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Resumen

La transglutaminasa tisular humana (TG2) es el principal autoantigeno
de la enfermedad celiaca, por lo que resulta una molécula de interés para el
diagnostico de esta enfermedad. En este trabajo se desarrollé un sistema para
producir y purificar TG2 de plantas. En el abordaje de la produccion de TG2 se
utilizaron dos estrategias para incrementar sus niveles de acumulacion: el
direccionamiento subcelular y la coexpresion con polimeros similares a elastina
(ELP). Las condiciones que produjeron mayores niveles de expresion fueron
obtenidas por direccionamiento a reticulo endoplasmico o vacuola y en
presencia de moléculas de ELP. Por otro lado, se diseid un sistema de
purificacion que consiste en la produccion de una molécula de captura que
permite realizar una precipitacion selectiva. Esta molécula esta formada por un
anticuerpo simple cadena especifico de TG2 fusionado covalentemente a un
polimero similar a elastina y se produjo en hojas de Nicotiana benthamiana. La
molécula de captura fue capaz de reconocer y recuperar TG2 producida en
plantas o de células Caco-2. Finalmente, se demostr6 que las versiones de
TG2 producidas en plantas fueron reconocidas por sueros de pacientes
celiacos mientras que no por sueros de personas sanas, indicando que podrian

ser utilizadas en un método de deteccidon de la enfermedad celiaca.
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1. Las plantas como biorreactores de moléculas de interés

El uso de las plantas como biorreactores para producir moléculas de
interés incluyendo proteinas recombinantes se denomina “plant molecular
pharming (PMP)” (Ma y col. 2015). Las plataformas PMP en comparacion con
otros sistemas que emplean células de mamiferos, bacterias y levaduras,
presentan numerosas ventajas, como por ejemplo los bajos costos de
produccion y de inversién en instalaciones para la manufactura, facilidad en la
introduccidon en los genes de interés y la simplicidad y rapidez del escalado
(Fischer y col. 2012; Sack y col. 2015). Ademas, las plantas carecen de
endotoxinas como las encontradas en bacterias y no son huéspedes de
patdgenos animales por lo resultan ser un sistema mas seguro. Asimismo
debido a las diferencias fisiolégicas entre animales y vegetales, se podrian
producir un gran numero de proteinas como hormonas y factores de
crecimiento sin correr el riesgo de que interfieran en el desarrollo normal del
sistema. Otra ventaja que presentan las plantas es que tienen la capacidad de
procesar correctamente proteinas de estructura compleja ya que glicosilan,
hidroxilan, fosforilan, forman uniones disulfuro, realizan procesamiento
proteolitico, etc. (Ma y col. 2013; Gomord y Faye 2004). La principal desventaja
que presentaban las plataformas PMP eran los niveles de expresion
alcanzados, que eran inferiores a los obtenidos en otros sistemas, sin embargo,
este obstaculo fue superado con numerosas mejoras que se describiran mas
adelante.

En cuanto a la transformaciéon de las células vegetales, se dispone de
sistemas estables y transitorios. En los sistemas de transformacion estable los
genes foraneos se introducen en el genoma nuclear o de cloroplastos de la
célula y estos transgenes son transmitidos de una generacion a otra, mientras
que en sistemas de expresion transitoria no ocurre la integracion y los genes se
expresan por un periodo de tiempo limitado hasta que se pierden.

