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Terapia génica en enfermedades neurodegenerativas.
Laura Manjarrés Madrid

Resumen

La terapia génica es una estrategia con la cual se busca corregir directamente el defecto genético en lugar de
tratar las consecuencias de este (1,2). Se empezd a hablar sobre esta técnica entre 1960 y 1970 gracias a los
avances en areas como biologia celular y molecular, genética, virologia, biologia tumoral, ingenieria genética y
el proyecto de genoma humano.

Esta terapia busca mejorar, evitar o detener la enfermedad partiendo de la modificacidn de genes(3,4).

En este momento VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology estd investigando esta técnica para tratar el
alzhéimer. En este laboratorio estan usando métodos como disefio racional y evolucién dirigida, generando
capsides y transgenes, con los cuales se estd comenzando a estudiar su efecto en el cerebro. Por esto durante
el segundo semestre del 2019 realice una pasantia en VIB — KU Leuven, con la direcciéon del Dr. Melvin Yesid
Rincén y con el apoyo del Dr. Jordan Koepper. Durante este tiempo tuve la oportunidad de realizar diversos
avances en sus investigaciones, lo cual me permitié crecer en mis conocimientos en esta area de interés.

Palabras clave: AAV, transgén, vector viral.
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1. Presentacion trabajo

La terapia génica es una estrategia con la cual se busca corregir directamente el defecto genético en lugar de
tratar las consecuencias de este (1,2). Se empezdé a hablar sobre esta técnica entre 1960 y 1970 gracias a los
avances en areas como biologia celular y molecular, genética, virologia, biologia tumoral, ingenieria genética y
el proyecto de genoma humano.

Esta terapia busca mejorar, evitar o detener la enfermedad partiendo de la modificacion de genes (3,4), se
trabaja sobre dos lineas de células, las germinales y las somaticas, la mds desarrollada hasta el momento es la
terapia génica en células somaticas. Cuando se trabaja sobre este tipo de células, al ingresar la correccion del
material genético, se busca controlar, disminuir o detener el desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, cuando
se trabaja en lineas germinales se afecta no solo al individuo sino a toda su descendencia, pues este cambio en
los genes estara presente también en la informacion genética de su decendencia (1,5,6).

La terapia génica puede darse por la introduccién en el individuo de DNA, RNA o células modificadas
genéticamente (3,7,8), la transferencia de estos compuestos puede ser: In vivo, cuando consiste en la
introduccion de transgenes por medio de vectores a través del torrente circulatorio o células de la piel; In situ,
cuando la modificacién genética se realiza directamente en el 6rgano defectuoso; por ultimo, Ex vivo, que
consiste en la transferencia de genes en células viables que han sido temporalmente removidas del cuerpo, las
cuales son reinsertadas en el organismo (1).

La transferencia de estos genes se puede hacer principalmente por 2 métodos:

1. Vectores no virales: La introduccién de los transgenes en el individuo se dan por medios fisicos o
qguimicos, como lo puede ser la electroporacion (1,9) que es un proceso por medio del cual se
desestabiliza la membrana celular con pulsos eléctricos, volviéndola permeable al ingreso de moléculas
exogenas y de gran tamario, las cual en el caso de la terapia génica seran transgenes. Debido al lugar en
el cual se realiza la descarga positiva y la negativa el transgén puede llegar hasta el nucleo, luego de
atravesar la membrana de una forma muy eficaz (10-12). El problema con esta técnica es la necesidad
de una alta experiencia en la realizacidn del proceso para conseguir resultados éptimos, por otro lado,
segun las células diana solo se podra realizar en momentos especificos del embarazo o de la nifiez (12).

2. Vectorviral: Este vector se escoge segun la enfermedad a tratar, es decir, se escoge un virus que infecten
especificamente las células presentes en el tejido blanco, ademds se tiene que evaluar las ventajas y
desventajas que este virus le confiere a la terapia de dicha enfermedad (1,4,9). Por otra parte, también
se pueden usar los transposones en conjunto con otros medios fisicos, como lo es la electroporacion
explicada en los vectores no virales. Los transposones, como missPiggy, este tipo de vectores, aparte de
ser mas sencillos en de fabricar permiten el introduccién de genes de gran tamafo en el sistema nervioso
central (13).

Entre los vectores virales, estan los basados en virus Adenoasociados (AAV) los cuales no se integran en
el genoma, pueden infectar diferentes tipos de células, y presentan un bajo grado de respuesta inmune
(14). Una de sus principales limitaciones es el tamafio del gen que pueden integrar, el cual es muy
pequefio en términos de pares de bases (pb) debido al tamafio de la particula viral. Los vectores AAV



presentan un tropismo especifico con diferentes células diana por medio de una interaccién entre las
proteinas de la capside y sus receptores celulares afines (5,15,16).

Hay que tener en cuenta que entre las principales desventajas que estos dos tipos de vectores comparten esta
la respuesta inmune que se genera, ademas del hecho que tanto las baja como la alta expresién de ciertos genes
puede provocar infeccion, toxicidad o la expresidn de distintas enfermedades (17,18).

En este momento VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology estd investigando estas diferentes técnicas de
terapia génica para tratar el alzhéimer. En este laboratorio usando métodos como diseno racional y evoluciéon
dirigida han podido generar capsides y transgenes, con los cuales se esta comenzando a estudiar su efecto en
el cerebro.

La mayor problematica en este momento es conseguir la cantidad correcta de expresion de los genes, es decir,
gue los transgenes ingresen con el tropismo suficiente como para infectar las células blanco y conseguir que
estas expresen los genes necesarios sin generar efectos adversos.

Para conseguir esto, por una parte, se plantea realizar investigaciones de AAV auto-complementarios (sc), los
AAV presentan una cadena simple de DNA de aproximadamente 4.8 kilo bases, su genoma esta compuesto por
3 genes llamados rep, cap y aap, estos virus presentan baja respuesta inmune, ademas de tropismo especifico
con diferentes células diana por medio de una interaccion entre las proteinas de la capside y sus receptores
celulares afines, por esto hay diversas capsides de estos virus, las cdpside capaz de pasar la barrera
hematoencefilica la capside 9 y la nueva capside PHP.B, esta presenta mayor topismo y mejor transcripciéon del
transgén de interés (5,17,19,20). Por otra parte, los AAVsc son virus compuestos por dos cadenas
complementarias de ADN, de esta forma pese a que se reduce el tamano del transgén usado aumenta la
expresion del transgén en el sistema nervioso (17,21).

La otra investigacidon orientada a este tema es por medio de capsula de los vectores missPiggy, un sistema de
plasmido disefiado especificamente para la electroporacion in-utero que permite una detecciéon econdmica,
rapida y flexible de la funcién génica, a través de diferentes tipos de células del sistema nervioso central en
diversas etapas de desarrollo (12,13,22,23).

Teniendo en cuenta la amplia trayectoria del instituto VIB-KU Leuven, su experiencia en terapia génica en
enfermedades neurodegenerativos y mis metas de formacién en el campo de la neurobiologia, durante el
segundo semestre del 2019 realice una pasantia en VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology, con la direccion
del Dr. Melvin Yesid Rincén y con el apoyo del Dr. Jordan Koepper.

Durante la pasantia en VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology desarrolle actividades en una investigacion
dirigida por el Dr. Melvin Yesid Rincdn, cuyo objetivo es maximizar la expresidn génica de vectores virales como
transportadores en procesos de terapia génica para las enfermedades neurodegenerativas, con esta actividad
se fortaleciéd mi formacién profesional como bidloga y desarrolle habilidades y destrezas claves en este campo
de la Ciencias.



A pesar de que el tratamiento de enfermedades hereditarias por medio de la terapia génica ha tomado gran
fuerza en los Ultimos anos, aun presenta dificultades técnicas, las cuales varian segun la enfermedad a tratar, y
los métodos de administracién. Razon por la cual en el laboratorio de glia busca aumentar la efectividad de esta
terapia, como lo son vectores de AAV con mediadores-moduladores para aumentar la expresién del transgén.

En Colombia existen pocos profesionales con experiencia en este tipo de investigaciones, como dijo el Dr.
Mauricio Arcos de la Universidad Simdén Bolivar de Barranquilla: “Colombia estd avanzando muy lentamente en
los estudios en la materia y aunque hay algunos grupos con mayor desarrollo, no existe una politica cientifica
coherente y planificada a largo plazo para perseguir el ritmo que marcan los laboratorios de investigacién en
genética del mundo” (24). En la literatura reciente se mencionan pocos desarrollos de terapias génicas para las
enfermedades neurodegenerativas en el pais, por lo cual un profesional formado en este campo puede
contribuir al desarrollo de investigaciones de este tipo en el ambito nacional.

2. Reseia de la institucion lugar

El Instituto flamenco de biotecnologia o VIB (Viaams Instituut voor Biotechnologie) estad dedicado a la
investigacion de las ciencias de la vida con sede central en Flandes, Bélgica y cuenta con alrededor de 1.470
cientificos de 60 paises, este instituto trabaja en estrecha relacion con las siguientes universidades belgas:
Universidad de Gent, Universidad Catdlica de Leuven, Universidad de Amberes, Universidad libre de Bruselas y
Universidad de Hasselt, siendo el gobierno flamenco el que hace las financiaciones (25).

El laboratorio asociado a la universidad catdlica de Leuven, es encargado de estudiar el cerebro y sus
enfermedades, su nombre es “VIB-KU Luven center for brain and disease research”, cuyo objetivo principal es
“desentrafiar los mecanismos bioldgicos basicos de la neurobiologia y las enfermedades cerebrales y buscar
nuevos hallazgos para resolver los principales problemas médicos” (26), a la vez este laboratorio se divide en
diversos grupos de investigacion, entre ellos se encuentra VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology dirigido
por el Dr. Matthew Holt, el cual busca comprender el funcionamiento de las células gliales, estas representan el
60% de las células del cerebro, pero su funciéon aun no es claro. Se cree que estas células estan relacionadas con
las enfermedades neurodegenerativas, como lo es el Alzheimer que es de alto interés en esta sede (27).

Los trabajos de este laboratorio toman gran relevancia dado que actualmente se conocen muchas
enfermedades asociadas a mutaciones genéticas, por lo cual se vuelve una necesidad el poder desarrollar
formas de tratarlas y corregir la enfermedad, ademas, de mejorar la vida de los pacientes.



3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Consolidar la formacion como estudiante de Biologia interesada en la aplicacidén de esta ciencia en el campo de
la terapia génica para enfermedades neurodegenerativas por medio de una pasantia académica en VIB — KU
Leuven Laboratory of Glia Biology.

3.2 Objetivos especificos

e Establecer la diferencia entre los serotipos de vectores AAV, ventajas y desventajas.

e Evaluar el uso de secuencias genéticas In-Vivo en modelos animales (Mus musculus)

e Conocer los procedimientos basicos y necesarios para la creacion de vectores virales basados en virus adeno-
asociados (AAV), incluyendo clonacidn, electroforesis, maxi-midi prep, transfeccién celular, produccién,
purificacidn, titulacién de vectores AAV, construccion/evaluacidn de transgenes y manejo de células HEK.

e Adquirir conocimientos en uso de promotores, secuencias reguladores e inhibidores de expresion génica en
combinacion con vectores AAV.

e Aplicar los conocimientos adquiridos en experimentos /n-Vivo, como la inyeccidén de vectores, eutanasia en
ratones, procesamiento de érganos y anadlisis de expresion genética.

4. Logros alcanzados

En la pasantia fue posible realizar mas actividades de las esperadas en un principio. No acompaiie
especificamente solo la investigacion del Dr. Melvin Yesid Rincdn, sino, que tuve la oportunidad de colaborar a
otros investigadores como lo fue el Dr. Jordan Koepper. La oportunidad de acompafiar a estos dos
investigadores me permitiéo aumentar el nUmero de procedimientos aprendidos, por ejemplo, al trabajar con el
Dr. Jordan pude conocer el manejo y mantenimiento del cultivo celular, para luego usar las células con el Dr.
Melvin en el desarrollo de vectores de AAV, por lo cual pude aprender a detalle el proceso y manejo de estas
técnicas.

Gracias a las bases que me permitieron tener estos dos investigadores fue posible para mi encargarme en su
ausencia de diferentes areas como el analisis de imagenes y el mantenimiento del cultivo celular para apoyar
diversas investigaciones del laboratorio.

5. Dificultades

El principal inconveniente durante la pasantia fue el retraso de la investigacién principal en la cual iba a
participar. Cuando comenzamos a planear la pasantia se esperaba que la investigacién del Dr. Melvin, enfocada
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en el uso de mediadores-moduladores se encontraria en la fase de inyeccidén y evaluacion de los diferentes
mediadores. Cuando comenzé mi pasantia en el mes de agosto de 2019, la llegada de los vectores desde Estados
Unidos se atrasé un par de meses. Razon por la cual pase a apoyar otras investigaciones, para complementar mi
conocimiento.

