TOPICO ESPECIAL EN INMUNOLOGIA:

TECNICAS PARA INDUCIR Y CUANTIFICAR LA APOPTOSIS EN CELULAS
DEL SISTEMA INMUNE

Fas ligand Death receptors Survival factors

Independent stimuli

[Eks
DISC A4_3_
E—P

il o9

Y \* Calcineurine Kmases
Caspase 8 PP1a (Akt, MAPK,
PKA Rsks,

Bel-x, Bad PAK)

\
-t . ;%

/ Cytcré.\\ U IUl (y

{
\ | ) /
Downstream w - @ //
caspases . _ L =

trends in Cell Biglogy

;

@

@l

L

RESPONSABLES: SIHAM SALMEN
LERIDA BORGES
LISBETH BERRUETA (COORDINADORA)



LIMNITYEHSIIEALY

I Universidad de Los Andes = ®

; ‘ET"EE Facultad de Medicina f_j

S L5 Instituto Inmunologia Clinica 1

I3 LOs ATNIES Maestria en Inmunologia AT B AHEROON, CHCA

DEFINICION

Se trata de un curso intensivo de 40 horas de duracion, dirigido a profesionales y estudiantes de
postgrado en el area de Biomedicina, cuya finalidad es revisar conceptos fundamentales relacionados
con el fenémeno de muerte celular programada y practicar técnicas utilizadas en el laboratorio de

inmunologia celular, para inducir y medir la apoptosis en células del sistema inmune.

JUSTIFICACION

Durante los ultimos afios hemaos presenciado un verdadero estallido en lo que respecta al interés y al
conocimiento generado sobre la apoptosis, el fendmeno mediante el cual una célula sufre un proceso
activo de suicidio o muerte celular programada. Se sabe actualmente que la apoptosis es esencial en
muchos aspectos del desarrollo normal y es requerida para el mantenimiento de la homeostasis
tisular. Las condiciones en las cuales existe una falla en la modulaciéon de este proceso, pueden
resultar en consecuencias catastroficas para el organismo. En el cancer asi como también en muchas
otras enfermedades tales como: el SIDA, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson,
el infarto al miocardio, etc. se ha descrito que la pérdida del control del fenébmeno de apoptosis

constituye un elemento fundamental.

Por estas razones, en todas las profesiones relacionadas con la Biomedicina es fundamental la
comprension de los mecanismos y bases moleculares que modulan este fendmeno y el empleo de
estrategias en el laboratorio para su manipulacién y deteccion, constituyéndose en herramientas de
invalorable utilidad tanto en el diagndstico como en el seguimiento y pronéstico de muchas

enfermedades.

OBJETIVO GENERAL

Revisar conceptos tedricos y técnicas para medir e inducir la apoptosis en células del sistema
inmune, sus aplicaciones en el laboratorio de Inmunologia celular y su repercusion en la

inmunopatogenia de las enfermedades.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Profundizar en los mecanismos moleculares moduladores de la apoptosis.

2.-.Describir las técnicas utilizadas en el laboratorio para inducir la apoptosis en células del sistema
inmune
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3.-Destacar la utilidad de la Citometria de flujo como herramienta fundamental en el estudio de la
apoptosis

4.-Describir y practicar en el laboratorio la cuantificacién de la apoptosis mediante tincién del ADN con
loduro de propidio y analisis por citometria de Flujo

5.- Describir la técnica de marcaje con Annexina V en la medicién de la apoptosis y su analisis
mediante citometria de Flujo.

6.- Medir mediante citometria de Flujo la expresion espontanea o inducida de las moléculas Fas y
FasL en células del sistema inmune

6.- Analizar la via mediada por el complejo Fas/FasL en la apoptosis de células linfoides y medir la
apoptosis mediada por esta via mediante citometria de flujo.

7.- Definir e ilustrar mediante ejemplos la apoptosis celular espontanea

Maestria en Inmunologia

CONTENIDO PROGRAMATICO Y METODOS DE ENSENANZA
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Tarde

1. Discusion de protocolo de trabajo

2. Purificacion de células de sangre
periférica

3. Desarrollo de protocolo para medir

perfil de ADN en PMN y PBL mediante
tincién con loduro de propidium

4. Inicio de tratamiento de J77 con
anti-fas (anticuerpo anti-Fas clona
CH11)

Tarde
1. Discusién de protocolo de trabajo

2.  Medicion de la apoptosis
espontanea e inducida via Fas
después de incubacion por 6 h,
mediante Annexina V, Pl y anaranjado
de acridina.

3. Analisis y discusion de resultados
mediante citometria de flujo

Tarde

1. Discusion de
protocolo de
trabajo

2. Medicién de la
induccioén de
apoptosis

mediada por anti-
Fas en J77,
después de 48
horas de
incubacioén

3. Discusion de
resultados

Tarde

1. Discusién de
protocolo de trabajo

2. Medicién de la

induccion de apoptosis
mediada por anti-Fas
en células linfoides
3. Discusién de
resultados

CRITERIOS Y TECNICAS DE EVALUACION:

Este curso tendra evaluacién continua y finalmente se les solicitara a los estudiantes la presentacion

de un seminario en temas relacionados y el desarrollo de un examen fuera del aula en referencia a

problemas bioldgicos relacionados con el tpico.

