inmunoglobulinas IgG, el
nimero de células B que presentan el anticuerpo en su superficie incrementa
exponencialmente v los niveles de anticuerpo que se detectan en el suero también aumentan
y persisten por 2 6 3 semanas. La cantidad y la afinidad de los anticuerpos secretados
aumenta con exposiciones repetitivas del mismo antigeno, fendmeno que se conoce como

maduracidn de la respuesta inmune.
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2.2. ANTICUERPOS

En 1890 Emil von Behring y Shibasaburo Kitasato descubrieron que en el suero de
individuos infectados existian “substancias “ que se adherian especificamente al patogeno.
Estas sustancias posteriormente fueron nombradas anticuerpos. Elvin Kabat demostr6 que
fa mayoria de los anticuerpos se encontraban en el tercer grupo de migracién electroforética
mas rapido de las globulinas del suero, llamado gama globulinas, por lo cual se les llama
también inmunoglobulinas (Abbas et al, 1997). Las inmunoglobulinas estan formadas de
cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas (55 kDa) y dos ligeras (25 kDa) unidas
entre si por puentes de disulfuro. Las cadenas ligeras existen en dos clases denominadas x y
A. Existen cinco clases de inmunoglobulinas llamadas IgA, IgD, IgE, IgG y 1gM, de las
cuales las inmunoglobulinas IgA e 1gG cuentan con los subtipos IgAl e 1gA2, e IgGl, 1gG2,
1eG3 e lg(G4 respectivamente (Abbas et al, 1997).

La molécula se divide en dos porciones: la parte Fab, la cual estd relacionada con la
fijacion del antigeno; y la parte Fe, parte efectora de la molécula (Figura 1). Los sitios de
fijacion del antigeno se encuentran en las porciones amino terminal de fa region variable de
ambas cadenas. Dos clases de inmunoglobulinas contienen un componente polipeptidico
adictonal lamado cadena J. En las IgM, cinco de las unidades basicas se unen alrededor de
la cadena ] formando un pentamero y en lgA forman dimeros y trimeros alrededor de ia

cadena ] v el componente secretor (polipéptido que proviene de las células epiteliales).
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Figura 1. - Molécula de Inmunoglobulina (a) 1gG e (b) IgM.

(2)

(b)

Figura 1. - (a) La molécula de inmunoglobulina esta formada de dos cadenas polipeptidicas
pesadas (negra) y dos ligeras (gris). Existen puentes de disulfuro (8-S) entre las cadenas
pesadas v ligeras y entre las dos pesadas. Los extremos amine teminal de ambas cadenas se
encuentran las regiones vartables, las cuales son responsables de la interaccion con el antigeno.
(b) La molécula de IgM consta de cinco subunidades de inmunoglobulina unidas por puentes
de disulfuro. La cadena I se requiere para el proceso de polimerizacidn,
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2.2.1. GENETICA MOLECULAR DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Cada molécula de anticuerpo tiene una gran especificidad para su ligando. La
especificidad de un anticuerpo se define como la capacidad de éste de discriminar entre
diferentes ligandos. Esta especificidad se determina genéticamente (Abbas et al, 1997). Las
cadenas pesadas (H) y las ligeras (L) que conforman el anticuerpo contienen dominios
constantes (C) y variables (V) (Figura 2). El exon que codifica para la porcion variable de la
cadena pesada (Vy) es un producto de tres genes; V, D y J. Uno de varios cientos de genes
V se combina con uno de los 12 segmentos D y unc de los 6 segmentos I, para producir el
gen funcional VDJ en células B. El segmento genético D codifica para la porcién carboxilo

terminal del dominio variable. El dominio constante de la cadena pesada {Cy) se deriva de

los mittiples exones de C que confieren el isotipo de la inmunoglobulina (Cql, Co2, Cs, Cs,

C1.C2,G3,.CayCy).

Existe (nicamente un segmento genético que codifica para el dominio constante de la
cadena ligera x, mientras que el locus de la cadena ligera A contiene 6 diferentes regiones
constantes  Cada gen de la region C tiene 3 a 4 exones. El exdn de la porcidn variable de
las cadenas ligeras esta formado por una combinacion de uno de los cientos de segmentos V
y uno de los § 6 6 segmentos J de la cadena k y A respectivamente. La region I codifica
para la porcion carboxilo terminal del dominio variable.

Dos factores que provocan una mayor variabilidad son la mutacion somatica y que en

fos segmentos J hay veces que se afiaden al azar nucledtidos no codificados.
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2.2.2. AFINIDAD Y AVIDEZ

La fuerza de union entre un antigeno y un anticuerpo monovatentes se refiere como
afinidad  La afinidad de un anticuerpo esta influenciada por varios factores como la
estabilidad de la unidn, el grado de encaje estereoquimico entre el sitio de unidn v el epitope
y el tamafio de la region donde actian las fuerzas de atraccion y repulsion. La medida de la
afinidad se determina por métodos termodinamicos utilizando la constante de equilibrio (K)
La interaccion entre el antigeno y el anticuerpo es una reaccidon quimica muy rapida y no
covalente, Jo que le permite que sea reversible

La avidez describe la tendencia de los anticuerpos en conjunto para combinarse con
el antigeno. La avidez estd influenciada por la afinidad, la valencia del antigeno y

anticuerpo, y la composicion de los anticuerpos.

2.2.3. ANTICUERPOS MONOCLONALES

La sangre contiene diversas clonas de linfocitos B, cada una de las cuales secreta un
solo tipo de anticuerpo (monoclonal) especifico de un determinante antigénico (epitope). El
suero contiene distintas clonas de linfocitos B, por lo que es una fuente de anticuerpos
policlonales.  La utilizacién del suero dificulta la sensibilidad en algunas técnicas
mmunoquimicas ya que ademas de contener una mezcla de diferentes anticuerpos que
podrian interferir con la sensibilidad en la deteccidn de algin antigeno en particular, contiene
factores que pueden afectar inespecificamente a células que se estén utilizando en algin
ensayo.

Los linfocitos B no son capaces de sobrevivir por mucho tiempo en cultivo, por lo

cual es dificil tener una fuente de anticuerpos especificos constantes in vitro. Estas
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dificultades levaron a la conclusion que para el analisis antigénico seria conveniente contar
con soluciones de una forma unica de cada anticuerpo, derivado de una sola clona de células
B (anticuerpos monoclonales) que se pudiera mantener en cultivo por periodos largos. La
solucidon a este problema fue posible gracias al desarrollo de la tecnologia para fusionar
células v formar heterocariontes estables, una herramienta que habia sido desarrollada en et
campo de la citogenética El principio de la fusion celular radica en recuperar células
hibridas que contengan fa informacion genética de interés incorporada al genoma de la célula
que sirve de acarreadora En principio esta tecnologia permitiria recuperar los cromosomas
responsables de la sintesis de [os anticuerpos.

En 1975 Georges Kéhler y Cesar Milstein desarrollaron esta técnica para el
crecimiento de células hibridas en cultivo que secretaran anticuerpos de especificidad
definida (KOhler y Milstein, 1975). Los hibridomas (células fusionadas) se obtienen por la
fusion de células B secretoras de anticuerpo y mielomas. Los mielomas son células
tumorales de linfocitos B que secretan anticuerpos de una especificidad desconocida v que
crecen in vitro indefinidamente  Actualmente para las fusiones se utilizan lineas celulares de
mielomas que son ncapaces de secretar anticuerpos. De esa manera el hibridoma que se
obtiene solo puede secretar un tipo de inmunogiobulina que deriva de la célula B fusionada
(Kéhler et al, 1976). Las lineas celulares de mielomas mas utilizadas son X63/Ag8.653 y
Sp2/0 (Tabla 1).

{a produccidon de hibridomas es un proceso que tiene varias condiciones para que
funcione, ademas de ser largo y costoso, por lo cual es necesario tener los tipos celulares
necesarios para la fusion, definir las condiciones de fusidn eficientes, un sistema para

seleccionar las células fusionadas de las no fusionadas y un método para identificar la clona



Tabla 1. - Lineas celulares murinas de miclomas para fusién

' Linea celular Expresion de Ig Derivada de Referencia
|
P3-X63/Ag% gamma, kappa MOPC-21 Kohler et al, 1975 |
i
NSV/1.Agé. i kappa MOPC-21 Kohler et al, 1976
(no secretada) \
X63/Ag8.653  ninguna X63-Ag8  Kearneyetal |
1979 ‘
\ Sp2/0 ninguna hibridoma Sp2 ~ Shulman et al, 1978
. NSO/U ninguna HSI/1.Agd.1  Kearney et al, ;
| 1979 !
! |
A FO ninguna Clona de Sp2/Q  de St. Groth et al, i
1980 !
b
S194/5XXOBul  ninguna  Balblc  Trowbridge, 1978 |

E

de hibridoma especifica que se desea. Cada hibridoma secreta solamente un tipo de
anticuerpo. Al clonar los hibridomas, se obtienen las células que son todas idénticas {(clona)
y por lo tanto produce exclustvamente un tipo de anticuerpe (monoclonal). Debido a su
origen monoclonal, a éstos se les llama anticuerpos moneclonales (Galfre et al, 1981) Los
anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas pueden ser utilizados para aislar o

reconocer antigenos especificos.
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La produccién se puede dividir en tres etapas: la inmunizacién del raton, la
produccién de hibridoma y finalmente el proceso de seleccidn del hibridoma estable y que

secrete anticuerpos especificos contra el antigeno deseado.

2.2.4. INMUNIZACION

La inmunizacion es la induccién de una respuesta inmune deliberada, por ejemplo, al
inyectar el antigeno en un animal Para que el animal produzca anticuerpos especificos
contra un antigeno es necesario que el antigeno pueda provocar una respuesta humoral.
Esto se determina por la estructura quimica del compuesto. es decir si el compuesto estd en
su forma mas reactiva puede provocar una respuesta inmune favorable. Existen compuestos
que ayudan a aumentar la respuesta inmune ocasionada por un antigeno  Estos
estimuladores no especificos se conocen como adyuvantes, que actlian promoviendo una
presentacion méas eficiente del antigeno a las células del sistema inmune y ocasionando
también un aumento en la concentracion de linfocinas. El adyuvante de Freund es el mas
comunmente utilizado (Freund, 1956).

Compuestos pequefios (haptenos) por si solos no provocan una respuesta inmune,
sino que requieren estar acoplados covalentemente una proteina acarreadora o una cadena
polipeptidica (Eranger, 1980; Roitt et al, 1996). Las proteinas acarreadoras mas utilizadas
son albumina de sueroc de bovino (BSA), y ovalbimina (huevo), v la hemocianina del
artropodo Megathura crenulata denominada KLH (keyhole limpet hemacianine). Estas
proteinas tienen la caracteristica de ser proteinas solubles y muy lejanas filogenéticamente a
los animales que se utilizan para inmunizar (ratones, ratas o conejos), por lo cual son

proteinas muy antigénicas.
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Algunos haptenos se pueden acoplar a cualquiera de las proteinas acarreadoras
mencionadas por medio de glutaraldehido. E! glutaraldehido funciona como un puente entre
un grupo amino del haptenc y un grupo amino de la proteina acarreadora (Avrameas, 1969,
Korn et al, 1971).

Los animales se inyectan con la preparacién del antigeno por diferentes vias
(intraperitoneal, intramuscular y subcutinea). Tiempo después se va monitoreando la
cantidad de anticuerpo especifico producido, que se encuentra en el suero del animal.