6. Resultados

6.1 Analisis de inhibicidn de la proteina verde fluorescente por el
software imagej con la herramienta de ROI

A continuacidn, se explica uno de los analisis de imagenes que realizamos durante mi estancia académica. Las
imagenes fueron obtenidas de ratones con 20 dias de vida, los cuales fueron inyectado por medio de
electroporacién in-utero con un plasmido llamado miss-piggy TB279, el cual tiene como objetivo reducir la
produccion de la proteina verde fluorescente (GFP). Este transgén circular estd formado por dos origenes, un
grupo de promotores (GFAP), la proteina de marcaje para el transgén (tdTomato) y el gen de interés mir30 el
cual cambia en cada secuencia a evaluar. Exactamente se evaluaron cuatro transgenes, el gen mir30 tiene las
siguientes especificaciones en cada uno (Fig.1):

1. Anti-GFPOO1: Este transgén tiene una modificacién en mir30 el cual evita que se genere la proteina GFP.
Anti-GFP002: Este transgén tiene una modificaciéon en mir30 el cual evita que la proteina GFP sufra sus
transformaciones finales.

3. Anti-GFPtandem: En este caso las modificaciones presentes son la combinacién ente Anti-GFP001 y Anti-
GFP0O02.

4. Anti-GFPscramble: Este transgén no presenta el gen mir30, siendo el grupo control.
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Figura 1. Construccién del plasmido miss-piggy TB279 en la aplicacién snapgen, la cual muestra la composicién del transgén a usar,
este consta del gen de interés (mir30), proteina marcadora del transgén (td-Tomato) y promotores necesarios para la introduccion y
trascripcion del transgén. Este constructo se presenta en forma lineal para su mejor comprensidn, pero en realidad es circular. Figura
brindada por VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology.



La GFP es muy usada para la evaluacion de diferentes células o compuestos principalmente a nivel cerebral, esta
presenta dos picos de excitacidon uno a 395nm y otro a 475nm, segln el grado de excitacién presentaran un
grado de emisidon de 508nm y 503nm respectivamente emitiendo una luz visible de color verdoso (28). Esta
proteina fue hallada en un comienzo en la medusa Aequorea victoria, luego el gen responsable de esta
bioluminiscencia fue insertado unido a marcador inmune aldehido deshidrogenasa-1 (aldh1h), en los mus
musculus usados, lo cual permite la sefializacion de esta proteina comun en el cerebro (29).

El marcador aldl1lh es comun en los cerebros que presentan buena respuesta inmune (30), siendo una proteina
comun en el cerebro de estos mus musculus modificados, por lo cual el nivel de inhibicidn sera mayor y mas facil
de evidenciar. Luego de evidenciar el porcentaje de inhibicidon capaz de presentar este transgén, la proteina
blanco se cambiara por una proteina que se relaciona con la enfermedad que se desea tratar.

El estudio del transgén se comenzd realizando una operacién in-utero a la madre el dia 14 de prefies, en este
proceso se extraen los fetos, se evaluo el Utero y se sacé uno de los dos lados de este, se inyectaron los
embriones en el I6bulo frontal del lado derecho con el transgén de interés, en este caso missPiggy TB279, se
espero el término del desarrollo de feto y al dia diez de vida se evaluo el estado del transgén a través de
microscopia de fluorescencia, los mus musculus que no presenten el transgén fueron descartado, por otro lado
los que si lo presentaron (bajo el microscopio de luz fluorescente el cerebro se vera de color rojo) siguieron en
el estudio y se dejaron desarrollar hasta el dia veinte. Luego de este dia se sacrificaron, se extrajo el cerebro, se
fijarony cortaron, para luego realizar un proceso de inmunohistoquimica en ellos, este proceso permitié analizar
la presencia del transgén y la disminucién de la proteina GFP a través de la herramienta ROl en la aplicaciéon
imagej (31).

Por cada transgén se evaluaron en total nueve cortes de tres cerebros distintos, siendo tres cortes por cerebro.
Lo cual permitié obtener un resultado estadisticamente confiable.

Figura 2. Corte de cerebro evaluado a través de inmunohistoquimica, este proceso es realizado con anticuerpos especificos para cada
caracteristica de interés, estos les permitiran iluminarse bajo una onda de luminiscencia especifica, la cual emitird un color especifico
a la caracteristica en cuestion. En laimagen se pueden evidenciar tres tonalidades de onda, la azul representa los nucleos de las células,
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el rojo muestra los lugares donde se encuentra el plasmido missPiggy TB279 y por ultimo el verde indica la presencia de GFP. Figura
brindada por VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology.

El proceso de inmunohistoquimica tiene como objetivo detectar y amplificar un antigeno especifico, como lo
pueden ser proteinas, por medio de polimeros conjugados, los cuales bajo una onda especifica de luminiscencia
emitird una longitud de luz visible, dado que cada antigeno fluérese bajo diferentes longitudes de onda, la luz
emitida serd de diferente tonalidad, permitiendo diferenciar las moléculas de interés (32). En este caso, el azul
representaba el nucleo de las células, el verde era la proteina GFP y el rojo era el plasmido missPiggy TB279
marcado con tdTomato presente en el constructo (figura 2).

El proceso de lectura de las muestras se hizo a través de un microscopio de fluorescencia, cuando se logrd la
nitidez deseada se tomé una foto, la cual fue procesada a través de la aplicacion imagej, este software separo
la muestra segun los colores, mediante la herramienta ROl se delinearon las dreas donde se presenta el plasmido
missPiggy, estas dreas se compararon con la figura en la que se distingue la proteina GFP. El resultado que se
esperaba es que las dreas iluminadas en la imagen que muestra el color rojo sean areas sin iluminacién a través

del filtro verde (figura 3).

El programa mide el nivel de intensidad de brillo de las 4reas en las dos imagenes, para pasar los datos
cualitativos a cuantitativo (33). Estos datos luego permiten sacar un promedio de intensidad por imagen, este
promedio se divide sobre un drea que no presente el transgén (BG).

Por ultimo, se sacé un promedio entre el total de las muestras de cada plasmido missPiggy TB279, para definir
el nivel de fluorescencia, el cual serd inversamente proporcional al grado de inhibicién producido por cada
transgén (figura 4 y figura 5). Se esperaba que el menor porcentaje de inhibicién se de en el grupo control, por
otra parte, missPiggy TB279 con mayor inhibicion seria el tdandem, pues este une Anti-GFP 001 y Anti-GFP 002.
Como se puede ver en la figura 5 el transgén que mejor inhibid la proteina de interés fue Anti-GFP 001.

11



Aldh1h-GFP tdTomato

shEGFP 001

shEGFP 002

Figura 3. Comparacion entre dos constructos del plasmido miss-piggy TB279. Las imagenes de la A a la C muestran la evaluacidon de
un corte de cerebro modificado con el transgén miss-piggy TB279 Anti-GFP001, mientras que la imagen de la D a la F muestra un corte
de cerebro modificado por miss-piggy TB279 Anti-GFP0O02. En las figuras Cy F muestran la combinacién entre el transgén y la proteina
GFP. La imagen B y E muestran solo la presencia del transgén, ademas, de una célula positiva para el transgén. La imagen Ay D
muestran la fluorescencia de GFP, el cuadro de estas imagenes representa las células sefialadas en la figura B y E, los cuales se
encuentran sin fluorescencia debido a la presencia del transgén.

Figura 4. Grafica de resultados.

Media intensidad GFP/Intensidad del fondo Porcentaje de disminucion
T o [ anti-GFP control
| |anti-GFP 001
[anti-GFP 002

o anti-GFP tandem

0,8

06 -
04 -

0,4

0,2 4
02 A

Figut:a 4. Resultados de inhibicidn para la proteina GFP por constructo. La grafica A muestra la media de la intimidad de la
proteina. La grafica B muestra el promedio de la disminucién de fluorescencia en los cortes estudiado por cada constructo de missPiggy
TB279, o sea de la disminucidn de la proteina GFP. La gréfica A es inversamente proporcional a la grafica B, lo cual quiere decir que

entre menor sea el valor en la grafica A sera mayor el porcentaje de inhibicion en B.
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Figura 5. Resumen de los resultados.

Medias por transgén
AntiGFP001 AntiGFP002 AntiGFPTandem AntiGFPScramble

0,46 0,39 0,42 1,02

MO001
0,60 MO001 0,74 MO001 0,78 MO001 0,92
0,45 0,63 0,34 0,99
MO002 0,42 0,70 0,49 0,95

MO002
0,43 0,63 M002 0,66 MO002 0,98
0,42 0,65 0,45 1,12
MO003 0,54 MO003 0,67 0,63 1,16
0,58 0,53 MO003 0,64 MO003 0,85
0,50 0,82
Resultados

Promedio 0,49 Promedio 0,62 Promedio 0,54 Promedio 0,98
Error estandar 0,03 Error estandar 0,04 Error estandar 0,05 Error estandar 0,04
Disminucion 0,51 Disminucion 0,38 Disminucion 0,46 Disminucién 0,02

6.2 Curso FELASA tipo B

Este curso fue creado por la institucion FELASA, “Federation of European Laboratory Animal Science
Associations” en el afio 1978 (28). Este es un curso obligatorio para los investigadores que realicen
experimentacion en animales en la unién europea.

Debido a las practicas que iba a realizar durante mi estancia en VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology, fue
necesario realizar el curso tipo B. Este curso es para los cientificos, que ejecutan los proceso en animales en una
investigacion mas no planea los experimentos que se realizaran.

Este curso cuenta con 30 horas de teoriay 10 horas practica, durante estas 40 horas se aprende sobre el manejo,
limpieza, precaucion y correcta manipulacién de todos los tipos de animales de laboratorio.

6.3 Traduccion de protocolos usados

Uno de los principales entregables de la pasantia son los protocolos aprendidos en mi estancia en VIB — KU
Leuven Laboratory of Glia Biology. Los disefos experimentales se enfocaran principalmente en el campo de
neurociencias con el uso de transgenes, pero algunos de ellos pueden ser usados en otras areas. Estos se
dividiran en 4 partes segun el drea en la cual se suele usar. Primero se encuentran los protocolos generales para
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la generacidn y evaluacidon de transgenes (apéndice 1), estos se pueden usar en diversas ocasiones en el
laboratorio; luego estan los que involucran el manejo de células HEK 293T (apéndice 2); posteriormente se
encuentran aquellos que involucran terapia génica con AAV (apéndice 3); y por ultimo se encuentran los
protocolos que involucran el uso de animales (apéndice 4).

Estos protocolos se depositaran en el repositorio de la universidad CES, ademas se podrdn encontrar en los
anexos de este trabajo.

7. Conclusiones

Durante los cuatro meses que pasé en VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology mi formacién como bidloga
se vio altamente beneficiada, debido a que pude reforzar y usar conocimientos adquiridos durante el pregrado,
ademads, de aprender procesos uUnicos del drea de terapia génica enfocada a las enfermedades
neurodegenerativas, estas técnicas no se habrian podido aprender en una pasantia en Colombia, dado que esta
area de la biologia apenas se estd comenzando a desarrollar, por esta razén los protocolos usados fueron
traducidos y almacenados en el repositorio de la universidad CES para futuras investigaciones.

También durante este tiempo fue posible realizar el curso FELASA tipo B, el cual es reconocido en toda la unién
europea, permitiéndome realizar experimentos en animales durante mi estancia y en futuras investigaciones en
las cuales participe.

Por ultimo, podemos concluir a partir de los experimentos en los que participe que presenta mejor eficiencia en
lainhibicidn de la proteina GFP es el transgén Anti-GFP0O1. Este no era el resultado esperado, pues se planteaba
qgue el Anti-GFPtandem, al presentar dos mecanismos de inhibicidon de la proteina, hiciera que el porcentaje de
GFP fuera menor que en los otros casos, por esto el paso a seguir es investigar como el uso de estos dos
mecanismos se inhabilitan entre si. Paralelo a esto, se cambiara la proteina a silenciar en el constructo miss-
piggy TB279 por una proteina que se conozca esté vinculada a una enfermedad neurodegenerativa de interés,
en el caso de este laboratorio seria una proteina asociada a una enfermedad de interés.
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8. Apéndices

8.1 Carta de autorizacion

Leuven, Bélgica

16 de mayo 2020

A quien pueda interesar

Por medio de la presente yo, Melvin Yesid Rincon Acelas, identificado con cc 91538412 de la ciudad de Bucaramanga, certifico la
traduccién de los protocolos que la bidloga Laura Manjarres aprendio durante su pasantia se en el laboratorio de Biologia de la Glia a
cargo del Dr. Matthew Holt, en las instalaciones de VIB-KU Leuven Center for Brain and Disease Research, en la ciudad de Leuven,
Bélgica, ademas de la ubicacidon de estos en el repositorio de la Universidad CES para su futuro uso por parte de la institucion.