Para transformar células vegetales, se emplean principalmente dos
métodos: biobalistico y transferencia con Agrobacterium tumefaciens. En el
método biobalistico el plasmido con el gen de interés es depositado sobre
microparticulas de metal que son aceleradas para penetrar dentro de la célula
con la ayuda de una pistola génica y el DNA liberado se integra en el genoma
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blanco, seleccionandose aquellas células en que ha ocurrido integracién
empleando marcadores de seleccidbn. En la metodologia que emplea
Agrobacterium sp se hace uso de la maquinaria de transferencia de genes que
poseen estas bacterias que transfieren un fragmento de DNA, denominado T-
DNA, que se encuentra en un plasmido (denominado Ti) por un proceso de
conjugacion siendo uno de los pocos ejemplos de transferencia horizontal entre
organismos de distintos reinos (Gelvin 2010, Gelvin 2012). Los sistemas de
expresion transitoria mas empleados en PMP también hacen uso de la
maquinaria de Agrobacterium sp pero en este caso la bacteria se infiltra
directamente en las hojas donde expresaran las proteinas que luego de unos
dias son cosechadas. En la actualidad existen un gran numero de vectores de
expresion en plantas que contienen secuencias derivadas del plasmido Ti
(denominados plasmidos binarios) a las que se les adicion6 secuencias
regulatorias provenientes de virus vegetales que incrementan la transcripcion,
mejoran la estabilidad del mRNA, facilitan la traduccidon y en algunos casos
copian los mMRNA empleando secuencias replicativas y que permiten obtener
rendimientos muy altos de la proteina recombinante en muy poco tiempo
(Mortimer y col. 2015, Peyret y Lomonossoff 2015).

El éxito de las plantas como biorreactores ha sido demostrado con
numerosos productos en el mercado ya sea con aplicaciones terapéuticas, en
diagnodstico, en investigacion o en cultivos de tejidos (Paul y col. 2015,
Lomonossoff y D'Aoust 2016). Entre los productos biofarmacéuticos que se
muestran en la Tabla I.1 se encuentran la vacuna de subunidad contra el virus
que produce la enfermedad de Newcastle en pollos producida en células de N.
tabacum-1 (NT-1) por Dow AgroScience (Indianapolis, USA) aprobada por el
departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) en el aiio 2006 (Vermij
2006), el primer anticuerpo producido en tabaco que alcanzé una escala
comercial (empleado en la produccién de la vacuna cubana contra la hepatitis
B) (Kaiser 2008), asi como también el primer biofarmacéutico p-
glucocerobrosidasal/alfa taliglucerasa producido en suspensiones de células de
zanahoria aprobado por la FDA para tratamiento humano en el afo 2012
comercializado por Protalix BioTherapeutics (Israel) como Elelyso® (Fox 2012).
Ademas la aprobacién por la Organizacion Mundial de la Salud, del uso del

cocktail de tres anticuerpos monoclonales ZMapp producido en N. benthamiana
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para tratar un numero reducido de pacientes con fines humanitarios durante al
brote de Ebola desatado en Africa occidental en el 2014 a pesar de que dicho
producto no habia completado las etapas de evaluacién clinica (Streatfield y
col. 2015). Asimismo una vacuna contra la gripe pandémica H5N1 producida en
tabaco por Medicago (Canada) que esta actualmente en etapas de evaluacién
clinica Ill y cuenta con una autorizacion para ser empleada en caso de una

emergencia (http://www.medicago.com/English/Products/product-pipeline/default.aspx).

También se encuentra en evaluacion clinica un anticuerpo anti-HIV para
prevenir la transmision del virus producido en plantas transgénicas de tabaco
(Sack y col. 2015). A estos productos se suman otros no-biofarmacéuticos
comercialmente disponibles en la actualidad (Tabla 1.2) como por ejemplo el
colageno, anticuerpos, factores de crecimiento, citoquinas, avidina, albumina,
lactoferrina, insulina, aprotinina y enzimas como tripsina, lisozima, a-amilasa y
enteroquinasa (Lomonossoff y D'Aoust 2016, Tschofen y col. 2016). Esta
variedad de productos fue desarrollada por diferentes empresas principalmente
para ser utilizados como reactivos tanto de investigacibn como en procesos
industriales (enzimas o reactivos de purificacion), aplicaciones en salud e
ingredientes cosmeéticos, entre otros. En el desarrollo de estos productos se
han utilizado diferentes especies vegetales segun el caso, tales como tabaco,
maiz, arroz (granos o suspension de células) o trigo, ya sea mediante
transformacién estable o transitoria. Las ventajas que representan para la
empresa la seleccion de estos sistemas de expresion radican principalmente en
el bajo costo de produccion y en la posibilidad de no utilizar animales en el

proceso.