Existen varias interacciones celulares involucradas en la produccion de anticuerpos
anti-haptenc después de la inmunizacion con un complejo hapteno-proteina acarreadora
(Figura 3). Por una parte las células presentadoras de antigeno, como los macrofagos,
endocitan inespecificamente y procesan el complejo, formando péptidos de la proteina
acarreadora. Cada uno de estos péptidos se presenta en la superficie celular acoplado al
antigeno MHC clase II para ser reconocido por las células T ayudadoras, que al
reconocerlos se activan y proliferan, Por otra parte (proceso en paralelo) los linfocitos B
reconocen el complejo hapteno-proteina acarreadora por medie de su receptor
(inmunoglubulina) especifico contra el hapteno. El linfocito B como célula presentadora de
antigenc también endocita y degrada el complejo, posteriormente expresando péptidos de la
proteina acarreadora junto con antigenos MHC clase 1I. Los linfocitos T ayudadores
activados reconocen el complejo péptido-MHC expresado por las células B y mandan
sefiales de activacion a las células B. Con la influencia de interacciones linfocito B-linfocito
T v la unién de factores liberados por los linfocitos T, las células B proliferan y se

diferencian a células maduras que son capaces de secretar anticuerpos anti-hapteno.
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Figura 3. Respuesta inmune contra complejos hapteno-proteina acarreadora.

Proteina acarreadora + hapteno A

Macrofago

Célula B activada

Célula B madura
secreta anticuerpo
@ anti-hapteno

Factores ~]

{_8‘1 <—Péptido + MHC TT-—p _|

Péptido de la proteina
acarreadora

Céiula T

ayudadora activada
Célula T
ayudadora

Figura 3. Respuesta inmune contra complejos hapteno-proteina acarreadora. El complejo proteina
acarreadora-hapteno son reconocidos y endocitados inespecifcamente por macréfagos, v
especificamente por células B (por medio de su receptor en la superficie de la membrana especifico
contra el hapteno). Las dos células procesan el antigeno y presentan péptidos de 1a proteina
acarreadora junto con antigeno MHC clase II en la superficie celular. Posteriormente las células T
ayudadoras reconocen este complejo (MHC-péptido) y se activan. Las células T activadas que
reconocen el complejo en ¢élulas B liberan factores estimuladores para que la célula B pueda
profiferar y diferenciarse a célula capaz de secretar anticuerpos. Los anticuerpos secretados por la
¢élula B madura van a ser especificos contra el hapteno.
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2.2.5. PRODUCCION DE HIBRIDOMAS

Cuando la concentracién de anticuerpo detectada en el suero de los animales
inmunizados es suficientemente alta, éstos se sacrifican. Los animales se disectan y se
obtiene el bazo. En el bazo se encuentran macrofagos, células dendriticas y linfocitos By T
maduros. Dentro de la poblacién de linfocitos B que se extrajeron del bazo se encuentran
clonas que secretan anticuerpos especificos contra el antigeno inyectado Todas las células
extraidas del bazo son utilizadas para la fusién con los mielomas.

Las células B no son viables por mucho tiempo en cultivos celulares, mientras que
los mielomas tienen la caracteristica de ser inmortales. Para seleccionar las céluias
fusionadas (células B-mietoma) de las células no fusionadas (mielomas), las células se crecen
en un medio selectivo denominado HAT, por tener hipoxantina, aminopterina (o asazerina) y
timidina (Littlefield, 1964) (Figura 4). Los mielomas utilizados para la fusion son lineas
celulares deficientes en la enzima hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT) o en
la enzima timidina cinasa (TK). La ruta de salvamento de las purinas adenina v guanina
consiste de una reaccion catalizada por la enzima HGPRT donde la guanina y la hipoxantina
{(producto desaminado de la base adenina) pasan a ser GMP y AMP respectivamente
(Littlefield, 1964) (Figura 4). Los mielomas al carecer de HGPRT mueren en el medio
HAT

La deficiencia de ios mielomas se logra por la seleccion de estas células con 8-
azaguanina, que es un andlogo de la base guanina. Por ser andlogo de esta base, también es
substrato de la enzima HGPRT vy se transforman en nucledtidos no funcionales. La
incorporacion de éstos en DNA provoca la muerte de la célula. Por lo tanto en presencia de

8-azaguanina, solo las células deficientes de HGPRT pueden crecer, permitiendo la seleccion
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positiva de lineas de mielomas genéticamente deficientes en esta enzima. De la misma
manera se pueden aislar lincas de mielomas genéticamente deficientes en la ruta de
salvamento de la timidina. En este caso se emplea al mutigeno bromodeoxiuridina que se
metaboliza por la enzima timidina cinasa (TK) formando un producto letal para las células
cuando se incorpora en el DNA, lo que permite la seleccién positiva de mielomas con
deficiencia en la actividad de la enzima TK.
Los farmacos quimioterapéuticos como aminopterina, metotrexato o azaserina tnhiben la
sintesis de novo de nucleotidos. Una célula normal puede utilizar en estas condiciones la via
alterna de salvamento y sintetizar las purinas que requiere. Esto lo puede hacer si es que el
medio de cultivo estd suplementado con hipoxantina y timidina (medioc HAT). Los
mielomas que no se fusionaron no sobreviviran en medio de cultivo suplementado con
alguno de los farmacos quimioterapéuticos, ya que no tienen el gen HGPRT o TK, mientras
que los hibridos de la fusion tendran la capacidad de sobrevivir porque tienen los genes
HGPRT y TK para sintetizar los nucledtidos de purina por la ruta de salvamento (Figura 4)
Kohler y Milstein fusionaron mielomas defectuosos en HGPRT con células B
normales de animales inmunizados, utilizando el virus Sendai, que expresa una proteina que
tusiona a las células. Actualmente se utiliza polietilen glicol (PEG) para la fusion (Gefter et
al, 1977). Su uso fue demostrado por primera vez por Pontecorvo (Pontecorvo, 1975).
La fusion de las membranas de ambas células produce células multinucleadas. Durante la
mitosis de estas células, la segregacion de cromosomas no es homogénea provocando
células hijas que difieren en su complemento cromosomico generando pérdida y/o ganancia
de cromosomas ademas de haber ruptura de los mismos, que pueden perderse y en ocasiones

también mcorporarse a otros lados del genoma. En esta fase de seleccion algunas de las
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Figura 4. - Bioquimica del medio HAT para Ta seleccion de mbridomas.

(a)

Glucosa 6-fosfato D-ribosa 5-fosfato 5-fosforribosil 1-pirofosfato (PRPP)
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glicinamida formilglicinamida

.
Azasering

l

fosforribosil ~N-

formilglicinamidina
fosforribosil-4- o l
(N-succinocarboxamida) fOSforflb.osxl-S- A
5-aminoimidazol-4- e aminoimidazol-4- e fosforribosil
r e HRG IR PN 1

acido carboxilico acido carboxilico aminoimidazol

fosforribosil -4- fosforribosil -4-

carboxamida-5- ey carboxamida-3-

aminoimidazol fomamideimidazol

Adenilosuccinaty =———-» Adenilato (AMP)

Inosinato (IMP) /

TS Xentilato ———p Guanilato (GMP)



27

()

dUMP Metileno

AMP ~_ / Ha-folato ‘\

J \ ACIC?OS H4 folato
_ . nucleicos
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Figura 4. — (a) Durante la via de las pentosas glucosa 6-fosfato junto con dos aceptores de
electrones (NADP") y agua pasa a ser ribosa 5-fosfato, 5-fosforribosil 1-pirofosfato (PRPP) se
sintetiza de ribosa S-fosfato por medio de una reaccién que requiere ATP. (b) PRPP inicia el
anabolismo de nuclettidos purinas. Inositol (IMP) es el primer intermediario del anillo de
purinas. De PRPP a IMP se ilevan a cabo con 10 reacciones enziméticas donde se utiliza
glutamina y aspartato como fuentes de grupo amino y glicina como un precursor importante.
IMP se utiliza para formar AMP o GMP. (c) Las bases AMP, GMP, dUMP y dTMP son los
componentes necesarios para la sintesis de 4cidos nucleicos. Las enzimas (hipoxantina guanina
fosforribostltransferasa) HGRPT y (timidina cinasa) TK son necesarias para la ruta de
salvamento de los nucledtidos AMP y GMP y TMP respectivamente. En la figura se muestra
a que nivel actllan los farmacos: aminopterina, azaserina y metotrexato inhiben esta via de
sintesis.
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células pierden los genes que codifican para las inmunoglobulinas, mientras que otras
pierden los genes de resistencia a drogas que son necesarios en el proceso de seleccion en un
medio de cultivo. Por todas estas razones la frecuencia con la que se recupera una clona
gencticamente estable capaz de sintetizar anticuerpos es muy baje. El indice de hibridos

viables después de la fusion y del proceso de seleccién es de una célula de cada 10° células.

2.2.6. SELECCION DE HIBRIDOMAS

Para seleccionar los hibridomas que secretan el anticuerpo de interés de las demas
células fusionadas, se llevan a cabo radioinmunoensayos (RIA) o ensayos de ELISA
(Engvall et al, 1972). En Jos ensayos de ELISA (ver material v métodos) se utilizan
anticuerpos que estan acoplados a enzimas para facilitar su deteccién. Las enzimas que
normalmente se utilizan son peroxidasa (HRP) (Tijssen et al, 1984) y fosfatasa alcalina
{Avrameas, 1972). Al afiadirse el substrato de la enzima se obtiene una sefial positiva en los
pozos donde hay anticuerpos especificos contra el antigenc. En los pozos positivos podria
haber varias clonas de hibridomas, por lo cual se tienen que clonar por dilucién limitante

para asegurar la monoclonalidad.

2.2.7. INDUCCION DE ASCITIS

Los hibridomas se pueden crecer en volimenes grandes de cultivo, o bien como
tumores dentro de ratones histocompatibles para producir grandes cantidades de liquido de
ascitis con anticuerpo monoclonal. El liquido de ascitis es un fluido intraperitoneal
ocasionado por un tumor en esa drea afectada. Al inyectar los hibridomas en el peritoneo

del ratdn las células crecen a altas densidades y contindan secretando el anticuerpo de interés
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en el liquido de ascitis formado. Las concentraciones del anticuerpo en el liquido de ascitis
varfan entre 1 y 10 mg/ml. De esta manera al extraer ¢l ascitis de 1 a 2 semanas después de
la inyeccion de la clona de hibridomas, tendra una concentracion elevada del anticuerpo.

Los animales se invectan con 0.5 ml de Pristano (&cido 2,6,10,14-
tetrametildecanoico) (Potter, 1972; Hoogeraad et al, 1986) para inducir inflamacion una
semana o una semana y media antes de inyectarles los hibridomas (Harlow et al, 1988). El
pristano ocasiona que el ratén responda secretando nutrientes y reclutando monocitos y
linfocitos al peritoneo. Esto crea un buen ambiente para el crecimiento del hibridoma. Los
hibridomas en cultivo que se van a inyectar deben de estar en la fase logaritmica de
crecimiento, y se inyectan aproximadamente 1 x 10° células por raton.

