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La cromatografia de exclusion molecular puede ser usada para purificar fagos filamentosos, el virus bacteriano
mas usado en la tecnologia de presentacion de péptidos y proteinas en la superficie de los fagos. El bacteriofago,
luego de ser precipitado del sobrenadante de cultivo con polietilenglicol, fue aplicado a una columna de Sepharose
CL-4B de 100 cm de altura, usando como fase mavil soluciéon tampén fosfato (PBS). Se obtuvo un 61,3% de
recobrado del fago total aplicado y, mediante el andlisis por SDS-PAGE, se verifico la pureza de estas preparaciones.
La cromatografia de exclusién molecular es una metodologia atractiva para la obtencién de preparaciones de

bacteriéfagos con alta pureza.
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Introduccion

La tecnologia de presentacion de péptidos y proteinas en la
superficie de los bacteriéfagos (phage display technology)
es una poderosa herramienta para el descubrimiento de
ligandos con propiedades de unién especificas a una molécula
blanco de interés (1, 2). Esta tecnologia puede generar un
numero grande de ligandos con propiedades novedosas para
uso analitico o farmacéutico (3-5).

Los bacteriéfagos Ff (M13, fd, f1) son particulas virales de
aspecto filamentoso con una masa molecular de 12 x10°Da.
Estos virus presentan una cubierta proteica de alrededor de
6,5 nm de diametro y 900 nm de largo, formada por,
aproximadamente, 2 700 copias de las proteinas mayoritarias
PVIily cinco copias de cada una de las proteinas minoritarias
que se agrupan Plll y PVl en un extremo y PVIl y PIX en el otro.
La particula viral no contiene lipidos ni carbohidratos (6).

La técnica estandar para la purificacion de bacteriéfagos
filamentosos es la doble precipitacion con polietilenglicol
(PEG), con una masa molecular de 8000 Da (7). Este método,
debido a su poca resolucién, provoca que las purificaciones
estén contaminadas con proteinas del hospedero (8) y trazas
de PEG, las que pueden interferir con la unién de los fagos a
sus blancos (9).

Para obtener preparaciones de bacteriéfagos altamente
purificados se incluye un paso final de ultracentrifugacién en
gradiente de densidad CsClI. No obstante, este procedimiento
es muy trabajoso, costoso, y tampoco logra eliminar todo el
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material contaminante (9, 10). Recientemente se han descrito
métodos alternativos para la purificacién de virus y
bacteriéfagos &, que logran superar las principales
desventajas asociadas con la ultracentrifugacion (9, 10).

La cromatografia de exclusién molecular para la purificacién
de fagos, empleando una resina Sephacryl S-500, fue
reportada por Zakharovay cols (10). En este trabajo se aplicé
dicha estrategia utilizando una matriz de Sepharose CL-4B
para purificar los fagos filamentosos, tipo M13, teniendo en
cuenta la necesidad en nuestro laboratorio de obtener
preparaciones libres de contaminantes para ser utilizados
como inmunégeno.

Materiales y Métodos

Purificacion de bacteriofagos por precipitacion
con PEG 8000

El sobrenadante (300 mL) de cultivo de la cepa de Escherichia
coli TG1 infectada con los fagos se precipitd con 1/4 de
volumen de una solucion de PEG 8000, 20%/ NaCl, 2,5M, se
incubé durante 1 h a 4 °C. A continuacién se centrifugé a
10.000 rpm durante 30 min a 4 °C en una centrifuga Beckman
en el rotor JA-18. El precipitado se resuspendi6 en 20 mL de
solucién tampdn fosfato y se le adicioné 5 mL de PEG 8000.
Luego de incubar durante 1 h a 4 °C, se centrifugé a 10.000
rpm por 30 min a 4 °C en una centrifuga Beckman en el rotor
JA-18. El precipitado se resuspendié en 1 mL de PBS. Para
determinar las unidades formadoras de colonias (u.f.c) se
utilizé una alicuota de 20 uL de la suspension final (11).
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Purificaciéon de bacteriofagos por cromatografia
de exclusiéon molecular

Una preparacioén de 3 x 10" ufc/mL en 1 mL de PBS se aplicé
a una columna XK16/100 (1,6 x 100 cm), empaquetada con
135 mL de Sepharose CL-4B, equilibrada con PBS, a un flujo
de 0,4 mL/min, una sensibilidad de 0,5 unidades de
absorbancia (UA) a 280 nm y con una velocidad del papel de
2,5 mm/min, utilizando un sistema Gradifrac (Amersham
Pharmacia Biotech, Alemania). Los picos de elucién se
colectaron en fracciones de 2 mL. Todo el proceso
cromatografico se realizé a temperatura ambiente y fue
repetido tres veces.

Titulacion de fagos

A las fracciones se les realizé diluciones seriadas 1:10 en
100 uL de medio de cultivo Luria Bertani (LB). Posteriormente
se anadio a cada dilucion 90 uL de células de E. coli TG1
crecidas a 37 °C hasta una absorbancia (A,) de 0,5. Esta
mezcla se incub6 durante 30 min a 37 °C. Luego las células
se sembraron en medio LB soélido. El titulo de las
preparaciones de fagos se expres6 como u.f.c/mL.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS)

Una alicuota de 10 u.f.c de cada suspension de fagos
filamentosos fue tratada con solucién muestra reductoray se
empled el patrén de bajo peso molecular de proteinas
(Biorad). La separacion electroforética se realizé en un gel al
12% de PAGE-SDS, como describe Laemmli (12). El gel fue
revelado utilizando la tincién con azul de Coomassie
especifico para proteinas, durante 1 h y destenido hasta
eliminar totalmente la coloracién de fondo.