http://www.medicago.com/English/Products/product-pipeline/default.aspx

Tabla I.1. Productos biofarmacéuticos producidos en plantas en fase de ensayos clinicos o aprobados
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Producto Aplicacion Desarrollador Planta Tecnologia de Estado de Referencia
transformacion desarrollo
Tabaco
P ion- Enfi dad d . Aprobad http: .d .
Vacuna de subunidad revencion- tntermedad de Dow AgroScience (Suspensiones Transformacion estable probaco e.n p://www.dowagro
Newcastle Estados Unidos. com
celulares)
. . Zanahori Aprobad
. Terapia de reemplazo para la  Protalix ana or|:a ., probado . en (Fox 2012, Tekoah y
Taliglucerasa alfa . . (Suspensiones Transformacion estable Estados Unidos vy
Enfermedad de Gaucher Biotherapeutics , col. 2015)
celulare) otros paises.

Paclitaxel y docetaxel

Principios activos para
tratamientos de cancer de
mama, ovarios, etc.

Phyton Biotech

Suspensiones
celulares de la
familia
Euphorbiaceae

Screening de especies con
mayores rendimientos de
distintos metabolitos
secundarios

Aprobados en USA;
Japén, china, Corea,
Canada, Australia y
Rumania

http://www.phytonbi
otech.com/

Particula similar al virus de

Vacuna contra influenza

Expresion transitoria

. s Medi N. hami ili infiltracid Fase 2 L l. 201
influenza H5N1 pandémica edicago benthamiana utilizando agrmp iltracion ase (Landry y col. 2010)
con Agrobacterium
. L . Vacuna estacional de Expresion transitoria . .
Particula  similar al virus . . . . L L. (ClinicalTrials.gov
. . influenza Medicago N. benthamiana utilizando agroinfiltracion  Fase 2
cuadrivalentede influenza . 2016)
con Agrobacterium
Vacuna terapéutica para Expresion transitoria
IgG idiotipo derivado de tumor  linfoma (excepto linfoma de Icon Genetics N. benthamiana utilizando agroinfiltracion  Fase 1 (Tusé y col. 2015)
Hodgkin’s) con Agrobacterium
. . Tratamiento para caries Planet - (Weintraub y col.
IgA-1gG h T T fi | F 2
gA-1gG hibrido secretorio dentales Biotechnology abaco ransformacion estable ase 2005)
Prevencion de la transmision Consorcio Pharma-
1gG anti-HIV humano de HIV Planta Tabaco Transformacion estable Fase 1 (Ma'y col. 2015)
. . . Tratamiento de infeccion por Expresion transitoria
Cocktail de IgG ti- . M . .
ocktall de fgls quimerico antt el virus del Ebola app N. benthamiana utilizando agroinfiltraciéon  Fase 1/2 (Qiuy col. 2014)

Ebola

Biopharmaceutical

con Agrobacterium

Trastuzumab.

Tratamiento de cancer de
mama

Plant Form

N. benthamiana

Expresion transitoria
utilizando agroinfiltracion
con Agrobacterium

Espera lanzarlo al
Mercado en el 2018

http://www.plantfor
mcorp.com/products.
aspx

Tabla adaptada de Lomonossoff y D'Aoust 2016 (Lomonossoff y D'Aoust 2016)
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., Tecnologia de Estado de Ventaja del ]
Aplicacion Empresa Planta .. . Referencia
Producto transformacion desarrollo sistema
Colageno Reactivo para investigacion, Collplant Tabaco Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.
cultivo de tejidos, estable no presenta riesgo de  collplant.com
aplicaciones en salud. patdgenos animales
Factores de crecimiento, Reactivos para investigacion Agrenvec Tabaco Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.
citoquinas, tiorredoxina, transitoria no presenta riesgo de  agrenvec.com
TIMP-2 patdgenos animales
Tripsina, avidina, endo- Reactivos para investigacion ProdiGene/ Sigma- Maiz Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.
1,4-B-D-glucanasa Aldrich estable no presenta riesgo de  sigmaaldrich.com
patégenos animales
Celobiohidrolasa | Reactivo para investigacion o Infinite Enzymes/ Maiz Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.
industria Sigma-Aldrich estable produccién integrada  sigmaaldrich.com
Albumina, lactoferrina, Reactivos para investigacion Ventria Bioscience/  Arroz Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.
lisozima, tranferrina, InVitria estable no presenta riesgo de invitria.com
insulina patégenos animales
Aprotinina Reactivo para investigacion Kentucky Bio- Tabaco Transformacion Comercializado  Costo reducido http://www.kbpllc.
Processing transitoria com
Factores de crecimiento, Reactivos para investigacion ORF Genetics Trigo Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.orfgenetic