Los anticuerpos en el liquido de ascitis se pueden purificar por cromatografia de
afinidad con proteina G-sefarosa o proteina A-sefarosa. La proteina G es una proteina de 30
kDa que proviene de la pared celular de la cepa G148 de la bacteria Staphylococcus aureus.
[a proteina G tiene la capacidad de reconocer a todos los subtipos de inmunoglobuiinas IgG
por su parte Fc con gran afinidad (Bjorck et al, 1984; Akerstrom et al, 1985). La proteina A
es una proteina de 42kDa que esta unida covalentemente a la pared celular de las cepas de
Staphylococcus aureus. La proteina A se une a algunas subclases de inmunoglobulinas 1gG
por medio de su porcién Fc con alta afinidad, aunque también se une a IgA e IgM (Ely et al,

1978; Goding, 1978).
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2.3. TRANSDUCCION DE SENALES

Las respuestas dadas por las células en general de un organismo muiticelular con
respecto a su microambiente requieren de una red de comunicacion que les permita trabajar
en beneficio del organismo completo. Para ello las células cuentan con un sistema elaborado
de protetnas que les permite responder a sefiales provenientes del medio externo (Nishizuka,
1992; Rosales et al, 1995). Estas sefiales determinan el comportamiento celular, es decir, su
posicion, activacion, proliferacion y respuestas.  Las sefiales externas pueden ser
transmitidas directamente a través de la activaciéon de canales idnicos en la membrana
celular, 0 con la entrada de sustancias {como hormonas esteroides) al interior de la célula.
Cuando las sustancias externas no pueden entrar a la célula, éstas activan cascadas de
reacciones bioquimicas en el interior de la célula. Estas cascadas bioquimicas llevan la sefial
externa al interior de la célula y se denominan vias de transduccion de sefial.

Muchas de las rutas de sefialamiento estan formadas por proteinas transmembranales
que funcionan como receptores especificos que pueden o no tener actividad enzimatica en su
dominio intracelular, proteinas de unién a GTP, enzimas generadoras de segundos
mensajeros (AMPc o DAG), cinasas de tirosing, treonina o serina y proteinas reguladoras.
Las proteinas reguladoras que median la respuesta celular depende del tipo celular al que
pertenezcan

Existen interacciones entre diferentes rutas de seflalamiento que incluyen
interacciones de cooperacion, sinergismo, potenciacidn, antagonismo, co-transmision y
regulacion (Cohen, 1992). La manera en que estas vias interaccionan se debe a que las
proteinas de sefialamiento o los segundos mensajeros son comunes en dichas vias (Karin et

al, 1995).
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2,3.1. CINASAS DE TIROSINA,

Uno de los mecanismos por los cuales los receptores envian sefiales del exterior hasta
el nicleo de la céluia, es la activacién de una cascada de fosforilaciones en residuos de
tirosina. Las cinasas de tirosina se encuentran en todos los organismos multicelulares v son
parte importante de las proteinas involucradas en mecanismos de sefialamiento que conectan
las sefiales del exterior con blancos dentro de la célula. Las cinasas de tirosina se pueden
dividir en dos tipos: las proteinas transmembranales que sirven como receptores especificos
de factores de crecimiento, y cinasas intracelulares que participan como proteinas de
transmision de seflales (Hunter, 1991). Las cinasas asociadas al proceso de transduccion de
la sefial mitogénica se identificaron inicialmente como los componentes oncogénicos de

retrovirus transformantes (Rodrigues et al, 1994).

2.3.1.1 RECEPTORES CINASAS DE TIROSINA

Este tipo de receptores consta de dos dominios importantes: el dominio extracelular
que tiene la capacidad de reconocer a un ligando especifico vy el dominio intracelular que
funciona como enzima al ser activado por su interaccién con el ligando en el  exterior
(Pazin et al, 1992; Kazlauskas, 1994). Los ligandos de este tipo de receptores son factores
de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento epidermal (EGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), insulina, factor de crecimiento parecido a la insulina-1
(IGF-1), factor de crecimiento de nervios (NGF), factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) vy factor estimulador de macréfagos (M-CSF) (Alberts, 1994). Cuando el

receptor cinasa de tirosina reconoce a su sustrato se activa su capacidad catalitica de cinasa
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autofosforilandose en residuos especificos de tirosina. Los residuos de tirosina fosforilados
son sitios de reconocimiento de proteinas efectoras intracelulares (Tabla 2). Las proteinas
efectoras reconocen a las tirosinas fosforiladas y su secuencia cercana brindandoles una gran
especificidad. Este reconocimiento se debe a que la proteina efectora cuenta con dominios

SH2 (Src homology domain 2) que reconocen tirosinas fosforiladas (Dawson et al, 1992).

Tabla 2. - Proteinas efectoras de algunos receptores cinasas de tirosina.

Proteinas Receptor Receptor Receptor
efectoras PDGF EGF IRS-1
(subunidad p)

PI3-K + + +
PLC-y1 + + -
Ras-GAP -+ + -
Grb2 + + +
Fam Src + ? ?
Syp/SH-PTP2 + + +
Nck + + +
She + + -

pP1 + + -
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2.3.1.2 RUTAS DE SENALAMIENTO MEDIADAS POR RECEPTORES CINASAS DE TIROSINA

Las protefnas que se unen al receptor fosforilado mandan la sefial bolégica. Por
ejemplo, ta proteina de union al receptor de EGF es Grb2, la cuat consiste de dominios SH3-
SH2-SH3 (ver siguiente seccidn) y ocasiona la translocacion del factor intercambiador de
nucledtidos, Sos, a la membrana plasméatica. Esto da como resultado la acumulacion de
Ras-GTP que se une a Raf-1 afectando su actividad de cinasa. Esto provoca la activacion
de una cascada de cinasas de treonina/serina que regulan via fosforilaciones a factores de
transcripcion. Esta ruta es la clasica via de Ras, que consiste en la activacion secuencial de
Ras, Raf-i, MEK, MAPK y factores nucleares de transcripcién {Egan et al, 1993,
Macdonald et al, 1993; McCormuck, 1993, Vojtek et al, 1993),

Otra de las proteinas que se puede unir a algunos receptores cinasa activados es
inositol trifosfato cinasa (PI3-K). Esta enzima estad posiblemente involucrada con la
activacién de algunos miembros de la familia proteina cinasa C (PKC). La enzima
fosfolipasa  C~y (PLCy) interacciona con una variedad de receptores de factores de

crecimiento y participa en la activacion de algunas isoformas de PKC (Asaoka et al, 1992).

2.3.1.3 CINASAS DE TIROSINA INTRACELULARES

Varias cinasas intracelulares se han encontrado asociadas a proteinas
transmembranales que funcionan coma receptores los cuales no tienen actividad enzimética;
quiza su funcién sea ayudar o facilitar la transmisién de sefiales al interior de la célula.
Existen por lo menos 24 distintas cinasas de firosina intracelulares que se dividen en 8
grupos v varian en tamafio desde 50 a 150 kDa. Varias de estas proteinas han sido

descubiertas por ser oncogenes 0 genes supresores, lo cuai indica que se encuentran
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involucradas en algin tipo de sefialamiento que modula el crecimiento y la diferenciacion
celular (Bolen, 1993). Las cinasas de tirosina pueden contener tres regiones: SH2, SH3 (Src
homology domain 3), que reconocen péptidos ricos en prolina en otras protefnas y su parte
catalitica (Schiessinger, 1994; Flaswinkel et al, 1995). Ejemplo de estas cinasas son: Jak i,

Jak 2, Syk, Zap70, Src, Fyn, etc.

2.3.2. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION POR FOSFORILACIONES.

Muchas sefiales del medio externo inducen [a activacion de la transcripcidn de ciertos
genes especificos para dichas sefiales. La meta de los mecanismos de sefalamiento
intracelular es hacer posible que la sefial de! medio externo llegue al ndcleo. Existen tres
niveles de regulacion de la transcripcion por fosforilaciones. Algunos factores se encuentran
secuestrados en el citoplasma y necesitan librarse de Ja proteina secuestradora por algln
mecanismo regulado de fosforilaciones para transtocarse al nacleo y llevar a acabo su efecto.
Otro mecanismo regulado por fosforilaciones es la actividad de union al DNA del factor de
transcripeidn. El tercer mecanismo de regulacion de la transcripcion por fosforilaciones es la
interaccion de! dominio transactivador del factor de transcripcion con la maquinaria de

transcripeion (Hunter et al, 1992),



(3]
h

3. OBJETIVO

En el laboratorio se han producido hibridomas que secretan anticuerpos anti-
fosfotirosina diferentes a ios comercialmente disponibles. El objetivo de este trabajo es
caracierizar estos nuevos anticuerpos para determinar cudles reconocen con mayor
sensibilidad las proteinas fosforiladas en residuos de tirosina de extractos celulares por

medio de ensayos de Western Blot e inmunoprecipitaciones.

4. PROCEDIMIENTO

Para lograr el objetivo del proyecto se crecieron seis distintas clonas de células
productoras de anticuerpos monoclonales (hibridomas) en un cuitivo celular y se inyectaron
a ratones BALB/c para producir una mayor cantidad de anticuerpos contenidos en el liquido
de asciiis, induciao durante el proceso de inflamacién. Posteriormente se purificaron los
anticuerpos del liquido de ascitis por métodos de precipitacién y cromatografia de afinidad.
Estos anticuerpos purificados se probaron en Western Blots para detectar proteinas
fosforiladas en residuos de tirosina con extractos totales de distintos tipos celulares
estimulados a través de sus receptores Fc e integrinas. Asimismo se hicieron los ensayos de
inmunoprecipitacién para separar las proteinas fosforiladas en tirosina de otros componentes

celulares
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En el laboratorio se han producido hibridomas que secretan anticuerpos anti-
fosfotirosina diferentes a los comercialmente disponibles. El objetivo de este trabajo es
caracterizar estos nuevos anticuerpos para determinar cudles reconocen con mayor
sensibilidad las proteinas fosforiladas en residuos de tirosina de extractos celulares por

medio de ensayos de Western Blot e inmunoprecipitaciones.

4. PROCEDIMIENTO

Para lograr el objetivo del proyecto se crecieron seis distintas clonas de células
productoras de anticuerpos monoclonales (hibridomas) en un cultivo celular y se inyectaron
a ratones BALB/c para producir una mayor cantidad de anticuerpos contenidos en el liquido
de ascitis, 'mduci&o durante el proceso de inflamacion. Posteriormente se purificaron los
anticuerpos del liquido de ascitis por métodos de precipitacion y cromatografia de afinidad.
Estos anticuerpos punficados se probaron en Western Blots para detectar proteinas
fosforiladas en residuos de tirosina con extractos totales de distinios tipos celulares
estimulados a través de sus receptores Fc e integrinas. Asimismo se hicieron los ensayos de
inmunoprecipitacion para separar las proteinas fosforiladas en tirosina de otros componentes

celulares



5. MATERIAL Y METODOS

¢ ELISA

Los ensayos de ELISA se llevan a cabo en pozos de plastico tratados, donde se
pueden adherir proteinas. Para el proposito de seleccionar los hibridomas que secreten
anticuerpos c-on la especificidad deseada, en placas de 96 pozos para ELISAs, se adhiere el
antigeno deseado y se adiciona posteriormente el medio con hibridomas. En algunos de los
pozos habré anticuerpos que reconozean al antigeno, por lo cual se quedaran unidos a su
antigeno. Estos anticuerpos se detectan afladiendo un segundo anticuerpo que reconoce la
region Fc de las inmunoglobulinas de una especie determinada y que tiene acoplado una
enzima. Las enzimas que se utilizan son peroxidasa (HRP) o fosfatasa zlcalina (Figura 5).
Disoluciones: Disolucién amortiguadora de bloqueo: 1% BSA (Miles Laboratones) en
Bicarbonato de Sodto 0.1IM pH = 9.6
Disolucion amortiguadora para lavado: PBS y Tween-20 (Bio-Rad) al 0.05%
Bicarbonato de Sodio 0.1M pH= 9.6
Procedimiento: Se agrega a la placa de 96 pozos 100 pl de una disolucion de antigeno a una
concentracion de 5 a 10 pug/ml en bicarbonato de sodio 0.1 M y se incuba toda la noche a 4°
. Posteriormente se satura fa placa con 1% BSA en una disolucidn amortiguadora de
hicarbonato de sodio y se incuba 2 h a temperatura ambiente. A continuacidn se lava cuatro
veces con la disolucién amortiguadora de lavade. Se le agrega 50 a 100 pl del anticuerpo
especifico contra el antigeno de eleccion v se incuba 2 h a temperatura ambiente Se lava
cuatro veces con la disolucién amortiguadora de lavado. Posteriormente se le afiade 30 ul
del anticuerpo anti-IgG acoplado a la enzima peroxidasa (HRP anti-IgG) en una dilucion

1/1000 en PBS + tween 0.05% +1% BSA y se incuba 2 h a temperatura ambiente Se lava



Figura 5. ELISA

Antigeno adherido a la placa

Proteina de blogueo, para cubrir
sitios de unidn inespecificos

Anticuerpo que reconoce al anti-
geno adherido a la placa.