Melvin Yesid Rincén Acelas. MD. PhD.
Chemin du Foriest, 1420 Braine-I'Alleud, Belgium.
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8.2 Protocolos generales parala generacion y evaluacion de transgenes.

PROTOCOLOS GENERALES PARA LA PRODUCCION Y EVALUACION DE TRANSGENES

Codigo: PR-XX-XXX Fecha: XX/XX/XXXX | Versién: 01

PROCESO

1.

INTRODUCCION Y OBJETIVO:

Estos protocolos son usados en diferentes investigaciones, ademas, en su mayoria son los primeros protocolos para

a

2

p
u

p

3

prender debido a que estos son la base de procedimientos mas especificos en las diferentes areas.

. ALCANCE:

ese a que el objetivo de los protocolos es para el trabajo bdasico en el campo de la terapia génica, también se pueden
sar en otras ramas de las ciencias moleculares, como lo puede ser para el crecimiento de bacterias, busqueda de
roteinas blanco en muestras, entre otros.

. DEFINICIONES:

Incluya las definiciones que sean necesarias para facilitar al lector el entendimiento de este procedimiento A-Z)

Bacteria competente: Bacteria preparada para recibir DNA exdgeno.
Plasmido: Molécula pequefia de DNA circular capaz de replicarse de forma independiente en una célula huésped.
Transgén: Material genético modificado y transferido a un organismo.

4. DOCUMENTOS DE REFERENCIA:
e Protocolos de VIB— KU Leuven Laboratory of Glia Biology.
e Primrose SB, Twyman RM, Primrose SB, Primrose SB. Principles of gene manipulation and genomics. 7th ed. Malden,
MA,; Oxford: Blackwell Pub; 2006. 644 p.
e SnapGene [Internet]. SnapGene. [citado 27 de marzo de 2020]. Disponible en: https://www.snapgene.com/
e Cooper GM, Hausman RE. La Célula. Madrid: Marbdn; 2008.
CONTROL ELABORO REVISO APROBO
Melvin Yesid Rincon. Laura Melvin Yesid Juliana Maria Martinez. Carlos Andrés
Nombre ; . s
Manjarres Madrid. Rincén. Escobar.
Investigador. Estudiante Investigador. Tutor de enlace. Jefe de
Cargo
pregrado. Programa.
Fecha 2019 2020 2020
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PROTOCOLOS GENERALES PARA LA PRODUCCION Y EVALUACION DE TRANSGENES

Cdodigo: PR-XX-XXX Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

5. CONDICIONES GENERALES:
e Condiciones de esterilidad.
e Aire acondicionado.

e Uso de batay guantes.

6. Protocolos.
6.1 Elaboracion del medio Lurina Bertani (LB).

Este protocolo permite realizar un medio necesario para distintos protocolos mencionados en este recopilado.

Nota: se debe preparar siempre un dia antes de usar.

1 | Colocar por cada En un erlenmeyer de 1L se debe colocar 1L de agua 'y Registro  del
50ml de agua 1gr 20 gr demedio LB. Mezclar hasta lograr la disolucién de uso de la
de medio LB. este. Profesional que | balanza

desarrollara el analitica.
Una vez el medio se diluye, se coloca en el autoclave a protocolo.

2 Realizar un ciclo 121°C, 15lb de presién, durante 20 min, Registro del

de esterilizacion | posteriormente se deja enfriar a temperatura uso del
ambiente antes de su uso. autoclave.

Nota: revisar que no tenga turbulencia

6.2 Transformacion.

Este protocolo permite almacenar y replicar contenido genético de interés en una bacteria, controlando el crecimiento de
la colonia a través de un gen en el transgén de interés, el cual es resistente al antibidtico que se encuentra en el medio de
cultivo; lo cual garantiza el crecimiento de las células que contienen el pldsmido. Ademds del proceso de purificacion del
plasmido obtenido, como resultado esperado del proceso.

Materiales
e Bacteria competente.
e (Cajas de Petri LB + antibidtico.
e Centrifuga.
e Incubadora.
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PROTOCOLOS GENERALES PARA LA PRODUCCION Y EVALUACION DE TRANSGENES

Codigo: PR-XX-XXX

Incubadora con agitacion.

Kit EndoFree plasmid purification (Maxi prep).

Medio soc.
Medio LB.

Antibidtico.

Material genético

Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

Dial

Preparar antes de

Tener un bafio maria 42°C.

Colocar el medio soc y las cajas de petri LB +
ampicilina en la incubadora a 37°C por 1 hora.
Tener un recipiente con hielo y agua, el cual

comenzar contenga la E.Coli y el plasmido a usar.
Nota: El plasmido y las bacterias se deben
mantener en el recipiente mencionado

anteriormente.

Mezclar el En un vial colocar de 2-5uL del pldasmido y 50uL de
pldsmido con las | las E.Coli, este proceso se debe realizar con el
bacterias mechero encendido. Este vial se deja
competentes posteriormente por 30 minutos en el recipiente

con hielo y agua.

Activacion de las

Depositar por 30 segundos el vial en el bafo

bacterias

crecimiento de

bacterias maria.

Depositar el vial en hielo por 2 minutos.

En un tubo de cultivo, cerca del mechero, colocar
Cultivoy 950uL del medio soc y 50uL de la mezcla del vial,

este tubo de ensayo se debe dejar por 1 hora en
la incubadora (37°C, 250 rpm).

Se toman 2 cajas de Petri. En una se coloca 100uL
de la mezcla, en la otra se coloca 50uL y estas se
llevan a la incubadora por la noche.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Registro de
toma de las
células

competentes y

del plasmido.

N/A

N/A

Registro de
uso en la
incubadora.

Dia 2

Con el mechero encendido, colocar en un tubo de
cultivo 5 mL de medio LB, con 5uL de ampicilina
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(Dilucion de 1/1000), luego tomar una sola colonia

adicionarle la
RNase A, el

y un tubo de 50mL para colocar el liquido celular
filtrado.

Cultivoy de una de las cajas de Petri y llevar el tubo de Profesional que Registro de
crecimientode | ensayo por 8 horas a la incubadora (37°C, 250 desarrollara el uso en la
bacterias rpm). protocolo. incubadora
En un Erlenmeyer colocar 250 ml de medio LB +
8 ampicilina y 250uL (Dilucién de 1/1000) de la
mezcla presente en el tubo de ensayo. Dejar en la
incubadora a 37°C, 250 rpm durante la noche.
Dia 3
Preparar tres muestras una de 10uL de agua, 1uL
9 Medicion de la de las bacterias y 9uL de agua, la ultima son 10uL
OD (Densidad de las bacterias. Luego se ponen en este orden en Registro del
Optica) el espectrofotémetro y se lee en la pantalla este uso en la OD.
valor. El OD del cultivo debe encontrarse entre 1,5
y 2. Profesional que
En un recipiente plastico resistente poner el desarrollara el
liguido de los Erlenmeyer, evitando la espuma. protocolo.
10 | Precipitacién de | Colocar los recipientes en la centrifugadora Registro en la
las bacterias (6000xg, 4°C) por 15 minutos. Descartar el centrifuga.
sobrenadante y dejar el precipitado.
Nota: Se puede detener aqui el proceso por unos
dias llevando el precipitado a la nevera de -20°C
11 Abrir el bufer P1 adicionarle la RNasa A, el buffer Marcar los
P3 se debe dejar en hielo o en la nevera de 4°C buferes que se
hasta que se vaya a usar. inician
(iniciales del
nombre y el
apellido +
fecha)
12 Re suspender el precipitado en 10mL del bufer P1
13 Adicionar 10mL del buafer P2 e invertirlo
vigorosamente entre 4 y 6 veces, dejar reposar
Realizar la por 5min.
purificacion del
plasmido a través | Nota: No se debe dejar mas tiempo porque puede
del kit maxiprep | empezar a dafiar el plasmido.
14 EndoFr.e.e plgsmid Durante los 5min de incubacidn se debe tapar el
purificacion QlAfilter Cartridge.
15 . . | Adadir 10mL del bufer P3 e invertirlo
Nota: Revisar si .
vigorosamente entre 4y 6 veces.
no hay buffers - - - -
16 En el QlAfilter Cartridge se debe introducir la .
empezados o no, . . . Profesional que
. mezcla, dejarla incubar por 10 min sin poner el
si hay empezar , desarrollara el N/A
uno de buffer P1 émbolo. - = - protocolo_
17 Destapar el QlAfilter Cartridge colocar el émbolo
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| 18 | buffer P3 se debe |
dejar en hielo o
en la nevera de

19

4°C hasta que se
vaya a usar.

20

21

22

23

24

25

26

Al tubo de 50mL se le deben adicionar 2.5mL del
bufer ER, mezclar invirtiendo el tubo 10 veces y
dejar incubando por 30min.

Equilibrar el QIAGEN-tip 500 adicionando 10mL
del bufer QBT y dejar que éste se vacie por
gravedad.

Colocar en el QIAGEN-tip 500 el tubo que se
estaba dejando fermentar (paso 4.7), dejar que se
filtre por gravedad.

Lavar dos veces el QIAGEN-tip 500 adicionando
30mL del bufer QC por lavada.

Eluir el DNA con 15mL el bufer QN.

Afadir 10.5mL de isopropanol al DNA eluido;
mezclarlos y llevarlos a la centrifuga por 1 hora,
5000 x gy 4°C.

Nota: Medir la concentracién del pldsmido para
poder Re suspender después

Lavar el precipitado de DNA con etanol al 70% y
centrifugar por 15min a 5000xg, después colocar
el precipitado en un vial, volver a centrifugar por
5min y retirar cuidadosamente el sobrenadante y
dejar secar el precipitado.

Por ultimo, se disuelve el DNA en un adecuado
volumen de Bufer TE.

Antes de guardar el plasmido a -4°C se mide la
concentracién a 280nm

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Registro del
uso de la
centrifuga.

N/A

Registro de
cuantificacion
de 4cidos
nucleicos
generados por
el del
nanodrop.

6.3 Digestion.

Este protocolo te permite evaluar que el péptido aislado en el protocolo anterior en su forma original y conserve los

genes deseados.

Se evalla a través de la digestion del pldasmido por enzimas que cumplan las condiciones de cortar en mas de un lugar,

ademas entre las enzimas seleccionadas se debe cortar diferentes partes del radio del plasmido. Por ultimo, como se

estd trabajando con AAV una de las enzimas debe evaluar los ITRs.

Materiales

Agarosa.
Agua.

Agua doble destilada.

Buffer TAE.
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PROTOCOLOS GENERALES PARA LA PRODUCCION Y EVALUACION DE TRANSGENES

Codigo: PR-XX-XXX

Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

PROCESO

e Enzimas + Buffers.
o Gel de tinte de carga.

e Marcador de peso molecular 1Kb plus.

e Midori green.

e Termocicladores.

e Plasmido purificado.
e Shapgen.

e lector especial.

Antes deir al laboratorio se recomienda llenar

1 Calculos de las la tabla 1.

sustancias Tabla 1.

Nota: El valor a usar en el budfer eny la enzima
son valores dados para analizar 500 ng de
pldasmido Profesional que

2 Dilucién del Llevar el plasmido a la concentracién desarrollara el N/A

plasmido planteada en el paso anterior. protocolo.

Poner los componentes mencionados en la

3 Mezcla de las tabla 1 en el orden que se encuentran.

enzimas N/A

Nota: Las enzimas solo se deben sacar en el
momento de usarlas y se deben mantener en
un recipiente con hielo y agua.
Llevar las muestras al termociclador por Registro de uso del

4 Activacion de alrededor de 1h a 37°C. termociclador.

enzimas

Nota: Revisar el tiempo minimo que se debe
dejar las muestras en el termociclador.

5 20mL de TAE 5x.

6 80mL de agua doble destilada.

7 1 g de agarosa.
Revolver y llevar al microondas. revisar cada

8 40seg y volver a mezclar, esto se hace hasta

Realizar el gel de que el liquido vuelva a ser transparente.

9 agarosa al 1% Cuando esté menos caliente (que se pueda
tomar por unos segundos) se le afade 5puL
midori green.
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Cuando esté lo suficientemente frio como Profesional que

10 paratomarlo por un rato se vierte en el molde desarrollara el N/A
para la electroforesis y se deja ahi por unos protocolo.
30min.
Cuando esta solido el gel sin estar por

11 completo seco se coloca en el recipiente para

la realizar la electroforesis. Este debe estar
lleno de TAE 1x y debe tapar el gel por
completo.