Citoquinas

estable

no presenta riesgo de
patégenos animales

s.com

Tripsina, enteroquinasa, Reactivos para investigacion, Natural Bio- Suspension de  Transformacién Comercializado Costo reducido, http://www.nbms.co.k
factores de crecimiento, ingredientes cosméticos Materiales células de estable no presenta riesgode r
citoquinas arroz patdgenos animales
Anticuerpo contra Reactivo para purificacion de  Center for Genetics  Tabaco Transformacion Desarrollando Costo reducido http://gndp.cigb.
antigeno de hepatitis B la vacuna contra hepatitis B Engineering and estable aplicacion edu.cu
Biotechnology, comercial
Cuba
a-amilasa Produccién de bioetanol Syngenta Maiz Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.syngenta.c
estable Produccidn integral om
Factores de crecimiento Reactivo para el cultivo de NexGen Tabaco Transformacion Comercializado Costo reducido, http://www.nexgen.co

tejidos

transitoria

no presenta riesgo de
patégenos animales

m

Tabla adaptada de Tschofen y colaboradores 2016 (Tschofen y col. 2016)
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Los ejemplos mencionados muestran el posicionamiento alcanzado por
las plantas como plataformas de produccion de proteinas que ha ido
acompanfado por la construccion de diferentes plantas de manufactura a gran
escala en todo el mundo; muchas de ellas con capacidad para producir bajo
normas GMP (Holtz y col. 2015). A pesar de los grandes avances, todavia
queda un largo camino por recorrer ya que los niveles alcanzados son, en
muchos casos, inferiores a los obtenidos con otros sistemas de produccién. En
este sentido, numerosos factores afectan el rendimiento en la produccion de
una proteina recombinante, tanto en la etapa de su sintesis (upstream) como
en el proceso de purificacion (downstream). Algunos de estos factores pueden
ser modificados para mejorar el rendimiento del proceso productivo, como se

detalla en las secciones siguientes.

2. Factores que determinan la eficiencia del proceso de produccién

(Upstream) de una proteina foranea

Para que la produccion de una proteina de interés en plantas resulte
econdmicamente rentable es necesario alcanzar altos rendimientos, lo que
dependera de dos factores principales como son la sintesis y la degradacién
(Egelkrout y col. 2012). La velocidad de sintesis depende de la velocidad de
transcripcion, vida media del mRNA vy velocidad de traduccion. La velocidad de
degradacion depende de la capacidad de la célula para plegar correctamente la
proteina foranea y de su susceptibilidad a la protedlisis.

La velocidad de transcripcion depende fundamentalmente del promotor
escogido, de la presencia de secuencias facilitadoras (enhancers), de la
incorporacion de intrones y de silenciamiento génico transcripcional (Egelkrout
y col. 2012). La estabilidad del mRNA foraneo dependera principalmente de las
regiones no traducidas 5" y 3" (UTRs) y los fendmenos de silenciamiento
geénico postranscripcional. La velocidad de traduccion depende de las regiones
no transcriptas 5" y 3" (UTRs) y del uso de codones (Egelkrout y col. 2012).
Con el objetivo de lograr altos niveles de sintesis se han desarrollado diferentes

estrategias algunas de las cuales se detallaran a continuacion.
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Uno de los factores que afectan a la velocidad de sintesis es el promotor
seleccionado. Existen numerosas opciones para la expresion en hojas de
plantas, pero uno de los mas utilizados es promotor viral 35S proveniente del
virus de mosaico del coliflor (CaMV) que permite alcanzar altos niveles de
expresion. En los dultimos afos se encontraron otros promotores mas
adecuados y activos segun el sistema de expresion utilizado, algunos ejemplos
son el de la plastocianina (Vezina y col. 2009), faseolina para la expresion en
semillas (De Jaeger y col. 2002), el de glutelinas (De Muynck y col. 2010), el de
alfa prima beta conglicinina (Petruccelli y col. 2006), incluso han surgido
versiones sintéticas (Koul y col. 2012) y promotores inducibles (Dugdale y col.
2013).