Anticuerpo anti-inmunoglobulina,
marcado con una enzima.

Se le afiade el substrato incoloro
que se convierte en substrato con
color por medio de [a reaccion cata-
lizada por la enzima.
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cuatro veces con la disolucion amortiguadora de lavado. Finalmente se le pone 30 pi el
substrato (5 mg o-fenilendiamina + 25 mi de agua + 30 ul H.O;) y se espera la reaccion de
color. Se detiene la reaccidén con 100 ul de 4cido sulfiirico 1.8 M. Se lee la absorbancia a

490 nm.

o Cultive Celular

Las lineas celulares NIH3T3 y J774 se mantienen en cuitivo en medio DMEM (Gibco BRL)
que se prepara segun las instrucciones de fabricante. Cuando se va a utilizar el medio se
suplementa con 5% de suero bovino fetal (Gibco BRL), L-Glutamina 2mM v los antibidticos
Penicilina (50 unidades/ml) v Estreptomicina (50 ug/ml) (Gibco BRL).

Las células NIH3T3 y J774 se adhieren a los matraces de cultivo. Para que se despeguen se
les agrega aproximadamente 1 mi de una disolucién 0.05% tripsina/ 0.53mM EDTA (Gibco
BRL) al matraz. Las células NIH3T3 se despegan facilmente, mientras que las células J774
son dificiles de despegar. Las células J774 se incuban con la tripsina/EDTA a 37 °C
aproximadamente 5 min. Para parar e} efecto de la tripsina y el EDTA se agrega medio de

cultivo DMEM con suero.

o Purificacién de anticuerpos:
+ Precipitacidn con acido octanoico (caprilico) (Sigma)
Disoluciones : Acido acético 2M
Procedimiento : Se mide el volumen de la muestra con anticuerpos, que puede ser suero o
ascitis (=X). Se lleva [a muestra a pH=4.8 con acido acético. Se calcula la cantidad de acido

octanoico (OA) que se le agregara con la formula:



OA (ml)=7.56 x X/100
Se afiade el acido octanoico gota por gota a la muestra con agitacion constante. Se deja
agitar 30 min a temperatura ambiente. La muestra se centrifuga a 272 xg durante 20 min
Postertormente la muestra se filtra por papel Whatman #1 y luego por un filtro millipore de
0.45 pum para remover los precipitados. La muestra filtrada se dializa contra PBS a 4 °C
para remover el 4cido octanoico con tres cambios.

» Purificacion de inmunoglobulinas por cromatografia de afinidad
Disoluciones : Glicina 0.1 M a pH=3
Tris (Bio-Rad) 1 M pH=8
Reactivo Bradford (Bradford, 1976): 0.01% de Azul de Coomasie G-250 (Bio ~Rad). 4 7%
Etanol y 8.5% Acido Fosfbrico.
Proteina G-sefarosa (Pharmacia Biotech), capacidad de la columna es de > 20 mg de 1gG /
ml de gel drenado.
Procedimiento: La columna de proteina G sefarosa se lava con PBS (5 volimenes de
columna) a un flujo de 1 ml/min antes de utilizarse. Posteriormente se pasa la muestra con
anticuerpos dos veces a un flujo de 0.7 mi/min. A continuacién se lava la columna con PBS
para eliminar el pegado inespecifico (4 volimenes de columna). Para determinar si la
columna esta limpia se prueban 10 pi de muestra con 150 ul del reactivo Bradford. Para
eluir las inmunoglobulinas pegadas a la columna se le pasa 3 volimenes de columna de
Glicina 0.1M a pH= 3 a un flujo de 0.7 mi/min. La elucion {(aproximadamente 07
volimenes de columna) se recolecta en tubos donde se le habia puesto previamente 20 p! de
Tns } M pH= 8 para neutralizar la muestra. Las fracciones de la elucion fueron de 0 7 mi

Se deja lavando la columna con PBS aproximadamente con 20 volumenes de columna.
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e Medicion de la concentracion de proteina.

Disoluciones: Albumina (Pierce)

BCA protein assay regeant (Pierce)

Procedimiento: Se prepara una curva standard de albimina de 0-300 ug/ml en PBS
Posteriormente se hacen las diluciones de la muestra. En placas de 96 pozos se le agrega 10
ul de la dilucién de la muestra y 200 pl del reactivo BCA. Se incuba a 37 °C 30 min v se
lee la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm en un espectrofotémetro  El ensavo

con BCA es un método colorimétrico muy sensible para la cuantificacién de proteina.

» Estimulacion de células NTH3T3 y J774

Disoluciones: DMEM suplementado.

Forbol 12-Miristato 13-Acetato (PMA) (Sigma} a 50 ng/ml.

Disolucion amortiguadora de lisis: RIPA con inhibidores de proteasas y fofatasas.
Procedimiento: Estas células se encuentran adheridas al plastico de los matraces de cultivo
por lo cual se quita el medio Unicamente aspirandolo y se les agrega 2 ml 6 5 ml (suficiente
para cubrir e] matraz de cultivo) de medio DMEM sin suero. Si se utiliza un inhibidor comoe
Herbamicina A o Tirfostina se agrega el inhibidor a una concentracion de 10 uM por | h
antes de la estimulacién. Las células (NIH3T3 y J774) se estimulan con PMA a una
concentracion de 50 ng/ml, agregandolo al medio y dejandolo el tiempo requerido de
estimulacion (1, 3, 5 6 10 min) a 37 °C. Después se aspira el medio y se le aflade 100 6 150
pl de la disolucion amortiguadora de lisis. Inmediatamente después se pasa el matraz al

hielo vy se usa un gendarme para raspar las células. Se colecta el lisado y se deja 15 min a 4
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°C. Posteriormente se centrifuga 16,000 xg durante 5 min a 4°C en una microcentrifuga

(Ependorff). Se colecta el sobrenadante y se congela a -80°C.

¢ Estimulacién de THP-]

Disoluciones : PBS frio

RPM1-1640 (Gibco)

Complejos inmunes insolubles: Se incuban suero de conejo anti-ferritina y ferritina a 37 °C
por una hora. Posteriormente se pasan a 4 °C por 24 horas. Se centrifuga la muestra de
antigeno-anticuerpo y se elimina el sobrenadante. El inmunoprecipitado se lava con PBS v
se resuspende en el volumen deseado.

Anticuerpos: anti-integrina Bi (TS2/16) y anti-integrina P; (IB4) utilizados a una
concentracion de 10 pg/ml

Buffer de lisis RIPA: NaCl 150 mM, Nonidet P-40 al 1%, Deoxicolato de sodio al 0.5%.
EDTA 5 mM y HEPES 50 mM

Inhibidores: Inhibidor de fosfatasas vanadato de sodio (Na;VO4) 1.0 mM

Inhibidores de proteasas: Aprotinina 25 pg/mi, Pepstatina A 25 pg/ml, Leupeptina 25 ng/ml
y PMSF 1 mM

Procedimiento: Las células THP-1 en cultivo se centrifugan a 308 xg durante 5 min a 4 °C.
Se retira el medio v las células se resuspenden en 10 ml de RPMI-1640 sin suero v se
cuentan. Las células se ajustan a una concentracién de 1 x 10° células por ml. Las células se
estimulan con complejos inmunes insolubles por 3 min o 1 min con anticuerpos TS82/16 o

IB4 (10 pg/ml) a 37 °C con movimiento constante. La reaccion se detiene con PBS frio

Posteriormente se centrifugan a 308 xg durante 5 min a 4 °C y las células se resuspenden en




buffer de lisis RIPA con inhibidores de proteasas y fosfatasas (100 pl/10 millones de
células). Se incuba en hielo durante 15 min y posteriormente se centrifuga a 16,000 xg

durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante que constituye el lisado celular se guarda a -80

°C.

» SDS-PAGE

Disoluciones: Disolucidn amortiguadora de electrodo: Tris base (Sigma) 25mM. Glicina
(Sigma) 190 mM y SDS al 1%

Disolucién amortiguadora de corrida: HC1 0.48 My Tris base 3 M. Se ajustaa pH=8 9
Disolucién amortiguadora espaciadora; - Tris base 500 mM a pH=6.7

Acrilamida al 40%: Acrilamida (Bio-Rad) y Bis-acrilamida (Bio-Rad) disueltas en agua a
una proporcion 37.5:1 (Acrilamida: Bisacrilamida)

Persulfato de Amonio (APS) (Bio-Rad) al 10 % en agua.

TEMED (Bio-Rad).

Procedimiento’ Se ensambla el aparato para hacer minigeles (Bio-Rad) como lo indica el
fabrilcante. Para hacer los geles de poliacrilamida al 10% se mezcla 1.25 ml de la disolucion
amortiguadora de corrida, 2.5 de acrilamida, 100 pl de SDS, 100 ul de APS, 10 ul de
TEMED vy se afora a 10 ml con agua. Se pone la mezcla en el aparato y se le agregan
aproximadamente 100 ul de n-butanol (J.T Baker) para que el gel gelifique horizontal. Una
vez que ¢l gel polimeriza se elimina el n-butanol y se le pone el peine para definir los pozos
del gel. Posteriormente se hace la mezcla de poliacrilamida al 3% con 125 ml de la

disolucién amortiguadora espaciadora, 0.75 ml de acrilamida, 100 pl de SDS, 100 ui de

APS, 10 pl de TEMED y se afora a 10 ml con agua. Esta mezcla se agrega y se espera a




que polimerize. El gel se monta al aparato de electroforesis y se remueve el peine. Las
muestras se ponen en los pozos formados por el peine. El gel se corre a 25 mAmps/gel

durante aproximadamente 1 hora.

+ Inmunocanalisis “Western Blot” anti-fosfotirosinas.