PROTOCOLOS DE TRABAJO

PURIFICACION DE POLIMORFONUCLEARES.

Purificacion mediante sedimentacion por dextran

e Extraccion de 20 ml se sangre periférica en inyectadora de 60 ml, la cual contiene 3 ml de
Dextran al 6% (1,5 por cada 10 ml de sangre) diluido en solucién salina 0,9% estéril y 2 ml de
citrato de sodio (1 ml por cada 10 ml de sangre).

e Colocar la jeringa en posicion vertical durante 30’a temperatura ambiente (TA).

Extrag¢eidn de

m

e Obtencion de PMN de sangre
periférica:

Mezclar con

Hank's
——

Realizacion gel
Ficoll

Centrifugar
—_— kbl

Plasma

Ficoll
1077

+ P,

con citrato y
dextran 6%

Ficoll

TMSF

¢ Obtencién del sobrenadante libre de glébulos rojos y realizacién del ficoll proporcion

31
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e Centrifugar a 1800 rpm por 30 minutos a 18-21°C

e Descartar todo el sobrenadante y usar el sedimento de PMN con glébulos rojos
remanentes

e Resuspender en 500 ul RPMI al paquete celular (PMN y restos de G.R.) para transferirlo a
otro tubo limpio (a partir de este momento las células y los medios deben mantenerse en frio
para evitar la agregacion celular)

PMN PMN Contary
. _— ?

Diluir en Lisar y lavar determinar
purezay

Hank's iabili
tres veces viabilidad

e Lisar tres veces con 1ml de H,O destilada estéril y fria, por 30 segundos y restituir la
osmolaridad con RPMI.

e Resuspender las células en 1 ml de RPMI
¢ Medir viabilidad, pureza celular y realizar el contaje celular

o0 Para cuantificar el numero de células por ml y ademas determinar la viabilidad, realizar
una dilucién 1:100 (2 ml de células en 198 ml de Trypan Blue, diluido 1:10 en PBS y
contar en la camara de Newbauer

Ajustar a 2x10%/ml en RPMI+SBF al 10%.

PURIFICACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA.

e Extraccion de 20 ml se sangre periférica heparinizada (50U/ml),.
e Diluir en RPMI a partes iguales y realizacion del ficoll proporcién 3:1

e Obtencion de CMSP:

.

Mezclar con Realizacio
RPM1

Ficoll
—_— Cen(rlfugar

Plasma

CMmsp

Ficoll

Ficoll
1077
Extraccion de
muestra de SP,
con heparina

e Tomar la interfase del ficoll que es la capa de mononucleares (PBL) y trasladarlo a un tubo
falcon limpio y colocarlo en frio.
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M cMmsp cMmsp Contar y
icol Diluir en Lavar tres determinar
urezay
RPM1 P .
e N e viabilidad

Lisar con 1ml de H,O destilada estéril por 30 segundos y restituir la osmolartidad con RPMI, si
hay glébulos rojos contaminantes.

Lavar tres veces y resuspender las células en 1 ml de RPMI
Medir viabilidad y pureza celular, realizar el contaje celular .(tanto de PBL como PMN)

o Para cuantificar el numero de células por ml, realizar una dilucion 1:100 (2 ml de
células en 198 ml de Trypan Blue diluido 1:10 en PBS, y contar en la cdmara de
Newbauer

Ajustar a 2x10%/ml en RPMI+SBF al 10%.

A, CLaC

PROTOCOLO PARA MEDIR TINCION DE DNA EN LINFOCITOS Y CUANTIFICACION POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

NGO~ WNE

Resuspender 2x10° en 1 cc PBS

Colocar en vortex y agregar gota a gota 1cc de etanol frio (almacenado a —20°c)
Incubar por 15 min a —20 °C

Lavar dos veces con PBS

Agregar 5 pl RNAsa

Incubar a 37 °C por 15 min

Agregar 5 PI pl, incubar en oscuridad por 15 min

Leer en el citdbmetro

PROTOCOLO PARA MEDIR TINCION DE DNA EN PMN Y CUANTIFICACION POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

Previa purificacion y posterior al sometimiento a diferentes condiciones los PMN se
centrifugan a 2000rmp por 5 min y se fijan con PAF por 10 minutos a TA

a. Paraformaldehido al 1%: pesar 0,1 gr de PAF y diluirlo en 9 ml de agua, calentar hasta
que se disuelva y luego agregar 1 ml de PBS 10X)

Lavar tres veces 2000 rpm x 5 min
Permeabilizar con 1 ml de saponina 0.05% en PBS con 0.1% BSA por 20 min a TA

Centrifugar 2000 rpm por 5 min, descartar el sobrenadante y agregar 100 Ol PBS-EDTA y 5 ul
RNasa e incubar 15 min a 37°C

Agregar 5 0l Pl a TA por 15 min en oscuridad.
Mantener protegido de la luz hasta el momento de leer en citbmetro.
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PROTOCOLO PARA MEDIR TINCION DE DNA EN PBLs Y CUANTIFICACION POR CITOMETRIA
DE FLUJO.