En cuanto a los métodos de optimizacion de codones, consideran que
los codones raros son limitantes de la velocidad para la sintesis de proteinas y
que los codones sindénimos son intercambiables y varian en la extension de
otras caracteristicas consideradas tales como presencia de secuencias en el
MRNA que pueden inhibir la expresion, por ejemplo, elementos de inestabilidad
de mRNA, el contexto de nucledtidos del coddn de iniciacion, estructuras
secundarias de mRNA, repeticiones de secuencia, composicion de nucledétidos,
sitios de entrada de ribosomas internos, sitios putativos de splicing. Ademas,
algunos programas consideran informacion estructural de la proteina, sitios poli
(A) intragénicos, codones de stop en los marcos de lectura alternativos y
dinucledtidos que son blanco para la escisiéon de la RNAsas, la mutacion y el
silenciamiento génico dependiente de la metilacion (Chin y col. 2014, Mauro y
Chappell 2014). Algunos algoritmos utilizan el codéon mas frecuente para todas
las instancias de un aminoacido mientras que otros ajustan el uso del codon
para que sea proporcional a la distribucion natural del organismo huésped de
forma de identificar y mantener las regiones de traduccion lenta consideradas
importante para el plegamiento de proteinas. Otros métodos tienen en cuenta a
los tRNAs mas abundantes utilizando codones de acuerdo a esta abundancia,
sustituyendo selectivamente codones raros o evitando ocurrencias de codones
pares que se sabe que se traducen lentamente (Mauro y Chappell 2014). En la
bibliografia se informan casos en los que no se detectaron diferencias
significativas, incluso casos en que el gen nativo produce mayores niveles que

la version del gen de interés con codones optimizados, mientras que en otros
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casos los niveles de acumulacion se ven incrementados en mas de 1000
veces (Egelkrout y col. 2012, Gustafsson y col. 2012). Es por ello que la
seleccion de parametros de disefio mas eficaz se encuentra actualmente en
discusion.

Una de las estrategias para incrementar los rendimientos que se ha
vuelto muy popular cuando se emplean métodos de expresion transitoria lo
constituyen el uso de supresores virales de silenciamiento génico
postranscripcional (PTGS) (Baulcombe y col. 2000, Voinnet y col. 2003).
Algunos de los PTGS derivados de virus mas utilizados son RYMV-p1 (Rice
Yellow Mottle Virus), GVA-p10 (Grapevine Virus A), TBSV-p19 (Tomato Bushy
Stunt Virus), BYV- p21 (Beet Yellow Virus), GLRaV p24 (Grapevine Leaf Roll
Associated Virus), p25 (Potato Virus X), TCV- p38 (Turnip Crinkle Virus), CMV-
2b (Cucumber Mosaic Virus), PVY-HCPro (Potato virus Y) y TEV-HCPro
(Tobacco Etch Virus) siendo su efecto dependiente de la proteina de interés,
las condiciones de agroinfiltracion empleadas y el numero de dias
postinfiltracién a los que se evalua el efecto (Lombardi y col. 2009, Circelli y col.
2010, De Muynck y col. 2010, Arzola y col. 2011).