El ensayo del Western Blot es la transferecia electroforética de proteinas de un gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Bittner et al, 1980) y la deteccidn de las
proteinas en la membrana a través de anticuerpos (Burnette, 1981). Normalmente se tiene
un anticuerpo que reconozca las proteinas en la membrana de nitroceluiosa y otro anticuerpo
que reconozca inmunoglobulinas y que esté acoplado a una enzima o a un isOtOpo
radioactivo (Scouten, 1987). Las inmunoglobulinas normalmente estan acopladas a enzimas
como la peroxidasa o contienen un isétopo como **S. Si se utiliza una Inmunoglobulina
acoplada a una enzima, se tiene que agregar un sustrato colorido para detectar las proteinas.
o bien un sustrato quimioluminiscente para detectar las proteinas en una pelicula fotografica
(Figura 6).

Disoluciones: TBS: Tris 10 mM y NaCl 50 mM a pH =7.5

Disolucion amortiguadora de Transferencia: 25 mM de Tris-HCI (Sigma), 192 mM Glicina
(Sigma) y 20% Metanol (Merck) pH=8.3

Disoluciéon amortiguadora de Bloqueo: 5% de leche (Carnation) en TBS

Procedimiento: Se hidrata la membrana PVDF (difloruro de polivinilideno) (Millipore) con
metanol por un minuto. A continuacién se enjuaga la membrana con agua destilada v se

pone en la disolucién amortiguadora de transferencia por lo menos 15 min antes de
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Figura 6. Inmunoanalisis “Western Blot”
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Incubacién de la membrana con anticuerpos, y exposicén en una placa fotografica
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utilizarse  El gel que se necesita transferir se enjuaga con agua destilada y después con la
disolucidén amortiguadora de transferencia. Se ensambla el aparato con la membrana hacia el
electrodo positivo. Se transfiere a 500 mAmp con el aparato para minigeles de Bio-Rad
durante 2 h. Posteriormente se satura la membrana con la disolucién amortiguadora de
bloqueo por lo menos 3 h. Se lava la membrana seis veces con TBS cambiando la disolucién
amortiguadora cada 5 min. A continuacidn se le agrega el anticuerpo anti-fosfotirosinas. ya
sea el sobrenadante de los hibridomas en cuitivo o al anticuerpo purificado a una
concentracion de 7 ug/ml en la disolucién amortiguadora de bloqueo. Se deja incubando
con el anticuerpo a 4 °C toda la noche. Posteriormente se lava seis veces con TBS a
intervalos de 5 min y se le agrega el anticuerpo secundario (HRP anti-IgG) (Cappel
laboratories) en una dilucidén 1/3000 en la disolucion amortiguadora de bloqueo. Se incuba
minimo una hora a temperatura ambiente, Se lava seis veces con TBS en intervalos de 5 min
v se incuba con el substrato quimioluminiscente comercial “super signal” de PIERCE por 3

min. Por ultimo se expone a la placa fotografica 5 min.

* Inmunoprecipitaciones

Disoluciones : PBS

Disolucion amortiguadora de lisis RIPA con inhibidores de proteasas y fosfatasas

Proteina A-Sefarosa (Pharmacia Biotech)

Procedimiento: Se mide el volumen del lisado que se va a utilizar y se lleva a 200 pl con la
disolucion amortiguadora de lisis. Posteriormente se le afiade el anticuerpo a una

concentracion de 10 pg/ml y se incuba a 4 °C por 2 h con agitacién en la rueda “Roto-

Torque” {Cole-Parmer). Después de las 2 h se le afiade 20 pl de proteina A-Sefarosa v se
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incuba 3 h. Finalmente se centrifuga a 735 xg por 1 min y se hacen lavados (cinco veces)
con PBS (entre cada lavado se centrifuga a 735 xg durante 1 min). Después de la tltima
centrifugacién se resuspende la pastilla de sefarosa en la disolucién amortiguadora de
muestra para la electroforesis y se hierve por 5 min, Se centrifuga a 735 xg por 1 min y
tomando el sobrenadante se carga en un gel desnaturalizante (SDS-PAGE). Posteriormente

se lleva a cabo el Western Blot.
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6. RESULTADOS

En el laboratorio del Dr. Carlos Rosales se inmunizaron ratones de la cepa BALB/c
con KLH-PY (KLH con fosfotirosinas). Las células del bazo de estos animales se utilizaron
para obtener hibridomas. Durante el proceso de seleccion se eligieron tres clonas de
hibridomas (1B6, 1C2 y 1C6) para la clonacion, que secretaban anticuerpos anti-
fosfotirosina (determinado por pruebas de ELISA). Durante la clonacion se probo
continuamente la especificidad de los anticuerpos secretados por medio de pruebas de
ELISA. Las clonas con una mayor sefial en estas pruebas se nombraron: 1B6.5.1, 1B6 5.2,
1C23.1,1C2.4.1, 1C6.1.1 vy 1C6.2.1.

En este proyecto de tesis se purificaron y caracterizaron los anticuerpos secretados

por las clonas de hibridomas obtenidas en el laboratorio.

6.1. ISOTIPO DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-FOSFOTIROSINA

Se caracterizaron los isotipos de los anticuerpos secretados por los hibridomas
seleccionados por medio de un ensayo de ELISA. En una placa de 96 pozos para el ensavo
de ELISA se adherid ovalbimina-PY en cada pozo, posteriormente se agregod el
sobrenadante de los hibridomas en cultivo. Una vez que los anticuerpos del medio
reconocen a su ligando, se le agrega un anticuerpo de diferente especificidad a cada uno de
los pozos. Se utilizaron los anticuerpos comerciales anti-IgG1, 1gG2a, IgG2b. 1gG3. IgA e
IgM. Los resultados del experimento mostraron que los anticuerpos 1B6 5.1, 1B6 3.2

1C2.4.1 y 1C2.3.1 son IgG1 mientras que 1C6.1.1 y 1C6.2.1 son 1gG2a.
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6.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA WESTERN BLOTS ANTI-
FOSFOTIROSINA

Con el fin de determinar si los anticuerpos secretados por los hibridomas en cultivo
reconocen ovalbimina con fosfotirosinas y no la ovalbamina por si sola, se hicieron Western
Blots anti-fosfotirosina. Las muestras se corrieron en un gel desnaturalizante (SDS-PAGE)
y en condiciones reductoras; posteriormente se llevd a cabo el Western Blot. Todas las
clonas de hibridomas crecieron adecuadamente en cultivo y en especial la clona de

hibridomas 1B6.5.1.
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Al inicio se tuvieron qu condiciones optimas para los Western Blots
va que en los primeros experimentos realizados habia mucho ruido de fondo (Figura 7). La
disolucién amortiguadora de bloqueo original contenia 5% de leche descremada (Carnation).
1% BSA vy 0.05% Tween -20 en PBS. Se exploraron varias disoluciones con el fin de
eliminar el ruido de fondo de los Western Blots (referirse a la seccidn de material v
métodos). Se pensd que el contenido de la disolucidn amortiguadora de bloqueo estaba de
alguna manera interfiriendo con la sensibilidad de los anticuerpos por las fosfotirosinas
Otra posibilidad era tal vez que algunos de los componentes def medio de cultivo donde se
encontraban los anticuerpos estaban siendo reconocidos por los anticuerpos anti-
fosfotirosina que se estaban probando, o por el anticuerpo anti-IgG o por el substrato
quimioluminiscente (reactivo “Super signal”) (Pierce). Se probaron distintas disoluciones
amortiguadoras de bloqueo como: 5% leche o 1% gelatina con Tween-20 en PBS.
Probando las distintas soluciones amortiguadoras de bloqueo se descartaron algunas

posibilidades de reconocimiento inespecifico del anticuerpo anti-IgG o de que el substrato

quimioluminiscente estuviera reaccionando con algunas de las proteinas de la leche. el BSA
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o el Tween-20. La mejor disolucién amortiguadora de boqueo que se encontré para los
Western Blots anti-fosfotirosina con los sobrenadantes de los hibridomas en cultivo que

contenian los anticuerpos fue 5% de teche descremada (Carnation), en PBS (Figura 8).
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Figura 7. Western Blot anti-fosfotirosinas. Gel de poliacrilamida al 7.5% desnaturalizante v
en condiciones reductoras. Carriles 1 v 3 ovalbiimina con fosfotirosinas {control positivo).
Carriles 2 y 4 ovalbimina sin fosfotirosinas (control negativo). Muestras de proteinas 10 ug
por carril. Disolucion amortiguadora de bloqueo en el Western Blot: 5% de leche. 1% de
BSA y 0.05% tween-20 en PBS. Como anticuerpos anti-fosfotirosina se utilizaron los
sobrenadantes de los hibridomas en cultivo sin diluir: 1B6.5.2 (carriles 1 vy 2) v
1C6.1. I{carriles 3 y 4).
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Figura 8. Western Blot anti-fosotirosinas con la disolucién amortiguadora de blogueo de 3%
leche en PBS. Gel de poliacriamida al 7.5% desnaturalizante y en condiciones reductoras.
Carrit 1 ovalbimina con fosfotirosinas y carril 2 ovalbumina sin fosfotiresinas (control
negativo). Como anticuerpo anti-fosfotirosinas se utilizé el sobrenadante sin diluir de la

clona de hibridomas 1B56.5.2. Muestras de proteina {ovalbimina con y sin fosfotirosinas) a
10 pug por carril.



Como se observa en estos Western Blots existe una sola mancha a lo largo del carril
y no bandas definidas. La proteina ovalbumina con y sin fosfotirosinas tuvieron el mismo
tratamiento con glutaraldehido, Esto podria sugerir que tal vez la proteina se encontraba
formando polimeros y/o se cargd un exceso de proteina en el gel. Para confirmar estas
posibilidades se llevd a cabo un experimento de electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)
y se tiné con el colorante azul de Coomasie. Al tefiir el gel se observé que la proteina se
encontraba distribuida a lo largo del carril, pero concentrandose al final del carril con un
peso molecular aproximado de 43kDa (Figura 9). Una posible explicacion es la presencia de
polimeros formados durante ia reaccion del giutaidehido con la proteina, y por otro lado el

exceso de proteina en el gel.
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Figura 9. - Gel de poliacrilamida para ovalbimina. Gel de poliacrilamida al 7.5%
desnaturalizante y en condiciones reductoras. Carriles 1 y 2: ovalbimina con fosfotirosinas
(20 ug); carriles 3 v 4: ovalbumina sin fosfotirosinas (20 ug). Tincion del gel con azul de

Coomasie.
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6.3. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-FOSFOTIROSINAS

Con el fin de poder manipular concentraciones exactas de anticuerpo se purificaron
los anticuerpos secretados por las seis clonas de hibridomas. Para esto. se inyectaron diez
ratones BALB/c en el peritoneo con el aceite pristano una semana previa a la inyeccion de
los hibridomas. Después de aproximadamente una semana de haberles inyectado los
hibridomas, los ratones generaron liquido de ascitis que se acumula en el peritoneo. El
liquido de ascitis contiene los anticuerpos secretados por las células que estan creciendo en
el peritoneo del ratdn. El liquido de ascitis se extrae con una aguja introducida directamente
en la cavidad peritoneal del raton. Los anticuerpos igG del liquido de ascitis se purificaron
por el método de precipitacién con 4cido octanoico (Caprilico) (Russ et al, 1983) v
cromatografia de afinidad con proteina G-sefarosa (Bjorck et al, 1984). Las IgG unidas a la
proteina G pueden ser eluidas con cambios de pH utilizando Glicina 0.1 M, pH=3.
Posteriormente se llevd a cabo un gel de SDS-PAGE en condiciones reductoras y no
reductoras para comprobar la pureza y la integridad de los anticuerpos (Figura 10). Como
se puede observar en la figura 10 la proteina eluida (referirse a seccién de material v
métodos) esta pura y no se encuentra degradada. En los carnles 1 y 2 los pesos moleculares
calculados por regresion lineal (” = 0.994) (distancia contra logaritmo del peso molecular)
fueron: carril 1 : 52.2 kDay 26.4 kDa; carril 2 : 169.9 kDa. Esto comprueba que la proteina
es un anticuerpo ya que en condiciones reductoras se ven dos bandas: 52 kDa (cadenas
pesadas) y 26 kDa (cadenas ligeras), mientras que en condiciones no reductoras esta una

banda del peso molecular total .aproximado de un anticuerpo.
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Figura 10. - Contenido y pureza de la elucion de la muestra (1B6.5.1) pasada por
cromatografia de afinidad (proteina G). Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 7.5%
Carril 1 muestra de la elucion en condiciones reductoras. Carril 2 muestra de la proteina
eluida en condiciones no reductoras. Carril 3 muestra antes de pasar por la columna de
proteina G, en condiciones reductoras. Carril 4 muestra antes de pasar por la columna de
proteina G, en condiciones no reductoras. Se cargoé en el gel 4 ul de cada muestra



Finalmente se midio la concentracion de proteina de los anticuerpos purificados

(Tabla 3). Los anticuerpos se guardan en alicuotas a -20°C.