En el primer pozo va 5ulL de un marcador de
peso molecular.

12 | Afadir las muestras
a los pozos.

13 Nota: De cada
14 muestra se usan
15 | generalmente 20uL.

Luego las muestras que tengan la enzima 1.

Luego las muestras que tengan la enzima 2.

Luego las muestras que tengan la enzima 3.

Registro de uso del
equipo de
electroforesis.
Impresion del gel
de corrido
esperado
Nota: Las enzimas 1,2,3 son las definidas en snapgen como capaces de cortar el plasmido en diferentes partes, una por

16 Electroforesis Se debe dejar correr minimo por 45min a

130v.
Revisar que en los resultados aparezcan las
bandas que se plantean con snapgene.

17 | Andlisis resultados

cada enzimay en partes relativamente grandes.

6.4 Western blot.
Este método permite detectar una proteina especifica en una muestra por medio de electroforesis.

Para su lectura se expone el anticuerpo unido a un tinte fluorescente, que al reaccionar con otros quimicos y un tipico
especifico de luz mostrara el resultado.

Esta técnica solo puede determinar la presencia de la proteina, no la concentracién de esta.

Materiales.

Nota: *3M tris + 0,3%SDS (w/v) + PBS 1x hasta 500mL. El pH debe ser de 8,45

Acrilamida.
Agua doble destilada.
Bufer de gel.

Marcador de peso molecular.

Esponjas.

Membrana de transferencia.

Papeles.
TBST.
ECL.
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PROTOCOLOS GENERALES PARA LA PRODUCCION Y EVALUACION DE TRANSGENES

Cddigo: PR-XX-XXX

Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

PROCESO

Nota: Mezclar

Nota: Para este buffer se mezclan 2,5gr de leche en polvo con 50mL de TBST.

Buffer de bloqueo.

Dial

Preparar el gel
de acrilamida.

Gel de corrido al 10%
a) En un tubo de 50mL mezclar el agua con
el bufer de gel.
b) En la campana mezclar en el tubo la

Nota: Se acrilamida.
recomienda c) Afadir el glicerol al 50% y mezclar
preparar con 2 invirtiendo el tubo
densidades. d) Afadir APS al 10% y el TEMED, luego Profesional que N/A
También se mezclar suavemente. desarrollara el
recomienda Desinfectar el casete y colocar el gel de corrido, protocolo.
dejar el gel adicionar un poco de ddH20 para asentarlo y
reposar poruna | dejar en la campana por 30min.
noche, se debe | Anadir el gel de apilamiento al 10%
guardara 4°C a) En un tubo de 50mL mezclar el agua con
envuelto en el buffer.
toallas b) En la campana mezclar en el tubo la
desechables acrilamida.
dentro de una c) Afadir APS al 10% y el TEMED, luego
bolsa. mezclar suavemente.
Colocar el gel de apilamiento, afiadir las
divisiones y esperar por 30min
Dia 2
Preparacion de | Afiadir 20uL de la muestra a evaluar con 20ul de
la muestra lammeli y hervir por 10min a 96°C.
Dejar en hielo por 2min, luego centrifugar Profesional que N/A
rapidamente. desarrollara el
Afadir las En el primer pozo va 5uL del marcador de peso protocolo.

muestras al gel.

molecular.

Luego en cada pozo se colocan 20uL de la muestra

Electroforesis

Dejar correr el gel por 30min a 40V y luego
incrementar a 120V por 1.5h.

Registro en el
equipo de
electroforesis.
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Cambiar a la cdmara de transferencia y dejar por
1.5ha 120v. Profesional que
10 Transferencia desarrollara el N/A
Nota: Para montar la camara de transferencia se protocolo.
pone: plataforma, esponja, papel, membrana,
gel, papel, esponja, plataforma. Luego de la hora
y media se deben haber trasferido la informacidn.
Llenar la tabla 2 de los anexos.
11 Afadir Tabla 2
anticuerpo Nota: Dejar durante la noche en el cuarto frio
mezclando.
Dia 3
12 Lavado Lavar 3 veces con TBST por 10min a 100rpm cada N/A
vez.
Llenar la tabla 3 de los anexos.
13 Anticuerpo Tabla 3
secundario Nota: incubar por una hora en el mezclador
14 Lavado final Lavar 3 veces con TBST por 10min a 100rpm cada Profesional que N/A
vez desarrollara el
15 Lavar 1 vez con TBS protocolo.
Afadir ECL.
16 | Preparacion para N/A
la lectura Nota: Se deben agregar 3mL de cada botella, a
cada papel de transferencia.
17 Leer en LAS- Primero se debe enfocar, luego se toma laimagen Registro en
3000 mini del fondo y por ultimo se procesa la membrana. LAS-3000 mini.
7. Anexos
7.1 Tabla1

En esta tabla se definen los volumenes necesarios para la digestiéon de un pldsmido por cada enzima. Las enzimas son

seleccionadas con la ayuda de snapgen, esta aplicacion te permite ver las enzimas que cortan el plasmido y los tamafios

gue se obtendran.

 Buffer 10x
-‘ dilucion del plasmido.
_}
. Total

20 pL — (BuL+PuL+EUL)

; 20 pL — (BuL+PuL+EuL)

20 pL — (BUL+PuL+EpL)

Nombre -- 2ulL Nombre -- 2uL

Nombre -- 2uL

Valor definido por la Valor definido por la

dilucién del plasmido.

Valor definido por la
dilucion del plasmido.

0.5 pL 0.5 uL

0.5 uL

20 pL 20 uL

20 uL
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7.2 Tabla 2

Esta tabla define los volumenes para el medio con anticuerpo primario.

_” Vol. total/denominador de la dilucién
. Towl 25m

7.3 Tabla3

Esta tabla define los volumenes para el medio con anticuerpo secundario.

0,25gr
Vol. total/denominador de la dilucion
25mL

CONTROL DE CAMBIOS

(Incluya la ultima fecha de (Detalle el cambio propuesto o razén | (incluya en nombre del responsable
actualizacién del procedimiento.) de creacion del documento, frente a | que cred o modifico el documento
la pertinencia que se tiene para el | por Ultima vez, cargo y Area de
cumplimiento del objetivo del | trabajo)
proceso)
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Resolacion el Ministeio de Edscoritn Nacianal No. 1371 el 22 de waro de 2007

PROTOCOLOS DE MANEJO CELULAS HEK293T

Codigo: PR-XX-XXX

Fecha: XX/XX/XXXX

H Versién: 01

PROCESO

1. INTRODUCCION Y OBJETIVO

Las células HEK, cuyas siglas en ingles significan “Células embrionarias de rifidn humano”, sensible a los adenovirus

humanos y su DNA, por esta razén se puede usar para la produccién de vectores con AAV. Por otra parte, permite replicar

y evaluar transgenes sobre esta linea celular.

2. ALCANCE

Pese a que estos protocolos son enfocados a células HEK, varios de ellos se pueden aplicar a distintos cultivos. Por ende,

se podran usar en temas diferentes a los propuestos en el objetivo.

3. DEFINICIONES:

e HEK: Células embrionarias de rindn humano. Estas células son muy sencillas de cultivar y se transfectan facilmente,

por lo que se han usado ampliamente durante muchos afios para la investigacién en biologia celular.

e Poli-lisina: Es un pequeio homopolimero natural del aminodacido esencial L-lisina que se produce por fermentacién

bacteriana. Se puede usar para fijar células a una base.

e Polietileneimina (PEIl): Es el polimero mas usado para la transfeccidn de bacterias.

4. DOCUMENTOS DE REFERENCIA
e Protocols de VIB— KU Leuven Laboratory of Glia Biology.

e Primrose SB, Twyman RM, Primrose SB, Primrose SB. Principles of gene manipulation and genomics. 7th ed. Malden,
MA ; Oxford: Blackwell Pub; 2006. 644 p.
e Cooper GM, Hausman RE. La Célula. Madrid: Marban; 2008.

CONTROL ELABORO REVISO APROBO
Nombre Jordan Koepper. Laura Melvin Yesid Rincon. Juliana Maria Martinez. Carlos
Manjarres Madrid. Andrés Escobar.
Investigador. Estudiante Investigador. Tutor de enlace. Jefe de
Cargo
pregrado. Programa.
Fecha 2019 2020 2020
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e Diaz-Ariza, I. L., Sierra, C. A. & Pérez-Pérez, L. D. Desarrollo de vectores génicos basados en polimeros sintéticos: PEl y
PDMAEMA. Rev. Colomb. Cienc. Quim.-Farm. 47, 350-374 (2018).

e HEK 293T [Internet]. Merck. [citado 6 de febrero de 2020]. Disponible en:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/cb 85120602

5. CONDICIONES GENERALES
e Condiciones de esterilidad.
e Aire acondicionado.
e Uso de bata y guantes.
e Estos protocolos se deben realizar en una cdmara de flujo.
e Realizar el siguiente proceso de desinfeccién siempre.
1. Dejar por 15 minutos la camara de flujo con la luz UV prendida.
2. Limpiar con etanol al 70% la mesa de la cdmara y todos los implementos a usar antes de entrarlos a la cdmara.
3. Alfinalizar limpiar nuevamente la mesa con etanol al 70%.
4. Por ultimo, dejar 10 minutos la luz UV.

6. Mantenimiento de células HEK

El crecimiento de las células HEK es en frascos de 25cm, el medio se debe cambiar cada tres dias y en estos dias también
se debe medir la confluencia celular. El color del medio puede dar indicios sobre el estado de las células.

Nuevo
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Para cambiar Naranjado

Infectado Amarillo

7. Protocolos.

7.1 Preparacion del medio DMEM.

Este proceso permite realizar el medio DMEM 10%FBS 1% Penn/Strep, el cual es usado en la mayoria de los protocolos de
las células HEK, ademas de ser el protocolo base.

Materiales

500mL de DMEM.
10mL de PIS.
50mL de FBS.
Filtro de 500mL.
Bomba.

Activacion del | Se conecta el filtro a la bomba y se activa. N/A
filtro. Profesional que
Mezcla de Se vierten los diferentes compuestos y se desarrollara el Se marca el medio
2 compuestos esperan a que se filtren. protocolo. (Iniciales de nombre y
apellido + fecha de
Nota: Se aconseja filtrar del menor volumen al preparacion)
mayor volumen.

7.2 Recubrimiento de cubreobjetos con poli lisina.

Este protocolo le brinda a los cubre objetos una fina capa de la proteina, esta capa permite la fijacién de las células HEK al
porta objetos.

Se recomienda siempre realizar este proceso si se trabaja con cubreobjetos de vidrio y células HEK.

Materiales

Plato de 6 0 24 pozos.
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PROGSO.

e Cubre objetos de 30mm o 18mm.
e Polilisina al 1%.
e 1x DPBS.

Nota: Volumenes en el anexo 1.

1 Ubicacion Colocar en cada pazo un cubreobjeto.
cubreobjetos

2 Limpieza Lavar dos veces con 1x DPBS. Profesional que N/A
cubreobjetos desarrollara el

3 | Adicidn poli-lisina | Remover el DPBS y poner la poli-lisina y dejar protocolo.

en la incubadora por 2h.

4 | Almacenamiento | Remover la poli-lisina y poner 2mL frescos de
1x DPBS, sellar con para filme y dejar en la
nevera hasta que se necesiten.

7.3 Division de células

Para mantener el cultivo celular existente y evitar la sobrepoblacién celular, se debe dividir los frascos de 25mL en 2
cuando la confluencia celular esta cerca al 100%.

Materiales

e Pipeta de 1000pL.

e Pipeta de 10uL.

e Tubos conicos de 15mL.

e Tubo conico de 50mL.

e Frascos de 25mL para cultivo celular.
e Medio DMEM.

e Centrifugadora.

células y con la ayuda de la pipeta de 1000 pL se
deben despegar con cuidado de un lado del
1| Remocionde | frasco.
células




Nota: Para despegar mas facil las células se
aconseja voltear el frasco y expulsar el liquido
con la pipeta de un 1000uL hasta conseguir que
solo se vea el plastico limpio.

Separacion de

Tomar el medio donde se encuentran las células
re suspendidas y llevarlas a la centrifugadora a

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

N/A

2 células por 5 minutos a 2000Xg.

Nota: Luego de la incubadora se debe ver un
precipitado, si no se deben colocar 5minutos
mas en la centrifugadora.

Retirar el sobrenadante, re suspender el
precipitado en 2mL de medio fresco.