Entre los factores postraduccionales, la localizaciéon subcelular es de
particular interés ya que tiene un profundo impacto en los rendimientos de
proteinas (Egelkrout y col. 2012, Nausch y col. 2012, Marin Viegas y col. 2016).
Estas estrategias de direccionamiento, como la retencidn en reticulo
endoplasmico (Wandelt y col. 1992, Conrad y Fiedler 1998, Petruccelli y col.
2006) y direccionamiento vacuolar (Yang y col. 2005, Shaaltiel 2006, Shaaltiel y
col. 2007, Cheung y col. 2009, Jackson y col. 2010, Jha y col. 2012, De
Marchis y col. 2013) (sin considerar la transformacion de cloroplastos ya que el
procesamiento postraduccional de la proteina es limitado) se desarrollaron
principalmente para evitar la degradacion que ocurre en el apoplasto (Stoger y
col. 2005, Petruccelli y col. 2006, Benchabane y col. 2008, Goulet y col. 2012,
Hehle y col. 2015). Hasta el momento la mas eficiente sigue siendo la retencion
en el reticulo endoplasmico aunque resulta interesante evaluar otros
compartimentos ya que su efecto es dependiente de la proteina (Conrad vy
Fiedler 1998, Schillberg y col. 2002, Petruccelli y col. 2006).

También el estado fisiolégico de la planta, incluyendo su etapa de
desarrollo y su interaccién con el entorno, es un factor que puede afectar los
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niveles de expresion obtenidos, remarcando la importancia de las condiciones
de cultivo (Buyel & Fischer 2012; Stevens et al. 2000; Twyman et al. 2013).

En los ultimos afos también han cobrado mucha importancia los
vectores hibridos o desarmados que toman las ventajas del Agrobacterium
para transferir el DNA a la célula vegetal y de los virus de amplificarlo (Gleba y
col. 2014, Peyret y Lomonossoff 2015). Ademas se han desarrollado nuevos
vectores binarios como por ejemplo el pEAQ que permite introducir el gen de
interés entre los 5 y 3' UTR (untranslated regions) del RNA2 de CPMV
(Cowpea mosaic virus) y que contiene el gen codificante para el inhibidor de
silenciamiento génico postranscripcional P19 TBSV (Tomato bushy stunt virus)
dentro del T-DNA. El pEAQ permite obtener rendimientos tan altos como los
obtenidos con los sistemas que usan vectores hibridos (Sainsbury y col. 2009).
También se han generado vectores binarios de menor tamano y que facilitan el
clonado de los genes de interés empleando diferentes recombinasas (Karimi y
col. 2007, Nakagawa y col. 2009) o endonucleasas de tipo IS que generan
extremos cohesivos Golden Braid (Sarrion-Perdigones y col. 2011, Patron y col.
2015).

En la literatura existe una amplia variacibn en la cantidad de
agrobacterias utilizada para sobreexpresar la proteina de interés y en la
mayoria de los casos no se indica si dichas condiciones fueron optimizadas.
Por ejemplo Garabagi y col. 2012 en el manual “Antibody Engineering: Methods
and Protocols” (Garabagi y col. 2012) recomiendan una DOgg de 0.2 para cada
uno de los agrobacterium que llevan los genes para las cadenas livianas y
pesadas de un anticuerpo si los mismos se encuentran en vectores binarios
convencionales y una DOggyy de 0.002 si se encuentran en vectores binarios
hibridos con replicones virales (Garabagi y col. 2012). Para el caso del vector
PEAQ se muestra que variando la DOggg entre 0,1-1.2 se producen cambios en
cantidad de proteina recuperada lo que indica que es una variable importante a
ajustar (Sainsbury y col. 2009). El vector pEAQ ha sido utilizado en numerosos
trabajos que tienen como objetivos sobreproducir una proteina de interés y en
particular si miramos los que utilizan hojas de N.benthamiana y diferentes
cepas de Agrobacterium tumefaciens las DOgyy empleadas para infiltrar fueron