Tabla 3. — Concentracién de los Anticuerpos Monoclonales anti-fosfotirosina purificados.
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1B6.5.1

1B6.5.2

1C2.3.1

1C2.4.1

1C6 1.1

1C6 2.1

Concentracion
(ng/ml)
800
1275 6
3820
2000

1660.7

1720
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6.4. WESTERN BLOTS ANTI-FOSFOTIROSINA UTILIZANDOQ LISADOS CELULARES

Consultando bibliografia, se observé que en algunos laboratorios que llevan a cabo
Western Blots anti-fosfotirosina, utilizando la disolucion amortiguadora TBS (Tris Buffer
Saline) en lugar de PBS (Kornberg et al, 1992). Se probo esta nueva condicion en el
laboratorio para ver si se mejoraban. Resultd conventente utilizar TBS para este tipo de
ensayos ya que los Western Blot salian mas limpios.

Hasta este punto sabiamos que los anticuerpos anti-fosfotirosina eran capaces de
reconocer fosfotirosinas en ovalbumina, pero queriamos ver si también podian reconocer
proteinas fosforiladas en tirosina de lisados celulares Los Western Blots se llevaron a cabo
con hisados de diferentes tipos de células que se tenian en el laboratorio. Las células que se
utilizaron fueron las lineas celulares de macrofagos de ratén (J774), de fibroblastos de ratén

(NIH3T3) v de monocitos humanos (THP-1).

6.4.1. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS FOSFORILADAS EN RESIDUOS DE TIROSINA

Para comprobar que los anticuerpos purificados estaban reconociendo
especificamente a proteinas fosforiladas en tirosina, se llevaron a cabo dos experimentos: en
el primero se probo la especificidad del anticuerpo 1B6.5.1 utilizando inhibidores de cinasas
de tirosina como herbamicina A (Gibco BRL) vy tirfostina (Gibco BRL). Herbamicina A es
un inhibidor de cinasas de tirosina oncogénicas como Src, Alb, Fbs, Yes v Erb B en una
variedad de tipos celulares (Uehara et al, 1987). El compuesto sintético tirfostina es un
potente inhibidor de proteinas tirosinas cinasas que se asocian al factor de crecimiento
epidermal (EGF) (Gazit, 1989; Levitzki et al, 1991). Este experimento (Figura 11) nos

sugiere que la estimulacion de las células con 3 min de acetato de forbol miristato (PMA)



induce la activacion de cinasas de tirosina, ya que en el lisado de estas células hay un
incremento en la intensidad de algunas de las bandas de proteinas, principalmente las de un
peso molecular mayor 46.9 kDa. De la misma manera nos sugiere que la accidén del
inhibidor especifico de cinasa de tirosina, tirfostina, se puede detectar con el anticuerpo
IB6.5.1, ya que los lisados de las células tratadas con tirfostina y estimuladas 3 min con
PMA tienen el mismo patron de fosforilacion que los de las células no estimuladas.

El segundo experimento para comprobar la especificidad para fosfotirosinas del
anticuerpo 1B6.5.1 se llevd a cabo un Western Blot donde se inhibi6 la interaccion antigeno-
anticuerpo con un exceso del hapteno en solucion (figura 12). También se pensé que las
bandas de proteinas identificadas no estaban siendo reconocidas por el anticuerpo 1B6 5.1,
sino por el segundo anticuerpo anti-IgG o tal vez era cuestion de isotipos por lo que otro
anticuerpo del mismo isotipo que 1B6.5.1 (IgGl) también pudiera reconocer las mismas
protefnas. Como se observa en la figura no hay reconocimiento inespecifico de proteinas
por el anticuerpo anti-integrinas o3 (1gG1). ni por ¢l anticuerpo anti-IgG que se utiliza en el
laboratorio. También se ol?serva que el reconocimiento del anticuerpo 1B6.5.1 se inhibe
casi totalmente al agregar fosfotirosinas en solucién. Con esta figura podemos concluir que
no hay reconocimiento inespecifico por los anticuerpos anti-IgG, o por otro IgG1, y que el
anticuerpo 1B6.5.1 esta reconociendo especificamente fosfotirosinas ya que con exceso del
hapteno se elimina la sefial.

Como los patrones de reconocimiento del anticuerpo 1B6.5.1 son relativamente
iguales (unos con menor sensibilidad en e] reconocimiento) que los otros cinco anticuerpos,
podemos decir que l0s nuevos anticuerpos monoélonales son especificos contra proteinas

fosforiladas en residuos de tirosina.
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Figura 11. - Western Blot anti-fosfotirosinas de lisados de células NIH3T3 estimuladas con
PMA (50 ng/ml) en presencia o ausencia de tirfostina 10 pM. Carril 1 células tratadas con
tirfostina vy estimuladas con PMA 3 min (30 pg). Carril 2 células no estimuladas (30 ug)
Carril 3 células estimuladas (30 pg) 3 min con PMA. Anticuerpo 1B6 5.1 utilizado a una
concentracion de 7 pg/ml.
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Figura 12. — Reconocimiento especifico de fosfotirosinas. Western Blot anti-fosfotirosina
con el anticuerpo 1B6.5.1 con lisados de NIH3T3 (30 pg/carril). Carril 1 y 2 utilizando
anticuerpo anti-IgG. Carril 3, 4 y § fosfotirosina (1.2mM) y anticuerpo 1B6 5.1 (7ug/ml).
Carril 6 y 7 utilizando anticuerpo anti-integrina a3 (7 pg/ml) isotipo IgG1. Carril 7. 8 y 9
utilizando el anticuerpo 1B6.5.1 (7 pg/ml).

6.4.2, DIFERENCIA EN LA SENSIBILIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-
FOSFOTIROSINA

Con el fin de comparar la sensibilidad de los seis anticuerpos purificados se llevaron a
cabo varios Western Blots (Figura 13). En la figura 13a, se puede observar ia diferenciz de
la cantidad de bandas que reconocen los anticuerpos 1C2.4.1, 1B651 v (B6.52 de los

lisados de fibroblastos (NIH3T3). Los anticuerpos anti-fosfotirosina se utilizaren a una



concentracién de 10 pg/ml y de muestra se uulizd 30 pg/carril.  Se observa que en las
condiciones del Western Blot (ver Matertal y Métodos), los anticuerpos 1C2.4.1 y 1B6.5.2
reconocen un menor nimero de bandas que el anticuerpo [B6.5 [, lo que sugiere que tienen
menor sensibilidad en este tipo de ensayos, bajo las condiciones establecidas. De la misma
manera se observa que el Western Blot con el anticuerpo 1C2.4.1 tiene mucho ruido de
fondo, lo cual podria ser provocado por pegado inespecifico

Cuando comparamos los anticuerpos 1C6.2.1 y 1B6.5.1 (figura 13b), al utilizar
lisados de la linea celular J774 (30 pg/carril), observamos que el Western Blot con el
anticuerpo 1C6.2,1 (10 ug/ml) hay mucho mas ruido de fondo y reconoce menos bandas en
comparacion con el anticuerpo 1B6.5.1 (10 pg/ml). En este experimento la porcion de la
membrana revelada con el anticuerpo 186.5.1 mostrd un poco de ruido de fondo, pero las
bandas atn se distinguen claramente. También se puede observar que comparando los dos
anticuerpos, ¢l anticuerpo 1C6.2.1 no es capaz de detectar algunas de las bandas como las
de 40 kDa y de 62 kDa. Los resultados de este experimento nos sugieren que el anticuerpo
IC6 2.1, en comparacion con el 1B6.5.1, es capaz de identificar la mayor parte de las
bandas con buena definicidn, aunque con mucho nuido de fondo.

Al comparar los anticuerpos 1B6.5.1 y 1C6.1.1 (7 ug/ml) en la figura 13c, la
diferencia en el reconocimiento de bandas en muy diferente. El anticuerpo 1C6.11
reconoce, sin ruide de fondo, un menor nimero de bandas en comparacion con el 1B6.5.1.
Asi mismo el anticuerpo 1C6.1.1 no es capaz de reconocer diferencias en patrones de
fosforilacién entre lisados de células estimuladas y células no estimuladas, mientras que el
anticuerpo 1B6 5.1 identifica diferencias claramente. Esto nos sugiere que el anticuerpo

1C6.1.1 es menos sensible que el anticuerpo 1B6.5.1.



60

En el Gltimo inciso de ia figura 13 la diferencia entre los anticuerpos 1C2.3.1 y
1B6.5 1 no es tan evidente como en los demas Western Blots. En este Western Blot con
lisados de fibroblastos (NTH3T3) se puede observar que ambos anticuerpos identifican ef
mismo numero de bandas, pero el anticuerpo 1B6.5.1 es mas limpio que el anticuerpo
1C2.3.1 ya que la membrana no presenta ruido de fondo.

Existe una diferencia en el reconocimiento de bandas entre la figura 13ay [3b con el
anticuerpo 1B6.5.1, donde en ambos casos se utiliza el anticuerpo a una concentracion de 10
ug/mi. Las bandas reconocidas por el anticuerpo 1B6.5.1 en la figura 13a son més intensas
y parece ser que se utilizo un exceso de anticuerpo, mientras que en la figura 13b las bandas
reconocidas por el mismo anticuerpo son mas definidas y mas limpias. Pensamos que esta
diferencia se dio porque son lisados de distintos tipos celulares: fibroblastos (NIH3T3) en la
figura 13a v macréfagos (J774) en la figura 13b y por lo tanto existen diferencias tanto en el
nivel de fosforilacién de las proteinas como en la cantidad de proteinas fosforiladas. Esto
sugiere que en Western Blots con lisados de macrofagos (J774) es conveniente utilizar el
anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosinas 1B6.5.1 a una concentracidn de 10 ng/ml v en
Western Blots con lisados de fibroblastos (NIH3T3) es mejor utilizar el mismo anticuerpo a
una concentracion menor, por lo cual se bajo la concentracion a 7 ug/ml en los Western
Blots subsecuentes con este tipo de anticuerpos.