Dividir cada frasco de 25mL en dos nuevos
frascos, se debe poner 4mL de medio fresco con
1mL del medio con las células re suspendias.

3 | Resuspensién
celular

Se marca el frasco
(Iniciales de nombre y
apellido + fecha de
divisién)

4 Reubicacién
celular

7.4 Transfeccion de células HEK con PEI
Este proceso permite introducir material genético en las células eucariotas, el método que se usara es lipofeccion.

En este método el PEl condensa el ADN en particulas cargadas positivamente que se unen a las superficies celulares
anionicas, permitiendo que las células endociten este complejo DNA/PEI

Materiales

e Pipeta de 1000 pL.

e Pipeta de 10 pL.

e Tubos cénicos de 15mL.
e Tubo conico de 50mL.

e Plato de 6 0 24 pozos con recubrimiento con poli lisina.
e Medio.

e Centrifugadora.

e Azul de tripano.

e Tubo de 2mL.

e Transgenes.

e PEL

e 150nM NacCl.
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N | ACTIVIDAD | DESCRIPCIGN  RESPONSABLE REGISTRO |
Dia 1

Nota: Se recomienda hacer este proceso paralelo al protocolo de division celular.
Tomar los frascos donde se encuentran las
células y con la ayuda de la pipeta de 1000 pL
se deben despegar con cuidado de un lado del
1 Remocién de | frasco.

células

Nota: Para despegar mas facil las células se
aconseja voltear el frasco y expulsar el liquido

con la pipeta de un 1000 pL hasta conseguir Profesional que N/A
gue solo se vea el plastico limpio. desarrollara el
Tomar el medio donde se encuentran las protocolo.
Separaciéon de | células re suspendidas y llevarlas a |la
2 células centrifugadora a por 5 minutos a 2000Xg.

Nota: Luego de la incubadora se debe ver un
precipitado, si no se deben colocar 5minutos
mas en la centrifugadora.

3 Resuspension | Retirar el sobrenadante, re suspender el

celular precipitado en 1mL de medio fresco.
En un tubo de 2mL se deben afadir 10uL de

4 Viabilidad azul de tripano y 10uL de las células re

celular suspendidas, tomar 10uL de esta mezcla vy
después se debe llevar a la contadora de
células.

5 Colocar en cada pozo el volumen de medio Se marca el frasco
Confluencia | fresco definido en el anexo 1. Profesional que (Iniciales de nombre
celular por | Llevar el volumen de las células hasta que tenga desarrollara el y apellido + fecha)

6 pozo. la confluencia necesaria, definida en la tabla 1 protocolo.

y dejar crecer por dos dias.

Dia 2

Nota: Después del crecimiento celular de dos dias.

Preparar dos tubos uno con DNA+150nM NaCl
y otro con PEI+150nM NaCl, como se explica en
7 la tabla 2. Tabla 2

Nota: El valor se debe multiplicar por el nimero
de pozos que se quiere con cada transgén. Por
cada transgén a evaluar se requieren dos tubos
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8 Preparacion | Afadir gota a gota el liquido del tubo con PEl en Profesional que
mezclapara | el tubo con DNA y dejar a temperatura desarrollara el N/A
transfeccion | ambiente por 20min. protocolo.
Llevar el volumen del tubo al valor total de
9 liguido que se requiere en el total de pozos con
este transgén, usando medio fresco.
10 | Incubacion PIE | Poner 3mLo 0.5mLy dejar en laincubadora por Registro del uso de la
5 horas. incubadora
11 Incubacién Retirar el medio y poner medio fresco. Dejar N/A
celular por 2 dias en la incubadora.

7.5 Fijacion cubreobjetos

El proceso de fijacion en los cubreobjetos permite inmortalizar las células en un estado deseado, en el cual se encuentre
el desarrollo o la incorporaciéon del material necesario para evaluar un nuevo transgén o el proceso de interés.

Materiales
e PBS 1Ix
e 4% PFA
e Parafilm

1 Preparacion de Dos dias después de la transfeccion se debe
cubreobjetos remover el medio de cultivo y lavar los pozos con
PBS 1x Profesional que N/A
2 Fijacion de Remover PBS y poner PFA al 4% por 15min desarrollara el protocolo.
cubreobjetos
3 Lavado de Remover el PFA y lavar con PBS x1
cubreobjetos
4 Almacenaje de Cambiar el PBS x1y cerrar con parafilm. Dejar en la
cubreobjetos nevera de -4°C para su posterior analisis.

7.6 Tincidén de cubreobjetos por inmunohistoquimica

El proceso de inmunohistoquimica permite por medio de anticuerpos que se sefialen antigenos de proteinas o blancos de
interés, en este caso en las células HEK.

Para esto se usan 2 anticuerpos, cuando se aplica el segundo anticuerpo tiene una enzima o un tinte fluorescente. Cuando
los anticuerpos se unen al antigeno y este se expone a la luz del microscopio, se activa la enzima o el tinte, lo cual ayuda
a evaluar la concentracidon de las proteinas de interés.

32



) UNIVERSIDAD CES

Y Un compromiso con la excelencia

iy

PROTOCOLOS DE MANEJO CELULAS HEK293T

Cdodigo: PR-XX-XXX

Fecha: XX/ XX/XXXX

Version: 01

PROCESO

Materiales

e Cubre objetos fijados.

e Anticuerpos primarios y secundarios.

e 2% BSA.
e 10% Triton x.
e PBS 1x.

e PBSTO0,1%

Nota: 258uL de tritdon x y 25mL de PBS 1x.

e Suero de Burro.
e Portaobjetos.

e Medio de montaje.

Nota: Vectashiel con DPI

e Brillo de unas.

Dia1l

1 | Reacomodacién
cubreobjetos

Mover los cubreobjetos con las células
fijadas.

Nota: Se debe pasar los cubreobjetos a un
nuevo plato de 24 pozos, esto se hace con
unas pinzas y un palillo. En caso de que se
quiebre se usa la mitad mas grande.

2 Anticuerpos
primarios

Definir los anticuerpos primarios.

Nota: Si se quiere marcar mas de una
proteina cada anticuerpo debe provenir de
un animal diferente.

3 Medidas
iniciales

Definir el numero de pozos en los que se va
a trabajar y el volumen de liquido que se
desea usar.

Nota: Se recomienda usar entre 250ulL y
500uL

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

N/A

Preparar buffer de incubacion explicadoenla
tabla 3.

Tabla 3
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Incubacién en

bufer de Nota: En la solucidn el tritdon x debe estar a
incubacion. una concentracion de 1%
5 Incubar las muestras por 5min a temperatura N/A
ambiente a 50rpm.
6 | Incubaciénen | Prepararsolucién de bloqueo. Profesional que Tabla 4
7 solucién de Retirar el buffer de incubacién e incubar en desarrollara el N/A
bloqueo la solucién de bloqueo por una hora a protocolo.
temperatura ambiente a 50rpm.
8 Preparar el medio con el anticuerpo primario Tabla 5
Incubacién con | segun la tabla 5.
9 anticuerpo Reemplazar la solucidon de bloqueo por el N/A
primario medio con el anticuerpo primario, dejar
incubando a 4°C durante la noche a 50rpm
Dia 2.
10 Lavado de Retirar el medio y lavar las muestras 3 veces Profesional que N/A
muestras con PBST, cada vez por 10min a temperatura desarrollara el
ambiente y 50rpm. protocolo.
11 | Incubacidn con | Preparaciéon del anticuerpo secundario Tabla 6
anticuerpo segun la tabla 6.
12 secundario Retirar el tercer lavado y aplicar el medio con Profesional que
el anticuerpo secundario por 1 hora a desarrollara el
temperatura ambiente a 50rpm. protocolo N/A
13 Retirar el medio y lavar las muestras 3 veces
Lavado de las | con PBST, cada vez por 10min a temperatura
muestras ambiente y 50rpm.
14 Retirar el ultimo lavado y lavar una vez con

PBS por 10min a temperatura ambiente y
50rpm.

7.7 Recoleccidn de células para Western Blot

Para ciertas investigaciones se necesita ver el efecto de un transgén en las proteinas a nivel celular. Por lo cual luego de

trasformar las células estas se preparan y recolocan como se explica en este protocolo. Para luego hacer el protocolo de

western blot, el cual esta explicado en el protocolo 6.4 del documento de protocolos generales.

Materiales

Bufer de lisis RIPA.

Nota: Mezclar el bufer antes de usar.

Células HEK.
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PROGSO.

Tomar los frascos donde se encuentran las N/A
1 células y con la ayuda de la pipeta de 1000 L se
Preparacion de | deben despegar con cuidado de un lado del Profesional que
las células frasco. desarrollara el
protocolo.
2 Tomar el liquido y centrifugar las células por Registro del uso de la
5min a 1500g. centrifuga.
3 Remover el sobrenadante y agregar 500uL del N/A
Proceso de buffer de lisis
4 lisis Dejar las células en el bufer de lisis por 30min Profesional que
agitdandose a4°C desarrollara el
5 Centrifugar por 20min a 12000rpm protocolo. Registro del uso de la
centrifuga.
6 | Almacenaje de | Dejar en un tubo el sobrenadante y en el otro el N/A
lisado precipitado. Guardar a -20°C.
8. Anexos
8.1 Anexo 1

Tabla de volumen total por pozo, segun el plato a usar.

Plato de 6 pozos 3mL

Plato de 24 pozos 500uL

Frasco de 25cm 5mL
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8.2 Tabla1

Esta tabla muestra el valor maximo de confluencia y densidad celular por pozo.

8.3 Tabla 2

6 pozos

0,3X1076 1,2X10"6

24 pozos

0,05X10"6 0,24X10"6

VolUumenes para la transfeccidn. Los valores de la tabla se deben multiplicar por el nimero de pozos que se quiere. En el

caso de usar mas de dos transgenes, por cada transgén se necesitan preparar dos tubos.

0,5mL 14puL 0,5mL

24 pozos | 2,67 uL

0,34mL 9,34uL 0,34mL

Plato DNA

150mM NaCl PEI 150mM NaCl

Tabla 3

Proceso para la preparacion buffer de incubacién.

 lo%Titenx Vol total/10
| PBSIx | Vol total-Vol 5B

#pozos x vol. por
pozo
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8.4 Tabla 4

Proceso para la preparacion buffer de bloqueo.

| 10%Suerodeburro | Vol total/10
. BSAfg)  voltotal/100
| 10%Tritenx Vol total/10

Vol. total — Vol. SB

#pozos x vol. por
pozo

8.5 Tabla 5

Proceso para la preparaciéon medio con el anticuerpo primario.

Volumen total/Denominador de la dilucién

Volumen total
#pozos x vol. por pozo

8.6 Tabla 5

Proceso para la preparaciéon medio con el anticuerpo secundario.

Volumen total

#pozos x vol. por pozo
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVO:

Los protocolos que se plantean a continuacidn se realizan utilizando vectores virales, especificamente usando virus adeno-
asociados (AAV). En este momento es uno de los principales virus estudiados para usarse en terapia génica, esto debido a
sus caracteristicas unicas.

Los AAV presentan una cadena simple de DNA de aproximadamente 4.8 kilo bases, su genoma estd compuesto por 3 genes
los cuales son: Rep. (Replicacion), Cap. (Capside) y aap (Assembly), estos producen 7 proteinas encargadas de producir la
capside y la replicacién gendémica.

Comenzaremos partiendo de péptidos necesarios para el desarrollo de los vectores AAV, estos se forman usando 3
péptidos los cuales se encuentran en la tabla 1 y la imagen 1, el PdeltaF6 presenta los genes de otro virus que el AAV
necesita para replicarse, el pRep/Cap es el péptido con el DNA viral que se necesita para la capside y la replicacién, por
ultimo estd el plasmido pscAAV transgén el cual se compone por el transgén de interés flanqueado por los invertid terminal
repeats (ITRs), para luego terminar con los protocolos de experimentacién en animales.

Vector genome AAV helper Ad helper

= )
\‘/

E1-expressing cell
PdeltaF6 (ayudante) Copia baja TOP10 '
o
pRep/Cap Copia alta Células competentes o O o O Aavvirons
L0 o
o
pscAAV transgén Copia alta Células competentes
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2. ALCANCE:

Estos protocolos permiten desarrollar vectores AAV para ser usados en terapia génica.

3. DEFINICIONES
e Virus adeno-asociados (AAV): Es un virus muy simple y no auténomo, que contiene ADN lineal de cadena sencilla. En
la actualidad es muy usado para la terapia génica gracias a su baja respuesta inmune.

Melvin Yesid Rincén. Laura Melvin Yesid Rincon. Juliana Maria Martinez. Carlos
Manjarres Madrid. Andrés Escobar.