variables entre 0,002 y 0,8 como se puede apreciar en la Tabla |.3.
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Otros ejemplos que emplean vectores binarios convencionales
expresando también en N. benthamiana empleando las cepas de
Agrobacterium tumefaciens mas comunes se muestran también en la Tabla 1.3,
donde vemos que el rango de DOgqp utilizado varia entre 0,2 y 1. Para casos en
los que se comparan diferentes vectores como pZP3425, pPZP5025, pJLTRBO
y pBY030 se utilizan DOgyo de 1 (Shah y col. 2013). Otro aspecto interesante
surge de los trabajos de glicoingenieria realizados en el laboratorio de la Dra.
Steinkellner en los que se expresan temporalmente 6 genes clonados
separadamente en pBin19 para transferir la via de sialilacion a plantas y
emplean una DOggp de 0.1 (rango 0.02-0.3) para cada una de estas cepas de
agrobacterias y un anticuerpo reportero en pTra DOgy de 0.05 (rango 0.004—
0.3) logrando una sialilacion uniforme del anticuerpo usado como molécula
reportera (Castilho y col. 2010, Castilho y Steinkellner 2016). Este resultado
indica que los ocho genes localizados en siete T-DNA diferentes son
transferidos a la mayoria de las células y logran expresarse aunque la cantidad
de agrobacterias empleadas son mas de un orden de magnitud inferiores a las
utilizadas para sobreexpresar otras proteinas de interés. Como se puede
apreciar en la Tabla 1.3, los niveles de expresidon obtenidos para las diferentes
proteinas de interés son muy variados en la bibliografia, aunque para algunos
casos la utilizacién del vector pEAQ-HT ha sido capaz de alcanzar niveles de
expresion comparables con los de los replicones virales. Sin embargo, incluso
para estos casos en necesario ajustar las condiciones de expresidén ya que los
niveles obtenidos pueden variar segun numerosos factores tales como la DOggg
de agrobacterias utilizada y su estado fisiologico, el vector de expresion
seleccionado y sus caracteristicas, el efecto de PTGS como p19, el tiempo
postinfiltracidn en que se cosecha la muestra, incluso las condiciones de cultivo
(intensidad de luz recibida, fluctuaciones de temperatura, humedad), entre
otros. La suma de estos ejemplos muestra que aun para casos donde se utiliza
el mismo vector, pueden emplearse condiciones de transformacion muy
diferentes, y que no se encuentra una relacion aplicable a todos los casos entre
la DOggo utilizada, el tiempo postinfiltracion para cosechar y los niveles de

acumulacion de la proteina de interés obtenidos.
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Proteina L Cepa . . .. .
Plasmido ) planta DO¢oo dpi Nivel Observacion Referencia
agrobacterium
Anticuerpo Binario . No informado N. ' 0.2 3.8 No informado Indica .cond|0|ones generales de expresion  (Garabagi y
convencional benthamiana de anticuerpos. col. 2012)
. Vector binario . N. ) . Indica condiciones generales de expresion  (Garabagi y
Anticuerpo basado en virus No informado benthamiana 0,002 3-8 No informado de anticuerpos. col. 2012)
N. . . Co (Mardanova y
oy pA7248AMV GV3101 benthamiana 0,2 4 1mg/g hoja fresca Sin optimizacién de codones. col. 2015)
N. B . . Lo (Mardanova y
pEAQ-HT GV3101 benthamiana 0,2 4 0,6mg/g hoja fresca Sin optimizacién de codones. col. 2015)
3-10
- . N. dependie Coexpresién de multiples enzimas de una (Saxenay col.
Geneérico PEAQ-HT LBA4404 benthamiana 9%  ndodela 'NOreportado via metabolica, 2016)
proteina
Cadenas por separado en diferentes
N. . (Robert y col.
IgG pEAQ-HT AGL1 benthamiana 0,4 6 No reportado bgctengs._ N 2016)
Sin optimizacién de codones.
La coexpresion con un inhibidor de
N proteasas en pEAQ permite una (Jutras y col.
lgG pBI AGL1 : . 0,5 6 43.6 + 5.8 mg/kg recuperacion mas eficiente y no se percibe
benthamiana . 2016)
degradacion.
Sin optimizacion de codones.
L1 de papilomavirus ) N. 224 mg/kg de hoja . Lo (Love y col.
bovInG pEAQ-HT LBA4404 benthamiana 0,5 5 fresca Se realiz6 optimizacion de codones. 2012)
- N. . e (Kanagarajan y
Hemaglutinina pEAQ-HT LBA4404 benthamiana 0,6-0,7 6 0,2 g/kg de hoja Se realiz6 optimizaciéon de codones. col. 2012)
N. En el vector replicativo TMV se expres6 17  (Matic y col.
L1 PEAQ-HT LBA4404 benthamiana 038 6 60 mg/kg veces menos 2012)
N. Versién de L1 con la sefial de localizacion (Matic y col.
L1aC22 PEAQ-HT LBA4404 benthamiana 038 6 240 mg’kg nuclear C-terminal delecionada. 2012)
Cadena pesada de N. - : . . (Sainsbury y
un anticuerpo pBIN LBA4404 benthamiana 0,5 6 37,9 mg/kg Utilizan TBSV-p19. Direccionada a RE col. 2010)
Cadena pesada de N. Con UTRs de CPMV (Sainsbury y
un anticuerpo pBD LBA4404 benthamiana 0.5 6 123,9 mg/kg Direccionada a RE. col. 2010)
IgG pBI121 LBA4404 N. 0,6 6 640 + 20 mg/kg Utilizan TBSV-p19. Infiltracién por vacio (Lombardiy
benthamiana ’ - )