Con esta figura 13 podemos concluir que el mejor anticuerpo para Western Blots
anti-fosfotirosinas bajo las condiciones establecidas en el laboratorio es el 1B6.5 1. Asi
mismo la concentracion de anticuerpo Optima para los Western Blots con lisados celulares
de fibroblastos (NIH3T3) es de 7 pg/ml y con los macrofagos (J774) es de 10 ug/ml al

utilizar 30 pg de muestra por carril.
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Figura 13a. - Western Blots anti-fosfotirosinas con los seis anticuerpos purificados. Wesiern
Blot con lisados de células NIH3T3 (30 ng/carril) utilizando anticuerpos 1C2.4.1, 1B6.5 1 v
1B6.5.2 a una concentracién de 10 pg/ml.
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Figura 13b. ~Western Blot con lisados de célutas J774 (30 pg/earnl) utihizando anticuerpos
1C6 2 1 (carriles 1 y 2} y 1B6 5 [ (carriles 3 y 4) a 10 ug/ml  Carriles 1 v 4 células no
estimuladas. Carriles 2 y 3: células estimuladas con PMA (50ng/ml) por 10 min
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Figura 13c. —Western Blot con lisados de células NIH3T3 (30 upg/carril) utilizando
anticuerpos 1C6.1.1 y 1B6.5.1 a 7 ug/ml. Carriles 1 y 3: lisados de celulas no estimuladas.
Carriles 2 y 4: lisados de células estimuladas con PMA (50 ng/mi} por 3 min.
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Figura 13d. - Western Blot con lisados de células NIH3T3 (30 mg/carril) utilizando los
anticuerpos 1C2.3.1 y 1B6.5.1 a 7 pug/ml. Carriles 1 y 3: lisados de células sin estimulo.
Carriles 2 y 4 lisados de células estimuladas con PMA (50 ng/ml) por 3 mun




6.4.3. RECONOCIMIENTO DE DIFERENCIAS EN PATRONES DE FOSFORILACION

Sabemos que al estimular una célula se producen cambiocs en fosforilaciones de
algunas proteinas intracelulares (ver Introduccidn), por lo cual algunas de las células
utilizadas se estimulaban antes de hacer los lisados. Para ver si nuestros anticuerpos
reconocian esas diferencias se llevaron a cabo Western Blots con lisados de células
estimuladas y no estimuladas, Todos los anticuerpos purtficados reconocian diferencias en
los patrones de fosforilacién, aunque algunos con menor sensibilidad. Un ejemplo se
muestra en la figura 12 donde se utilizaron para el Western Blot lisados de macrofagos
(J774) estimulados 10 min con PMA. Este ensayo se lievd a cabo con el anticuerpo 1B6.5.1
a una concentracion de 10 pg/ml.

En la figura 12 se nota un incremento en la fosforilacion de proteinas de pesos
moleculares aproximados de 97.4, 60 y 50 kDa v en proteinas de peso molecular enire 33 y
40 kDa. Hay una proteina de pesc molecular de 14kDa que aparece fosforilada en
macrofagos estimulados con PMA, mientras que en macrofagos no estimulados, no esta
presente. También se detecta una diferencia en fosforilacion de las proteinas entre los pesos
moleculares aproximados de 19 y 22 kDa, donde aparentemente hay menos fosforilacion en
células estimuladas con PMA.

En los lisados de estimulaciones de las células NIH3T3 no se detectaban diferencias
en los patrones de fosforilacion entre células estimuladas 10 min con PMA (50 ng/ml) y
células no estimuladas, por lo cual se pensd que la estimulacion de la célula se lleva a cabo
antes de los 10 min y por 1o tanto se redujo el tiempo de estimulaciéna 1, 3y Smin. Enla
figura 13c el anticuerpo 1B6.5.1 detecta diferencias en los patrones de fosforilacion de

células NIH3T3 estimuladas 3 min con PMA, con respecto a las células control (sin
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estimulo). Esto concuerda con lo reportado en la bibliografia, ya que se sabe que los

eventos bioquimicos de la estimulacién celular son rapidos y transientes.
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Figura 14. - Western Blot anti-fosfotirosinas de lisados celulares de J774 estimulados y no
estimulados con PMA. Carril 1 células no estimuladas y Carril 2 células estimuladas 10 min
con PMA a una concentraciéon de 50 ng/ml. Anticuerpo 1B6 5.1 a una concentracion de 10

wg/mi.
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6.4.4. WESTERN BLOTS CON EL ANTICUERPO COMERCIAL ANTI-FOSFOTIROSINA PY 20

Con el fin de comparar nuestros nuevos anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina.
en especial el anticuerpo 1B6.5.1, con el anticuerpo comercial anti-fosfotirosinas PY-20 se
hicieron ensayos de Western Blots. Los resultados con el anticuerpo PY 20 no eran
consistentes. En la mayoria de los ensayos no habia una buena sefial (Figura 15); en otros
pocos identificaba bandas, pero con menor sensibilidad que el anticuerpo monoclonal
1B6.5.1 (Figura 16). La figura 15 muestra una comparacion entre protefnas control (con
tirosinas fosforiladas) y extractos de varias células tratadas con estimulos que se sabe activan
cinasas de tirosina, como son los receptores Fc (que reconccen complejos inmunes de
antigeno-anticuerpo) y las integrinas (que reconocen proteinas de matriz extracelular)
(Kornberg et al, 1992; Juliano et al, 1993). Unicamente las proteinas control {carriles 4 y 7)
son detectadas adecuadamente por el anticuerpo PY-20, mientras que con extractos
celulares se ve una deteccidn poco sensible.

En la figura 16, al contrario de los resuitados anteriores, vemos que efectivamente el
anticuerpo PY-20 reconoce proteinas fosforiladas de lisados celulares. Sin embargo.
nuestro anticuerpo 1B6.5.1 puede ser mds sensible a la concentracion de proteina que se
utilizé. Se utilizaron las concentraciones Optimas de cada anticuerpo: PY 20 a una
concentracion de 2 ug/ml (recomendada por el fabricante), y 1B6.5.1 a una concentracion

de 7 ng/mi para lisados de fibroblastos.
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Figura 15. — Western Blot anti-fosfotirosinas con el anticuerpo comercial PY 20, Extracto
total de linea celular de monocitos {(THP-1) (carril 1); monocitos sin estimulo (carrit 2). v
estimulados con complejos inmunes insolubles (carril 3), proteina KLH fosforilada en
tirosinas (carril 4); monocitos estimulados con anticuerpo monoclonal anti-integrinas
(TS2/16) (carril 5) y anti-integrina 8, (IB4) (carri] 6); ovalbimina fosforilada en tirosinas
(carril 7). Cada carril con una concentracion de proteina de 20 ng y ef anticuerpo PY 20 a
una concentracion de 2 pig/ml. Muestra a 10 pg/carril.
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Figura 16. — Western Blot anti-fosfotirosinas con ¢l anticuerpo comercial PY 20. Lisados
celulares de fibroblastos NIH3T3 (30 pg/ carril). Carriles 1 y 3: lisados de NIH3T3
estimulados 1 min con PMA (50 ng/ml). Carriles 2 y 4: lisados de NIH3T3 estimulados 5
min con PMA (50 ng/ml). Carriles 1 y 2 revelado con el anticuerpo monoclonal PY 20 (2
ug/ml) v carriles 3 y 4 revelado con el anticuerpo monoclonal 1B6.5.1 (7ug/ml).
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6.5. INMUNOPRECIPITACIONES

Se deseaba también saber cual de los anticuerpos anti-fosfotirosina podia ser usado
para inmunoprecipitaciones. Para probar esto se hicieron ensayos de inmunoprecipitaciones
con cuatro de los mejores anticuerpos en ensayos de Western Blot: 1B6.5.1, 1B6.3.2,
1C2.3.1, y 1C6.1.1. Para la inmunoprecipitacion los anticuerpos se utilizaron a una
concentracién de 10 pg/ml. Después de tener los inmunoprecipitados se llevaron a cabo
Western Blots de éstos utilizando el anticuerpo 1B6.5.1. a una concentracidn de 7 pug/ml
(Figura 17b y parte de la 17a} y PY 20 a una concentracion de 2mg/ml (Figura 17a).

Como se observa en la Figura 17 los anticuerpos son capaces de reconocer e
inmunoprecipitar proteinas fosforiladas en residuos de tirosina y ef anticuerpo 1B6.5.1 que
se utilizd para el Western Blot detecta las proteinas inmunoprecipitadas con gran
sensibilidad y sin ruido de fondo. En la Figura 17a se puede observar que el anticuerpo PY
20 reconoce las mismas bandas que el anticuerpo 1B6.5.1, aunque con menor intensidad las
bandas de peso molecular aproximado de 46 kDa. Como controles de la
inmunoprecipitacion (carriles 3 y 4 de la figura 16a), el lisado que se utilizo para el carril 3
no se le agregd el anticuerpo sino que Unicamente se incubd con la proteina A sefarosa.
mientras que en el carril 4 se incubé el lisado toda la noche con la proteina A sefarosa y
posteriormente se elimind la proteina, tomando el sobrenadante que se incubd una vez mas
con la proteina A sefarosa. Estos resultados nos indican que existe pegado inespecifco de
proteina con la proteina A sefarosa, y que las proteinas que se pegan inespecificamente son
de un peso menor de 46 kDa, aunque con lavados extensos se puede eliminar el pegado

inespecifico (figura 18).
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Figura 17. Western Blot de las inmunoprecipitaciones con los anticuerpos monoclonales
anti-fosfotirosina. (&) Carriles 1, 2, 5 y 6: inmunoprecipitacion de lisados de células NIH3T3
sin estimulo con anticuerpo monoclonal 1B6.5.1. Carriles 3 y 7: lisados de células NIH3T3
sin estimulo con incubacion de 2 hrs con la proteina A sefarosa. Carriles 4 y 8 lisados de
células NIH3T3 con una incubacién previa de 12hrs con proteina A-sefarosa.
posteriormente se eliminé la sefarosa y se trabajé con el lisado restante. Western Blot con
anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosinas 1B6.5.1 a una concentracion de 7 pg/mi.



(b)

P 1C6.1.1 1C23.1  1B6.5.Z

1 2 3 4 5 6

Western Blot: 1B6.5.1

Figura 17b. - Inmunoprecipitacion con anticuerpos 1B6.5.2, 1C2.3.1, y 1C6 1.1. (10 pg/ml)
de lisados de células NIH3T3. Carriles 1, 3 v 5 lisados de célutas NIH3T3 sin estimuio y
carriles 2, 4 y 6 lisados de células NIH3T3 estimuladas 3 min con PMA (50 ng/ml).
Western Blot con anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosinas 1B6 5.1 a una concentracion de

7 ug/ml.