Investigador. Estudiante Investigador. Tutor de enlace. Jefe de
pregrado. Programa.

Nombre

Cargo

7 Fecha

e Plasmido: DNA extra cromosdmico, generalmente circular, la cual se replica y transmite independientes del DNA
cromosomico.

e Bacterias competentes: Bacteria preparada para recibir DNA exdgeno.

e (Células HEK: Células embrionarias de rifion humano. Estas células son muy sencillas de cultivar y se transfectan
facilmente, por lo que se han usado ampliamente durante muchos afios para la investigacién en biologia celular.

4. DOCUMENTOS DE REFERENCIA:

e Protocolos de VIB— KU Leuven Laboratory of Glia Biology.

e Primrose SB, Twyman RM, Primrose SB, Primrose SB. Principles of gene manipulation and genomics. 7th ed. Malden,
MA ; Oxford: Blackwell Pub; 2006. 644 p.

e Fripont S, Marneffe C, Marino M, Rincon MY, Holt MG. Production, Purification, and Quality Control for Adeno-
associated Virus-based Vectors. J Vis Exp. 29 de enero de 2019;(143):58960.

e Mena-Enriquez M, Flores-Contreras L, Armendariz-Borunda J. Vectores virales adeno-asociados: métodos de
produccidn, purificacién y aplicaciones en terapia génica. Investigacién clinica. 2012;487-94.

e Daya S, Berns Kl. Gene Therapy Using Adeno-Associated Virus Vectors. Clin Microbiol Rev. octubre de 2008;21(4):583-
93.

e TagMan vs SYBR Chemistry - CO [Internet]. Thermofisher. [citado 9 de abril de 2020]. Disponible en:
https://www.thermofisher.com/ht/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-
pcr-basics/tagman-vs-sybr-chemistry-real-time-pcr.html
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5. CONDICIONES GENERALES
e Condiciones de esterilidad.
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PROCESO
e Aire acondicionado.
e Uso de batay guantes.
e Estos protocolos se deben realizar en una cdmara de flujo.
e Realizar el siguiente proceso de desinfeccidn siempre.
1. Dejar por 15 minutos la cdmara de flujo con la luz UV prendida.
2. Limpiar con etanol al 70% la mesa de la cdmara y todos los implementos a usar antes de entrarlos a la cdmara.

3. Alfinalizar limpiar nuevamente la mesa con etanol al 70%.
4. Por ultimo, dejar 10 minutos la luz UV.

6. Protocolos

6.1 Produccién de plasmidos.

Este proceso es similar al proceso de transformacién, expuesto en los protocolos generales para la evaluacion y produccion
de transgenes, la diferencia es que en este caso se busca es producir uno de los pldsmidos especificos de para el vector
viral de

AAV, expuestos en la introduccién. Por otro lado, se suele usar un kit de Megaprep en lugar de un kit de Maxiprep, este
permitird tener como resultado final una mayor concentracion del material genético.

Materiales
e Medio LB.
Nota: Antes de llevar el medio LB al autoclave se le debe afadir 8mL de glicerol.

e Megaprep kit de Qiagen.
e Plasmido AAV.
e Bacteria competente.
e (Cajas de petri LB + antibidtico.
e Centrifugadora.
e Incubadora.
e Incubadora con shaker.
e Medio soc.
e Antibidtico.
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PROTOCOLOS DE PRODUCCION AAV

Cddigo: PR-XX-XXX

Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

PROCESO
N ACTIVIDAD | DESCRIPCIGN | RESPONSABLE | REGISTRO |

Dial

Mezclar el

1 plasmido con
las proteinas
competentes.

En un vial colocar 2-5uL del plasmido y 50uL de las
E.Coli, este proceso se debe realizar con el
mechero encendido. Este vial se deja
posteriormente por 30 minutos en el recipiente
con hielo y agua.

2 Apertura de

Depositar por 30 segundos el vial en el bafio
maria.

Devolver el vial al hielo por otros 2 minutos.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

N/A

En un tubo de cultivo, cerca del mechero, colocar
950uL del medio soc y 50uL de la mezcla del vial,
este tubo de ensayo se debe dejar por 1 hora en
la incubadora (37°C, 250 rpm).

Se toman 2 cajas de Petri, en una se coloca 100puL
de la mezcla, en la otra se coloca 50yl y estas se
llevan a la incubadora por la noche.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Registro de uso en
la incubadora.

Dia 2

membrana
3
4
Cultivoy
crecimiento de
bacterias
5
6
Cultivoy
crecimiento de
bacterias
7

Con el mechero encendido, colocar en un tubo de
cultivo 5mL de medio LB, con 5uL de ampicilina
(Dilucion de 1/1000), luego tomar una sola
colonia de una de las cajas de Petriy llevar el tubo
de ensayo por 8 horas a la incubadora (37°C, 250
rpm).

En un Erlenmeyer colocar 250 ml de medio LB +
ampicilina y 250uL (Diluciéon de 1/1000) de la
mezcla presente en el tubo de ensayo. Dejar en la
incubadora a 37°C, 250 rpm durante la noche.

Nota: Para el plasmido pdeltaF6 es se recomienda
cultivo bacteriano de 1.5L a 2L. Para los otros
plasmidos, cultive 500mL de medio de LB.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Registro de uso en
la incubadora.

Dia3

8 | Mediciéndela
OD (Densidad
Optica)

Preparar tres muestras una de 10uL de agua, 1L
de las bacterias y 9ulL de, la dltima son 10uL de las
bacterias. Luego se ponen en este orden en el

espectrofotometro y se lee en la pantalla este

Registro de uso en
la OD.
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valor. EI OD del cultivo debe encontrarse entre 1,8
y2,2.

Precipitacién

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

9 | de las bacterias | En un recipiente plastico resistente poner el N/A
liquido de los Erlenmeyer, evitando la espuma.
Colocar los recipientes en la centrifugadora
(6000xg, 4°C) por 15 minutos.
Purificacién del | Los pasos para seguir estan descritos dentro del
plasmido a kit, ademads, de ser similar al protocolo del kit
10 | través del kit | maxiprep explicado en el protocolo 6.2 de los Profesional que Registro de uso del
Megaprep protocolos generales para la generacién vy desarrollara el kit
EndoFree evaluacién de transgenes protocolo.
plasmid
purificacion
11 Analisis de Realizar un analisis de digestion y medir la N/A
pureza concentracién del plasmido.

6.2 Produccién y purificacion de AAV.

El proceso de produccidn es similar al protocolo “Transfeccion de células” presente en los “protocolos de manejo de células
HEK293T”

HEK con PEI” explicado en el protocolo 7.4 de los protocolos de manejo de células HEK, en esta ocasién el resultado final

sera un vector AAV.

Por otro lado, la purificacidn es el proceso que permite tener el vector libre de otros compuestos de las células HEK.

Materiales

Plato de 6 pozos con cubreobjetos de 15cm.

DMEM.
FBS.

L-glutamina o Glutamax a 200mM.

10X PBS.
Tripsina 2,5%
lodixanol.

Solucién de rojo de fenol.

PEI 1ug/ul
Benzonasa.
Filtro.

Jeringa de 5mL

Microfilm 28g, 67mm

Microtubo de conexion con didmetro de 1x2.1mm

Agua libre de endotoxinas.

5M NacCl

Nota: Disolver 146,1gr en 500mL de H20 endofree y llevar al autoclave por alrededor de 5h.
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e 1M Tris HCI.
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Codigo: PR-XX-XXX Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

Nota: Disolver 60.55gr de base Tris en 500mL de H20 endofree. Llevar el pH a 8.5 con HCl y luego ajustar el volumen final
a 500mL.

e Bufer de lisis.

Nota: Usar 4.38gr de NaCl o 15 ml de solucidn 5M, para una concentracion final de 150mM. Luego afiadir TrisHCI 1M con
un pH de 8.5 (25ml) para una concentracién final 50mM, por ultimo, llevar con H20 endofree hasta 500 ml.

e 1M MgCl2.
e 1MKCI.
e PBS-MK 5x.

Nota: En un filtro colocar 2,5mL de KCl 1M, 2,5mL de MgCl 1M, 250mL de PBS 10x, por ultimo, llevar a 500mL con H20
endofree. Esta solucion se debe almacenar a 4°C.

e  PEl 1ugr/pL.

Nota: Disolver 100 pgr de PEl en 80mL de H20 endofree, ajustar el pH a 7, luego llevarla a un volumen final de 100ml.
Luego se debe filtrar la solucidn y guardar a -209C.

Dia 1
1 Re suspender las células y llevarlas a la Registro del uso de la
centrifugadora a por 5 minutos a 2000Xg. centrifuga.
2 P . Retirar el sobrenadante, Re suspender el .
rocesamiento o ) Profesional que
de precipitado en 1mL de medio fresco. desarrollara el
3 las células En un tubo de 2mL se deben ainadir 10uL de azul protocolo. N/A
de tripanoy 10uL de las células Re suspendidas,
tomar 10uL de esta mezcla y después se debe
llevar a la contadora de células.
4 En el plato con los cubreobjetos colocar en cada N/A
pozo 11mL medio fresco. Profesional que
5 | Reubicacidon | levar la confluencia celulara 6 x 10 ®por cada desarrollara el Se marca el plato
celular pozo, poner 1mL por pozo y dejar crecer las protocolo. (Iniciales de nombre y
células por 2 dias. apellido + fecha de
division)
Dia 2
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MK al filtro y centrifugar durante 15 minutos a
4000g.

6 Preparar los dos tubos necesarios para la Tabla 1
transfeccion explicada en la tabla 1.

7 Afadir gota a gota el liquido del tubo con PEl en

Transfeccion | el tubo con DNA y dejar a temperatura | Profesional que N/A
celular ambiente por 20min. desarrollara el

8 Afadir 2mL de la mezcla PEI/DNA con 12mL de protocolo.
medio fresco.

9 Poner 14mL de las células y dejar en la Registro de uso de la
incubadora por 5 horas. incubadora.

10 Retirar el medio y poner 12mL de medio fresco. N/A

Dia 3

11 Re suspender las células y llevarlas a la Registro de uso de la
centrifugadora a por 10 minutos a 1500Xg a centrifugadora.
49C,

12 Descartar el sobrenadante y Re suspender las
células en 2 bufer de lisis.

13 Congelar y descongelar 3 veces el lisado de las N/A
células.

Nota: Las células se deben congelar en hielo
seco y se deben descongelar en un bafio maria
Purificacion | 5 37¢c Profesional que

14 del plasmido Centrifugar por 15 minutos a 4°C y 2500 rpm. desarrollara el Registro de uso de la

protocolo. centrifugadora.

15 Transferir el sobrenadante a un tubo 40mlL, N/A
agregar la benzonasa a una concentracion final
de 50 U/mL, incubar durante 30 minutos a 37°C.

16 Centrifugar a 8.500RPM por 20min a Registro de uso de la
temperatura ambiente, luego filtrarlos a través centrifugadora.
de filtro de 0,45um.

17 Luego se colocan las soluciones de iodixanol en
capas en un tubo Beckman OptiSeal de 25x77 N/A
mm y cerrar el tubo segun las instrucciones del
fabricante. (Tabla 2)

18 Centrifugar a 50.000RPM durante 2h a 12°C. Registro de uso de la

centrifugadora.

19 Recoger la fraccion transparente entre la capa
del 40% y del 60% y almacenar en la nevera
durante la noche. N/A
Nota: La fraccidn se recoge con una aguja de
microfilm conectada a una jeringa de 5mLy un
soporte.

Dia 4
20 Utilizando Amicon Ultra -15, anadir 5 ml de PBS- Registro de uso de la

centrifugadora.




21 Agregar 5mL de PBS-MK a la fraccién AAV y
agregar el volumen total al dispositivo de filtro, N/A
centrifugar primero a 4000g durante 30
minutos y luego hasta que el volumen se haya Profesional que
Purificacién reducido a mas o menos 0.5 ml. desarrollara el
22 | delplasmido | Agregar 15 ml de PBS-MK al filtro y repetir el protocolo. Registro de uso de la
centrifugado. centrifugadora.

Nota: Este paso se debe realizar 2 veces.
23 Ultimo lavado se debe hacer con PBS + 0.01% Registro de uso de la
Pluronic F68. En este caso se centrifuga hasta centrifugadora.
tener mas o menos 300pL.

24 Retirar con cuidado lo retenido en el filtro,
enjuagar el filtro con 100 pl de PBS-MK. N/A
25 Guardar en volumenes de 30-50 ul y almacenar
a-80°C.

6.3 Evaluacion de pureza con tincion de plata.
Este protocolo es una técnica histolégica que permite modificar selectivamente el color o la
apariencia de los AAV.