1. Previa purificaciébn y posterior al sometimiento a diferentes condiciones los PBLs se
centrifugan a 2000rmp por 5 min

2. Las células son resuspendidas en 100 ml de solucion hipotdnica (Citrato de Sodio, Triton
X100, Pl y agua destilada)

3. Agregar 5 [l de Pl'y 5 [0l de RNAsa e incubar a 37°C por 30 minutos, protegido de la luz

4. Mantener protegido de la luz hasta el momento de leer en citdmetro.

PROTOCOLO PARA LA TINCION CON ANEXINA-V
1. Previa purificacion y posterior al sometimiento a diferentes condiciones las células se
centrifugan a 2000rmp por 5 min
2. Se resuspenden en 100ul de buffer de unién del kit de Annexina-V (Santa Cruz
Biotechnology)
3. Se afiade 2,5 0l de Annexina-V-FITC y 5 0l de Pl a cada tubo segun protocolo anexo:

Anexin-V

Pl

4. Mezclar e incubar por 15 minutos a TA, protegido de la luz
5. Finalmente agregar 400ul de buffer unién y leer en el citbmetro.
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PROTOCOLO PARA INDUCIR LA EXPRESION DE FASL EN PMN

1. Previa purificacion y ajustadas a las células (PMN) a una concentracion de 2x10° cel/ml, en
RPMI-SBF al 10%, se procede a estimular por 1 hora para inducir la expresion de FasL,

siguiendo el protocolo anexo:

2. Protocolo:

DMSO + -

PMA (100ng/ml) (1ul) - +

»

Finalizado el tiempo de incubacién colocar en hielo y agregar 1 ml de PBS-EDTA frio y
centrifugar a 2000 rpm por 5 min.

5. Resuspender con 200 ul PBS-EDTA con BSA 1% frio y agregar a cada tubo los monoclonales
correspondientes :

a. 3 ul CD95 L-biotinilado incubando por 30 min en hielo y oscuridad.

b. Lavar tres veces con PBS EDTA , centrifugar y marcar ahora con 1 ul Estreptavidina-
PE por 30 min en oscuridad y en hielo.

Lavar tres veces con PBS —EDTA.

Decantar y fijar con 1 ml PAF al 1 %, por 10 minutos a TA

Lavar 3 veces con PBS-EDTA y resuspender en 300 ul de PBS-EDTA.
Adquirir en el citbmetro

© 0N
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PROTOCOLO PARA LA EVALUACION DE LA APOPTOSIS ESPONTANEA EN
POLIMORFONUCLEARES

1. Luego de la extraccion y purificacion de los PMNs
Ajustar las células a 2x10%/ml en RPMI-10% suero bovino fetal

3. Colocar las células en una placa de 48 pozos e incubarlas en la estufa a 37°C con 5%
CO; por 6y 24 horas

4. Finalizada la incubacion, tefiir las células mediante el procedimiento descrito de tincion
con ioduro de propidium y con Annexina-V

N

PROTOCOLO PARA LA |INDUCCION DE APOPTOSIS |INDUCIDA VIA FAS EN
POLIMORFONUCLEARES

1. Ajustar las células a 2x10°/ml en RPMI-10% Suero bovino fetal

2. Colocar las células en una placa de 48 pozos, y estimular con 200ng/ml de anti-Fas
(CH-11) e incubarlas en la estufa a 37°C con 5% CO, por 6 y 24 horas, segun
protocolo anexo

Glicerol 50% (4 ) + | -

o-Fas(CH11) 200ng/ml (4 pl) | = +

3. Finalizada la incubacion, tefiir las células mediante el procedimiento descrito de tincion
con ioduro de propidium y con Annexina-V (Kit Santa Cruz, Biotechnology).
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PROTOCOLO PARA LA INDUCCION DE APOPTOSIS INDUCIDA VIA FAS EN JURKAT

4. Ajustar las células a 2x10%ml en RPMI-10% Suero bovino fetal

5. Colocar las células en una placa de 48 pozos, y estimular con 400ng/ml de anti-Fas

(CH-11) e incubarlas en la estufa a 37°C con 5% CO, por 48 horas, segun protocolo
anexo

Glicerol 50% (8 ul) + | -

a-Fas(CH11) 400ng/ml (8 ul) | = +

6. Finalizada la incubacion, tefir las células mediante el procedimiento descrito de tincion
con loduro de propidium y con Annexina-V (Kit Santa Cruz, Biotechnology).
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