Por ditimo se llevaron a cabo inmunoprecipitaciones con el anticuerpo anti-
fosfotirosinas comercial (PY 20) (Figura 18) a una concentracion de 10ug/ml. Como se
puede observar que el anticuerpo no inmunoprecipita muchas proteinas (comparar con
Figura 16) y el Western Blot con el anticuerpo PY 20 tiene mas ruido de fondo que el
Western Blot de las inmunoprecipitaciones con el anticuerpo 1B6.5.1. En este experimento
no se detectan las proteinas que se que se unian a la proteina A sefarosa, lo cual creemos
que fue porque se hicieron mas lavados durante la inmunoprecipitacion (ver seccion de

material y métodos).
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Figura 18. - Inmunoprecipitacién con anticuerpo comercial anti-fosfotirosinas PY 20.
Lisados celulares de fibroblastos NIH3T3 sin estimulo por duplicado Para inmunoprecipitar
se utilizo el anticuerpo PY 20 a 10 pg/ml. Western Blot con anticuerpo PY 20 (2 ng/mi)
lado izquierdo y 1B6.5.1 (7 pg/ml) lado derecho.
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7. DISCUSION

Las células de un organismo son capaces de recibir sefiales quimicas del exterior.
Algunas de estas sefiales quimicas activan a receptores en la superficie de la c€lula. lo cual
induce una serie de mecanismos de transduccion de seflales intracelulares. Muchas veces
estas sefiales llegan a influir sobre la expresién génica. Estos complejos mecanismos de
sefialamiento intracelular han sido estudiados a un mivel molecular en varios tipos celulares.
Se ha encontrado que estas rutas moleculares juegan un papel muy importante en una
variedad de fendmenos biolégicos. Uno de los mecanismos de transduccion de sefiales es
por medio de ias fosforilaciones de proteinas en residuos de tirosina, treonina y serina.

Una manera de detectar la participacion de proteinas especificas durante el procesc
de 1a transduccidn de la sefial es por medio de su fosforilacion en residuos de tirosina. Con
la experiencia de varios trabajos se ha visto que la deteccion de las proteinas involucradas en
estos eventos mediante ensayos de Western Blot es mas eficiente con anticuerpos anii-
fosfotirosina, en lugar que anti-fosfoserina o anti-fosfotreonina. Se han podido generar
anticuerpos que reconocen tirosinas fosforiladas. Sin embargo los anticuerpos anti-
fosfoserina y fosfo-treonina que se conocen no son' muy especificos y en general presentan
baja afinidad.

Existen anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina comerciales como el PY 20 v el
4G10. El problema con estos anticuerpos es ¢l alto precio y en el caso del anticuerpo PY 20
la deteccion de las proteinas en Western Blots no es consistente de experimento a
experimento lo cual dificulta la eficiencia del trabajo en el laboratorio. Por estas razones en
el laboratorio se decidid obtener anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina que fueran

capaces de detectar e inmunoprecipitar proteinas fosforiladas en tirosina sin que presentaran
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Jos problemas de los anticuerpos anti-fosfotirosina comerciales en cuanto a consistencia y
costo. Para esto se generaron hibridomas que secretaran anticuerpos monoclonaies anti-
fosfotirosina.

Este trabajo consistid en la purificacion y caracterizacion de los anticuerpos
monocionales anti-fosfotirosina que se obtuvieron en el laboratorio (1B6.5.1, 1B6.5.2,
1C6.1.1, 1C6.2.1, 1€C2.3.1 y 1C2.4.1). Como primer paso se determinaron los isotipos de
anticuerpos con los que estabamos trabajando por medio de ensayo de ELISA. No es
sorprendente encontrar que los anticuerpos 1B6.5.1 y 1B6.5.2 eran del mismo isotipo
(IgG1), al igual que 1C6.1.1 y 1C6.2.1 (IgG2ay y 1C2.3.1 y 1C2.4.1 (IgG1), ya que son
clonas de 1B6, 1C6 v 1C2 respectivamente.

Posteriormente se purificaron los anticuerpos empleando técnicas de precipitacion v
de separacion por medio de cromatografia de afinidad. A continuacion se quiso comprobar
que los anticuerpos monoclonales obtenidos reconocian especificamente fosfotirosinas por
lo cual se lievaron a cabo Western Blots con lisados de células tratadas con un inhibidor de
cinasas de tirosina especifico (tirfostina) antes de ser estimuladas. Se observd que las células
estimuladas presentaban una diferencia en los patrones de fosforilacion que en células no
estimuladas. Pero cuando las células tratadas con el inhibidor de cinasas de tirosina v
posteriormente estimuladas se observé que los patrones de fosforilacion eran como el
control (sin estimulo), lo que nos sugiere fuertemente que los anticuerpos monoclonales
reconocen proteinas fosforiladas en tirosina. Otro experimento més directo fue el blogueo
de la unidn antigeno-anticuerpo con el hapteno (fosfotirosinas) en un ensayo de Westen
Blot. En este experimento se observé que cuando se agregé el hapteno, las bandas que

anteriormente fueron reconocidas por el anticuerpo desaparecian. Esto nos indica que el
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anticuerpo reconocidé y se unid al hapteno en solucion, lo que ocasiond la falta de
1dentificacion de las proteinas fosforiladas. Por otra parte también se puede observar que
cuando se compara el anticuerpo monoclonal comercial PY 20 con el 1B6.5.1 los patrones
de reconocimiento son similares, lo cual también nos indica que el anticuerpo 1B6.5.1
reconoce especificamente fosfotirosinas.

Con los seis nuevos anticuerpos purificados se llevaron a cabo vartos experimentos
de Western Blots para ver cudl era el anticuerpo que reconocia mas bandas de proteinas
fosforiladas en tirosina de extractos celulares. Los lisados celulares se obtuvieron de células
estimuladas con el éster de forbol PMA. Se sabe que los ésteres de forbol atraviesan la
membrana celular hasta llegar al citosol donde interaccionan con la cinasa serina/treonina
PKC. Lo que sucede posterior a esta estimulacion no se ha definido, pero se sabe que PKC
estd involucrada en mecanismos de sefialamiento intracelular que lleva a secrecion de
hormonas o enzimas, en diferenciacion celular y en promocion de tumores, entre otras
funciones. Por estas razones es muy probable que varias cinasas de tirosina sean activadas
directa o indirectamente por la accion de ésteres de forbol como PMA,

Cuando se compararon los resultados de varios de los Western Blots de los seis
diferentes anticuerpos monoclonales producidos, concluimos que bajo las condiciones
establecidas del Western Blot el mejor anticuerpo era el 1B6.5.1, ya que los-demas
identificaban un menor nimero de proteinas fosforiladas en tirosinas o habia mucho pegado
inespecifico lo que ocasionaba ruido de fondo en los experimentos.

Se sabe que un anticuerpo que reconoce el hapteno en proteinas desnaturalizadas en
una membrana de nitrocelulosa o PVDF no garantiza que sea capaz de inmunoprecipitar

proteinas en forma nativa fosforiladas en tirosinas de un lisado celular. Por esta razén se



hicieron inmunoprecipitaciones con algunos de los anticuerpos monoclonales: 1B6 5.1.
1B6.5.2, 1C6.2.1 y 1C2.3.1, y se observd que todos eran capaces de inmunoprecipitar una
gran cantidad de proteinas fosforiladas en tirosina. Para este tipo de ensayos pensamos que
los mejores anticuerpos son 1C2.3.1 y 1B6.5.2, ya que inmunoprecipitan un mayor RUMeEro
de proteinas.

El anticuerpo 1B6.5.2, en el ensayo de Western Blot (figura 13a), no fue capaz de
reconocer muchas de las proteinas, pero como en la inmunoprecipitacion (figura 18b) es
capaz de precipitar un gran nimero de proteinas, pensamos que las condiciones gue se
utilizaron en el Western Blot no eran Optimas para el anticuerpo y que al encontrar esas
condiciones también funcione en este tipo de ensayos. De la misma manera pensamos que
cada uno de los seis anticuerpos anti-fosfotirosina purificados tienen una condicion 6ptima
para Western Blot, pero bajo las condiciones establecidas, el mejor es ¢l 1B6.5.1.

También se hicieron inmunoprecipitaciones con el anticuerpo comercial PY 20 y se
puede observar que no es capaz de inmunoprecipitar la misma cantidad de proteinas
fosforiladas en tirosina como los anticuerpos monoclonales obtenidos en el laboratorio

En los controles de la inmunoprecipitacion es claro que algunas proteinas se unen
inespecificamente a la proteina A sefarosa. Aunque se hizo una incubacion previa con la
proteina A-sefarosa para tratar de que las proteinas que se pudieran pegar inespecificamente.
fueran eliminadas; encontramos que ain hay algunas proteinas que se unen a la sefarosa
inespecificamente (Figura 17). Sin embargo, en la figura 18 no se observan las bandas de
unién inespecifica. Nosotros pensamos que esto se debe a que se hicieron mas lavados
durante el ensayo de la figura 18, y que ademas habia mucha mas proteina en el lisado de la

figura 17. Para eliminar esta union inespecifica se puede utilizar procedimientos generales
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reportados en la literatura, como es el bloque de sitios de unién inespecificos con una
proteina a alta concentracion, por ejemplo BSA, gelatina, ovalbumina, etc. Tambien se
puede disminuir las interacciones inespecificas aumentando la fuerza idnica de la reaccion.
Esto se logra con la adicion de una sal, cominmente NaCl.

Con esto podemos concluir que el anticuerpo con mayor sensibilidad para ensayos de
Western Blot es el 1B6.5.1, ya que identifica un mayor nimero de bandas y sin ruido de
fondo. También se confirma que es especifico contra fosfotirosinas y que es més sensible
que el anticuerpo comercial PY 20. Para ensayos de inmunoprecipitacion los mejores
anticuerpos son 1B6.5.2 y 1C2.3.1, ya que son capaces de inmunoprecipitar una gran
cantidad de proteinas. Sin embargo el anticuerpo 1B6.5.1 es capaz de inmunopecipitar
muchas mas proteinas fosforiladas en tirosinas que el anticuerpo comercial PY 20. Con la
produccién de estos nuevos anticuerpos monoclonales tenemos la ventaja de producir mas

anticuerpos, ya que contamos con las clonas de hibridomas.
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8. CONCLUSIONES

Los anticuerpos purificados de los hibridomas 1B6.5.1, 1B56.5.2, 1C2.3.1. 1C2.5 1.
1C6 1.1y 1C6.2.1, reconocen con diferente sensibilidad a proteinas fosforiladas en residuos
de tirosina. El anticuerpo 1C2.4.1 identifica bandas de proteinas fosforiladas en Western
Blots, y los ensayos tienen mucho ruido de fondo la mayoria de veces. En general la calidad
de los Western Blots con este anticuerpo no es muy buena.

El anticuerpo 1C6.2.1 identifica muy pocas bandas de proteinas fosforiladas. pero los
Western Blots son muy limpios. El anticuerpo 1B6.5.2 identifica bandas y el ruido de fondo
varia en los Western Blots. El anticuerpo 1C2.3.1 identifica bandas definidas, pero con
mucho ruido de fondo. El anticuerpo 1C6.1.1 identifica pocas bandas sin ruido de fondo Y
por Gltimo el anticuerpo de la clona 1B6.5.1 fue el mejor para pruebas de Western Blot.
pues identifica proteinas fosforiladas con gran sensibilidad y los resultados son muy limpios.
Todos los anticuerpos ‘probados también pueden inmunoprecipitar proteinas fosforiladas.
aunque los mejores son 1B6.5.2 y 1C2.3.1 seguidos por 1B6.5.1. La inmunoprecipitacion
con estos anticuerpos resulta ser mejor que las inmunoprecipitaciones con el anticuerpo
comercial PY 20.

Los anticuerpos fueron nombrados durante el proceso de seleccion. El mejor de los
anticuerpos para Western Blots anti-fosfotirosina, el 1B6.5.1 se denomino finalmente AFTS
(anti fosfotirosina 8). El anticuerpo AFTS fue utilizado en uno de Western Blots anti-
fosfotirosina de un trabajo publicado (Sanchez-Mejorada et al, 1998},
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