Los virus centrifugados en gradiente de soluciones de yodixanol son separados dependiendo de su densidad, al conocer
la densidad que deberia tener el vector se puede determinar un porcentaje de pureza.

Materiales:

e Kit de tincidn de plata.

e 5mL de Acrilamida.

e 3mlLde ddH20.

e 3mL de 50% de glicerol.
e 1mlL de TEMED.

e 1ml de APS.

e 500mL de buffer gel 10x.

Nota: Anadir 181,7gr de 3M Tris, 1,5gr de 0,3%SDS y llevar a un pH de 8,45.
e 1L de bufer para el anodo.

Nota: Anadir 242,3gr de 2M Tris, y llevar a un pH de 8,9.

e 1L de bufer para el catodo 10x.

Nota: Anadir 121,14gr de 1M Tris, 179,2gr de 1M Trisin. No se debe ajustar el pH, pero este debe ser de 8,25.

e 20mL de bufer de muestra 5x.
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Nota: Mezclar: 605mgr de 50mM Tris, 4gr de 4% SDS, 10mgr de 0,01% Serva Blue G, 12gr de glicerol al 12%. El pH debe

ser llevado a 6,8.
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PROCESO

1 | Preparar el gel
de acrilamida.

Proceso en tabla 3

2 Preparar la
muestra.

Se deben realizan 2 tubos de muestras, con
distintos voluUmenes, como se muestran en
la tabla 4.

3 | Electroforesis

Dejar correr el gel al comienzo con 50V por
media hora y luego subir a 80V por 90min.

4 Tincién de
plata

Realizar el kit de tincidn segun el protocolo
del fabricante.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Registro de uso en la
maquina de electroforesis.

Registro de iso en el kit de
tincion.

6.4 Valoracion de AAV utilizando el ensayo Tagman.

Este ensayo es una versidn mas especifica de una PCR en tiempo real, es decir esta determina un gen especifico y permite

reconocerlo a medida que se realiza la PCR. En este caso permitira definir la presencia del transgén y el estado de este en

el virus antes de ser inyectado.

Materiales:

e DNAsa.
e Proteinasa K.

e Mezcla de Tagman 2x.

e Plato con 96 pozos.

e Cubreobjetos.

e ddH20.
e Sonda.
e eCBA.
e CMV.

Mezclar 2uL del virus AAV con 198uL de bufer

DNAsa 1x.

Tomar 100puL de la dilucién y agregar 1uL DNAsa.

kit.

Registro de uso del

N/A
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3 Preparacion Incubar a 37°C por 30min y luego incubar a 95°C
para el ensayo. | por 10min.
4 Afadir 2pL de proteinasa K e incubar a 50°C por Registro de uso de
60min y luego incubar a 95°C por 20min. laincubadora.
5 Afadir 2uL de proteinasa K e incubar a 50°C por
60min y luego incubar a 95°C por 20min.
6 Realizar 3 diluciones, segun la tabla 5. N/A
- - . - Profesional que
7 Linealizar el pldsmido con Stul, como se explica en
N desarrollara el
Realizacion la tabla 6.
8 | curvaestandar | Incubar por 1h a 37°C. protocolo. Registro de uso de
la incubadora.
9 Para la curva estdndar, use 5 plL de las diluciones Curva estandar.
107 ¢/ulL1 a 10* c/pL.
10 Purificar con el kit de purificacién de PCR Qiagen Registro de uso del
y medir la concentracidn con nanodrop. kit.
11| Medicionde | Calcular el nimero de copias por pL.
concentracién Numero de copias
# copias por uL en la base
HL de datos.
_ Concentracién plasmido(gr/pL) X 6,022
"~ Tamaiio plasmido (par de bases) X 660
12 Diluir 1:10 (10ul + 90ul) hasta obtener una N/A
concentracion de 1x10%.
13 Preparar la mezcla qPCR para la muestra y los
QPCR estandares. Presentes en la tabla 7. Registro del uso de
la QPCR.
Nota: Cada uno debe hacerse por duplicado
14 Colocar 15uL por pozo de mezcla gPCR y 5uL por N/A
muestra de la curva estandar
Dejar correr con Light Cycler Roche como se Profesional que
15 explica en la tabla 8. desarrollara el N/A
protocolo.
Nota: Del ciclo 2 al 4 se deben repetir 45 veces.
7. Anexos
7.1 Tabla1

Volimenes para la transfeccion de los plasmidos presentes en el virus AAV.

.~ Tubol  Tubo2
--
. pAFS o0

ImL

ImL

ImL

ImL
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Volumenes solucidn de iodixanol por diferentes concentraciones.

7.3 Tabla3

VolUmenes para la preparacion de 2 geles de acrilamida.

7.4 Tabla 4

Volumenes de la muestra a evaluar.
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Codigo: PR-XX-XXX Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

PROCESO

7.5 Tabla s

Ecuaciones para hace las diluciones necesarias.

1 10x7*=10pL (s0l.107%) + 90uL H20
2 10x7*=10pL (s0l.107%) + 90uL H20
3 10 x 5= 10pL (sol.107*) +90yuL H20

7.6 Tabla 6

VolUumenes para linealizacién del plasmido.

. Agua | LlevaraSOul

7.7 Tabla7

Volumenes para la mezcla de QPCR.
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7.8 Tabla 8

Tabla de ciclos con Light Cycle Roche.

CONTROL DE CAMBIOS

(Incluya la ultima fecha de (Detalle el cambio propuesto o razén | (incluya en nombre del responsable
actualizacidon del procedimiento.) de creacion del documento, frente a | que cred o modificd el documento
la pertinencia que se tiene para el | por ultima vez, cargo y Area de
cumplimiento del objetivo del | trabajo)
proceso)
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PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION EN AMIMALES

Codigo: PR-XX-XXX Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

1. OBIJETIVO

Para enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central ain no hay un buen modelo in vitro, por esta razén las
investigaciones que involucran este sistema tienen al menos un experimento que implica la presencia de animales.

La principal condicion para realizar estos protocolos es la presencia de un certificado de entrenamiento por parte de los
involucrado en los experimentos, en este proceso de certificacidn se ensefian los conceptos bdsicos, la legislacion y los
componentes éticos para el trabajo con animales de laboratorio.

2. ALCANCE

Estos protocolos permiten realizar diferentes procedimientos especificamente en ratones, pero pueden ser extrapolados
a otros animales de laboratorio. Ademas, hay protocolos especificos propios de la ingresion de transgenes en el sistema
nervioso central.

3. DEFINICIONES

e Electroporacién: Aumento significativo de la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plasmatica
mediante un campo eléctrico aplicado externamente.

e Inmunohistoquimica: Procedimiento histopatoldgico que se basa en la utilizacion de anticuerpos que mediante
reacciones antigeno-anticuerpo, permite el reconocimiento de las moléculas blanco

e (Cirugia in-utero: Operacion quirurgica que se realiza al feto mientras todavia esta dentro del Utero de la madre.

4. DOCUMENTOS DE REFERENCIA

e Protocolos de VIB — KU Leuven Laboratory of Glia Biology.

e Fuentes Paredes F de M, Mendoza Yanavilca RA, Rosales Fernandez AL, Cisneros Tarmefio RA, Instituto Nacional de
Salud (Peru). Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratén. Lima: Ministerio de Salud, Instituto Nacional
de Salud; 2008.

e ChangDC, HuntJR, Zheng Q, Gao P-Q. Electroporation and Electrofusion Using a Pulsed Radio-Frequency Electric Field.
En: Guide to Electroporation and Electrofusion [Internet]. Elsevier; 1992 [citado 31 de enero de 2020]. p. 303-26.
Disponible en: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780080917276500228

52


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780080917276500228

% UNIVERSIDAD CES

) Un compromiso con la excelencia
3 ! g

PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION EN AMIMALES

Cdodigo: PR-XX-XXX Fecha: XX/XX/XXXX Version: 01

e Matsui A, Yoshida AC, Kubota M, Ogawa M, Shimogori T. Mouse in Utero Electroporation: Controlled Spatiotemporal
Gene Transfection. J Vis Exp. 15 de agosto de 2011;(54):3024.

5. CONDICIONES GENERALES

e Condiciones de esterilidad.

e Aire acondicionado.

e Uso de bata, guantes y tapabocas

CONTROL  ELABORG | Rews6  APROBO

Nombre Filip De Vin. Laura Melvin Yesid Rincdn. Juliana Maria Martinez. Carlos
Manjarres Madrid. Andrés Escobar.
Investigador. Estudiante | Investigador. Tutor de enlace. Jefe de
Cargo
pregrado. Programa.
Fecha 2019 2020 2020

6. Protocolos

6.1 Electroporacion in utero

Este protocolo permite la transferencia de transgenes a una region especifica del cerebro en desarrollo, a través de una
inyeccion a los fetos. Para poder llevar este proceso acabd, se requiere extraer los fetos de la madre, estos a estos se les
inyecta un transgén, usualmente este presenta un color azul para poder verlo luego de ser inyectado) y luego se pasa al
proceso de electroporacién de las células.

El proceso de electroporacion es la administracién de electricidad con el objetivo de generar poros en las células, esto en
combinacion con la presencia de cargas positivas en la célula permite la entrada del material genético a las células.

Materiales

e Ratones en el dia 14 de embarazo.
e DNA (2ug/ml).
e Tinte verde rapido (10mg/ml).
e Anestésico: ketamina vy xilazina.
e Unglento para los ojos.
e Almohadilla térmica.
e (Gasas.
e Baflo mariaa 37°C.
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e Solucion salina estéril 0.9%

e 100% de etanol.
o 70% de etanol.

e Lampara calentadora.

e Electroporador.
e Electrodos.
e Tijera estéril.

o |uz.

e Clips quirurgicos.

e Bisturi estéril.
e Agujas.
e Pinzas.

e Hilo quirurgico y aguja.

e Unglento para heridas.

1 Acomodacidén
del raton

Colocar al ratén en la ubicacién de operacidn
durante % dia para que puedan aclimatarse al
medio ambiente antes de someterse.

Nota: Esto tiende a ayudar en el uso de pequefias
cantidades de anestésico.

2 Sedacién del
raton

En una jeringa se mezclan 100mg de ketamina
por cada kg del peso del ratéon y 5mg de xilazina
por cada kg del peso del ratén. Esta solucién se
administra en el muslo del ratén y garantiza
30min de sedacidn. Si se requiere mds tiempo se
administra % del volumen inicial administrado.

3 | Comprobarel

Evaluar reflejos, por ejemplo, presionar las patas

Profesional
autorizado para el
manejo de animales.

N/A

piel externa.
Nota: La incisidon debe tener entre 1 0 1.5 cm.

nivel de traseras o la cola, si el animal no responde se
sedacién puede proceder.
4 Agregar ungliento o lagrimas falsas.
5 Colocar el raton sobre una almohadilla térmica
boca arriba.
6 Quitar el pelaje de la barriga con el bisturi.
Preparar al
raton Nota: Se recomienda empapar el pelaje con
etanol al 100%.
7 Humedecer una gasa en etanol al 100% y limpiar
el area afeitada.
8 Tomar otra gasa y realizar un corte en forma de
circulo y colocar en el abdomen del ratén.
9 Con una tijera, haga una pequeiia incision en la Reserva del area de

cirugia.
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11

12

13

14

15

16

Cirugia

Separar la piel externa de la interna con un bisturi
de aproximadamente 0.5 cm alrededor de la
incision.

Colocar la gasa sobre la panza del ratén con el
circulo en el medio de la barriga y humedezca el
area con solucidn salina calentada al 0.9%.

Hacer una pequefia incision en la piel interna y
expanda la incision y humedezca el drea
nuevamente con solucién salina.

Nota: La incision debe tener entre 1 0 1.5 cm.

Sacar un lado del Utero con embriones y rociarlo
con solucién salina.

Nota: Tanto los fetos como la herida debe
permanecer hiumeda, esto se consigue con la
solucién salina.

Inyectar la mezcla de DNA + colorante en el
cerebro.

Nota: Se inyectan entre 1-2ulL de la mezcla.

Humedecer los electrodos en solucion salina,
luego darles descargas a los fetos.

Configuracidn: 37 voltios;5 pulsos; 15ms; espacio
950ms. Colocar la paleta positiva del electrodo al
lado del cerebro que desea transfectar y la paleta
negativa sobre la inyeccion.

Hacer suturas en la piel interna y engrapar la piel
externa.

Profesional
autorizado para el
manejo de animales.

N/A

17

18

19

Cuidado post
operatorio

Agregar antibidtico sobre la herida.

Secar el ratén y luego colocarlo en su jaula debajo
de una lampara de calentamiento hasta que se
despierte.