Inmunodeteccion de fagos purificados

Una preparacién de 0,1 mL de las diferentes fracciones de la
cromatografia de exclusién molecular se aplicé mediante
vacio en una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
bloquedé durante 1 h a temperatura ambiente con leche
descremada al 5%, disuelta en PBS-Tween 0,1%.
Seguidamente se afadié un anticuerpo monoclonal anti-pVIli
(Amersham Pharmacia Biotech), conjugado con peroxidasa
de rabano picante, y se incubé durante 1 h a temperatura
ambiente. La sefnal se visualizé empleando el sistema
amplificador de quimioluminicensia ECL (Amersham
Pharmacia Biotech).

Resultados y Discusion

Muchas de las nuevas aplicaciones de la tecnologia de
presentacion de péptidos y proteinas en la superficie de fagos
filamentosos, como la seleccion de ligandos internalizados
en células eucariotas y la inmunizacién con ADN mediada
por fagos filamentosos, necesitan una alta pureza de las
preparaciones virales. El lipopolisacarido (LPS) de la bacteria

Tabla 1. Titulacién de los viriones obtenidos por precipitacién
con PEG y cromatografia de exclusién molecular.

PEG 8000 Fraccion 3.1 Fraccién 3.2 Fraccién 3.3

ufc/mL  3x10" 3,1x10" 3,3x10" 3,1x10"

hospederay las trazas de PEG pueden ser citotéxicas, por lo
que impiden la seleccion utilizando células vivas (9).

El limite de exclusién de la matriz de Sepharose CL-4B
(60 kDa a 20000 kDa) es adecuado para separar las
particulas virales del amplio rango de contaminantes
potenciales que estan presentes en la suspension de los
fagos, después de ser parcialmente purificados con PEG 8000.
La precipitacion con PEG 8000 produjo una preparacion viral
con un titulo de 3x10™u.f.c /mL (Tabla 1) y redujo el volumen
inicial de 300 mL a 1 mL.

El perfil cromatografico mostré ocho picos, donde la mayoria
de las particulas virales se encuentran en el pico 3 (Fig. 1). El
ensayo de inmunodeteccién mostré que solo se detectaron
fagos en las preparaciones correspondientes a este pico del
perfil cromatografico (Fig. 2), en un volumen total de 6 mL;
las demas fracciones evaluadas fueron negativas. Las tres
fracciones del pico 3 se titularon (Tabla 1), recuperandose el
61,3% de la muestra inicial del virus. La electroforesis en gel
de poliacrilamida revelé que la mayoria de las proteinas
contaminantes presentes después de la precipitaciéon con
PEG se eliminaron, al utilizar la cromatografia de exclusiéon
molecular (Fig. 3), visualizdndose solamente la proteina PVIII,
componente mayoritario del fago M13.

En comparacion con el perfil cromatografico, obtenido por
ZakharovaYy cols, 2005, que utilizaron una columna de 30 cm
de altura empacada con Sephacryl S-500, la columna utilizada
en nuestro estudio logré separar contaminantes de alta masa
molar (Fig. 1). La maxima resolucién en una cromatografia de

0,5
UAbs 280nm

Vol retencién/ mL 220

Fig. 1. Perfil cromatografico de una muestra de fagos
parcialmente purificados mediante precipitacion con PEG 8000
después de aplicados en una columna XK16 con Sepharose CL-
4B. La flecha senala el pico que contiene los fagos.
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Fig. 2. Inmunodeteccién con las fracciones de elucién de la cromatografia. Los fagos se detectaron mediante un anticuerpo monoclonal
anti-pVIll conjugado con peroxidasa. Las fracciones 3.1, 3.2 y 3.3 resultaron positivas.
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Fig. 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de fagos purificados por cromatografia de exclusion
molecular (CEM) y precipitacién por PEG. Carril 1: Purificacion de fagos por CEM. Carril 2: Precipitacion de fagos con PEG. Carril 3:

Patron de masas moleculares (MW) en kDa(Biorad).

exclusion molecular se obtiene con bajos flujos volumétricos
en columnas largas. La altura de la columna afecta de forma
significativa la resoluciéon y el tiempo de retencién de las
moléculas en la cromatografia de exclusién molecular. La
utilizacion de una columna de 100 cm de altura y la aplicacion
de bajos flujos volumétricos potencian la pureza de nuestra
preparacion. Ademas, el empleo de mayores volimenes de
la matriz permite aplicar mayores volimenes de muestras a
purificar. De esta manera se logra salvar limitaciones de esta
técnica, tales como la baja capacidad y el tiempo de trabajo

).

La purificacion de fagos filamentosos mediante exclusion
molecular, con la utilizacién de una matriz de Sepharose CL-
4B, elimina la mayoria de los contaminantes del hospedero
después de la precipitacién con PEG (Fig 3). A pesar de ser
un método de baja capacidad y que solo se puede purificar
una preparacién a la vez, puede ser una opcién atractiva a la
hora de obtener preparaciones de fagos con alto grado de
pureza, ademas de que se acorta considerablemente el
tiempo de purificacién. Este método es de menor costo y facil
manipulacion, al compararse con los largos tiempos de

centrifugaciéon en cloruro de cesio, el alto costo y el
mantenimiento de las ultracentrifugas.
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Molecular exclusion chromatography as methodology for the purification of

bacteriophages

Abstract

Molecular exclusion chromatography can be used to purify filamentous phages which are the most commonly
used virus in phage display technology of peptides and proteins. Bacteriophages were precipitated from culture
supernatant using polyethylene glycol and they were loaded in a 100 cm high CL-4B Sepharose matrix using
phosphate buffer as mobile phase. We recovered 61.3% of total phage loaded. SDS-PAGE analysis showed a high
purity of these preparations. Molecular exclusion chromatography is an attractive alternative method for purifying

filamentous phages.
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