Nota: Revisarlos cada 20min, si no se despiertan
tratar de poner antidoto. En caso de que no
responda se debe sacrificar.

Colocar antiinflamatorio en el agua de la caja
para tener una mejor recuperacioén del ratén.

Profesional
autorizado para el
manejo de animales.

N/A
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6.2 Perfusion con bomba y extraccion del cerebro

La mayoria de los experimentos en neurociencias aun se deben hacer in vivo, razén por la cual el proceso de perfusiéon y

extraccidn de érganos se convierte en algo de suma importancia. En este caso nos enfocaremos en la perfusidon con bomba
y la extraccion especificamente del cerebro, pero tanto la extraccidn del cerebro como la perfusidn se pueden realizar por
medio de otros protocolos.

El proceso de perfusion se encarga de sacar la sangre del cuerpo de animal, lo cual evitard que este fluido altere los
resultados del experimento. Luego de la extraccién de la sangre se puede pasar directamente a la extraccién de los érganos
(si estos deben ser frescos), o a la fijacién del espécimen, luego de la cual se extrae el 6rgano de interés.

Materiales

e 30mL de PBS 1x. (Por animal)
e 20mL de PFA al 4%. (Por animal)

e |soflurano.
e Bomba.
e (Cabina de flujo.

e Herramientas de cirugia.

e Baseicopor.

e Valvula.
e Aguja.
e Catéter.

e Tubo conico de 15mL con 2mL de 4% PFA (Por animal)

1
2
Preparacion
del area.
3

En la cabina de flujo colocar la base de icopor con
protector y 5 agujas.

Instalar la bomba, se debe colocar el PFA y el PBS
en hielo durante todo el tiempo, se colocan las
tapas conectadas a la bomba bien marcadas con
la de PBS abierto. En el extremo opuesto se
coloca un catéter nuevo.

Nota: Se aconseja tener la bomba con una
velocidad de alrededor de 65mL/h.

En una toalla desechable colocar isoflurano,
poner esta en una caja cerrada. Explicacion en la
tabla 1.

Profesional
autorizado para el
manejo de animales.

Reserva de la sala

N/A

Registro del uso de
isoflurano.
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Extraccion del
cerebro

Nota: La mejor forma para hacer este paso es
buscar la parte del cerebro que se conectaba ala
columna, colocar aqui las puntas de las tijeras,
con ellas se debe buscar tocar el fondo del craneo
de manera gentil, cuando esto suceda se corta a
cada lado hasta la altura de las orejas. También
es posible realizar un corte vertical para facilitar
los pasos posteriores.

4 Colocar un pedazo de toalla con isoflurano en un
tubo de ensayo, mantener este cerrado.
Explicacién en la tabla 1.
5 Tomar el ratén y dejarlo en la caja cerrada por
alrededor de 1min.
Proceso de Nota: Antes de tomarlo asegurarse de que esté
sedacioén recostado y con una respiracion lenta.
6 Evaluar los reflejos de raton.
7 Colocarlo en la base de icopor, colocar el hocico
en el tubo de ensayo.
8 Tomar las agujas y colocar una en cada pata.
9 Realizar una incisién en la parte superior del
abdomen, luego se remueve el costillar para
dejar expuesto el corazon. .
- — - Profesional N/A
10 Realizar una pequefia incision en el atrio .
derecho. auto.rlzado p.ara el
manejo de animales.
Nota: Se recomienda tener una toalla desechable
para limpiar la sangre.
11 B Perforar el ventriculo izquierdo con el catéter.
12 Perfusion con Comenzar a bombear el PBS.
bomba
Nota: A media que se bombea el PBS el higado
debe ponerse de un color piel, por otra parte, si
se sigue limpiando con las toallas desechables se
espera hasta que el liquido sea casi transparente.
Esto sucede alrededor de los 20mL de PBS.
Se cierra el flujo de PBS y se comienza a bombear
el PFA.
13
Nota: A medida que se bombea el PFA es posible
notar movimientos en el animal, ademas la cola
se vuelve rigida.
14 Cortar la cabeza del individuo.
15 Cortar los lados del craneo.
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N | ACTIVIDAD | DESCRIPCION  RESPONSABLE REGISTRO |

Con unas micro tijeras de debe cortar el crdneo
de la parte posterior hasta anterior.

Realizar un corte de la mitad del cerebro a la base
con las micro tijeras entre el |6bulo occipital y
parietal a cada lado.

Nota: Con este corte quedard expuesto el
cerebelo, el I6bulo occipital y el I6bulo temporal.

Retirar el resto del crdneo con unas pinzas de
diseccion.

Nota: Levantar una esquina del crdneo vy
continuar introduciendo las pinzas de forma
suave y gentil. El cerebro fresco es muy fragil.

Con una espatula despegar gentilmente el
cerebro desde la parte anterior a la posterior.

Nota: Esto quitard las meninges y el nervio
Optico.

Con la espdtula o con unas pinzas se toma el
cerebro y se colocan en un tubo de 15mL con
2mL de PFA al 4% durante la noche.

Nota: El cerebro se debe almacenar a-4°Cy debe
estar completamente sumergido en el PFA.

Profesional
autorizado para el
manejo de animales.

N/A

16
Nota: Es
17 | posible que al
comienzo se
realicen cortes
no deseados
sobre el
cerebro.
18
19
20
21

Al dia siguiente se deben cambiar los 2mL de PFA
por PBS y devolver a la nevera hasta que se
necesiten analizar.

Profesional
autorizado para el
manejo de animales.

Marcar el tubo
(Iniciales del nombre
y apellido + fecha)

6.3 Corte del cerebro.

El corte del cerebro se realiza principalmente en cerebros fijados, se realiza solo en la parte de interés del cerebro, la cual

cambia segun la investigacidon. Se realizan cortes de alrededor de 50um, los cuales se suelen usar para analisis de

inmunohistoquimica, entre otros.

Materiales

e Vibratome 1500.
e PBS1x.

e Plato de 24 pozos.
e Toallas de papel.
e Super pegamento.
e Cuchillas.

e Pinceles.

e Pinzas.

e Escalpelo.

e Plato de Petri.

e Cerebros fijados.
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1 Preparacion
2 del plato.

Colocar ImL de PBSx1.

Marcar el plato de una forma que sepas cual
experimento es.

Preparacion de
cerebro

Colocar el cerebro en la caja de Petri. Segun el
experimento puede ser necesario cortar una
parte no necesaria o solo con la mitad del cerebro
puede ser suficiente, la otra mitad se puede usar
para otros procesos.

Preparar el
vibratome
1500 con el
6 cerebro

Armar el vibratome 15000.

Fijar el cerebro en la base del vibratome.

Nota: Luego de secar bien la base con una toalla.
se debe hacer en la base un cuadrado con el
super pegamento. Ademas, el cerebro se coloca
por el lado que no es de interés.

Llenar el vibratome con PBS 1x.

Se establece la altura, la distancia, la velocidad, la
frecuencia y por ultimo el grosor de los cortes.

Nota: Primero se define la distancia, debe
abarcar desde un poco antes el inicio hasta un
poco después del final del cerebro. Después se
define la altura, se debe definir en la parte alta
del cerebro y buscar casi tocar este. Por ultimo,
se recomienda una velocidad de 7 y una
frecuencia de 8.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Registro del uso del
vibratome.

N/A

8 Cortary
guardar

Se debe tomar el corte del cerebro con pincel y
se coloca en cada pozo, al terminar los 24 pozos
se vuelve a comenzar hasta terminar el cerebro.
Se debe marcar donde se termina.

Nota: Hay otras maneras de distribuir los cortes,
esta cambia segln el investigador. Esta técnica te
permite tener una porcién de cada regién del
cerebro.

Sellar con film el plato y guardar en la nevera de
4°C.

Profesional que
desarrollara el
protocolo.

Marcar el plato
(Iniciales del nombre
y apellido + fecha en

que se cortd)
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6.4 Tincién de muestras cerebrales por inmunohistoquimica.

Este protocolo es igual protocolo 7.6 explicado en “protocolos para el manejo de células HEK”, la diferencia que tiene es

que en este caso se traba sobre tejidos cerebrales.

Materiales

Cortes de cerebros.
Anticuerpos primarios y secundarios.
2% BSA.

10% Triton x.

PBS 1x.

PBST 0,1%

Suero de Burro.
Plato de Petri.
Portaobjetos.
Cubreobijetos.
Medio de montaje.
Brillo de ufias.

Dial

Definir los anticuerpos primarios vy las
disoluciones de estos.

Nota: Si se quiere marcar mas de una proteina
Definicion y cada anticuerpo debe provenir de un animal
calculos diferente.

Definir el nimero de pozos en los que se va a
trabajar y el volumen de liquido que se desea

usar.
Profesional que N/A

Nota: Se recomienda usar entre 250uL y 500uL desarrollara el

Preparar el bufer de incubacién, explicado en la protocolo.

Incubar las tabla 2.

muestras en el

bufer de Nota: En la solucion final tritén x debe estar a
incubacién una concentracion de 1%
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Nota: Se deben juntar las gotas de medio de
montaje entre si.

4 Dejar en el bufer de incubacién por 10min a
temperatura ambiente mezclandose a 100rpm.
5 Incubar las Preparar la solucién de bloqueo, explicado en la
muestras en la | tabla 3.
solucionde | Retirar el bufer de incubacién e incubar en la
6 bloqueo solucién de bloqueo por 1h a temperatura
ambiente a 100rpm.
7 Preparar el medio con el anticuerpo primario,
explicado en la tabla 4.
Incubar las Nota: El volumen de anticuerpo que se usa para Profesional que N/A
muestras en el | este medio es discriminante. desarrollara el
8 anticuerpo Reemplazar el suero de bloqueo por el medio protocolo.
primario con el anticuerpo primario, dejar incubando a
4°C durante la noche a 100rpm.
Dia 2
9 Lavado de Retirar el medio y lavar las muestras 3 veces con
muestras PBST, cada vez por 10min a temperatura
ambiente y 100rpm.
Preparar el medio con el anticuerpo secundario,
Incubar las explicado en la tabla 5.
10 | muestras en el
anticuerpo Nota: El volumen de anticuerpo que se usa para
secundario este medio es discriminante.
11 Retirar el tercer lavado y aplicar el medio con el Profesional que N/A
anticuerpo secundario por 1 hora a temperatura desarrollara el
ambiente a 100rpm. protocolo.
12 Retirar el medio y lavar las muestras 3 veces con
Lavado de PBST, cada vez por 10min a temperatura
muestras ambiente y 100rpm.
13 Retirar el dltimo lavado y lavar una vez con PBS
por 10min a temperatura ambiente y 100rpm.
14 Poner en el plato de Petri 5mL de PBS 1x, poner
las primeras muestras en el plato de Petri.
15 Colocar las 3 muestras en el portaobjetos.
Montaje de Nota: El orden de las muestras depende del
muestras investigador.
16 Aplicar una gota de medio de montaje sobre
cada muestra, luego colocar el cubreobjetos, Profesional que Marcar en el
sellar alrededor con esmalte de ufas y dejar desarrollara el portaobjetos
secando durante la noche. protocolo. (Iniciales del

nombre y apellido +

fecha en la cual se
realizé el montaje)
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Dia 3
17 Se llevan las muestras a un cuarto oscuro donde Profesional que
Lectura de alld un microscopio de fluoroscopia y tomar desarrollara el Registro de uso del
muestras imagenes segun cada anticuerpo de interés. protocolo. microscopio.

7. Anexos
7.1 Tabla1

Volumenes propuestos para la sedacidon con isoflurano.

7.2 Tabla 2

Preparacion del buffer de incubacién.

| 10%Triténx Vol total/10
_H Vol. total — vol. tritdn x
_H #pozos x vol. por pozo

7.3 Tabla3

Preparacion suero de bloqueo.

| 10%Suerodeburro | Vol tora/10
. BSA(g) Vol total/100
;| Vol. total — Vol. SB

;| #pozos x vol. por pozo
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7.4 Tabla 4

Preparacion medio con anticuerpo primario.

Vol. total/denommador dela
dilucién

Vol. total
#pozos x vol. por pozo

7.5 Tabla 5

Preparacion medio con anticuerpo Secundario.

Vol. total/denomlnador dela
dilucién

Vol. total
#pozos x vol. por pozo

CONTROL DE CAMBIOS

(Incluya la ultima fecha de (Detalle el cambio propuesto o razén | (incluya en nombre del responsable
actualizacién del procedimiento.) de creacion del documento, frente a | que cred o modifico el documento
la pertinencia que se tiene para el | por ultima vez, cargo y Area de
cumplimiento del objetivo del | trabajo)
proceso)
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