col. 2010)
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1.57%-1.73% TSP

ara versiones de
pGA482 y N. par - : (Ocampo y col.
IgG pGWB2 GV3101 benthamiana 0,6 5a8 I'etIC:;”O y vacuola, Utilizan TBSV-p19 2016)
0.13%TSP para la

version secretoria

La versién nativa tuvo mayor nivel de
(Conley y col.

EPO pCaMterX EHA105 N. tabacum 1 4 88 ng/mg TSP acumulacion que las versiones con 2009)
codones optimizados.

Nota: Los autores Love, Kanagarajan y Conley realizaron optimizacion de codones para las secuencias codificantes de las proteinas producidas. Todos tuvieron en cuenta el uso de codones
mayoritarios y contenido de GC similar al sistema de expresion. Ademas, evitaron sefiales de procesamiento potencialmente perjudiciales como sitios de splicing cripticos. Se tuvo en cuenta
también la estructura secundaria y la estabilidad del ARNm. Se diferenciaron en que Love eliminé ademas los sitios prematuros de PoliA y regiones propensas al silenciamiento génico mientras
que Kanagarajan descarté secuencias correspondientes a TATA-boxes internos, chi-sites, sitios de entrada ribosomales, regiones con alto contenido de GC o AT, hairpin-loops largos y

secuencias repetitivas.
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A pesar de los grandes avances que han permitido mejorar la sintesis de
muchas proteinas, los rendimientos obtenidos son muy variables como asi
también las condiciones experimentales utilizadas por lo éstas deben ser

evaluadas para cada molécula de interés.

3. Tecnologias que apuntan a mejorar el proceso Downstream

Tradicionalmente los costos para obtener una proteina recombinante se
distribuyen 50 y 50 entre el proceso de sintesis (upstream) y de purificacion
(downstream). La produccion en plantas reduce notoriamente el costo del
proceso upstream, pero también es clave a mejorar el downstream para que las
plataformas PMP sean mas competitivas (Lojewska y col. 2016). Por este
motivo, en los ultimos afios se han desarrollado tecnologias que permiten
disminuir los costos del proceso downstream como por ejemplo en el uso de
fusiones a hidrofobinas (Joensuu y col. 2010), oleosinas (Moloney 2002), ZERA
(Torrent y col. 2009) y polimeros similares a elastina (ELP) (Floss y col. 2010).

Las hidrofobinas son proteinas de hongos filamentosos ricas en
cisteinas y en aminoacidos hidrofébicos, y son de tamafio pequefio (100 aa-
10 kDa). Tienen la propiedad de autoensamblarse en interfaces anfipaticas
(hidrofilicas/hidrofobicas) lo que permite la separacion eficiente de la proteina
fusionada a éste tag empleando un sistema de dos fases acuosas (ATPS)
(Joensuu y col. 2010). Las fusiones a hidrofobinas no sélo facilitan la
recuperacion de proteinas sino que aumenta el rendimiento como se observo al
fusionarla a la hemaglutinina H1N1 (Jacquet y col. 2014). Ademas, es posible
remover el tag introduciendo un sitio de reconocimiento para una proteasa
entre la proteina de interés y la hidrofobina (Joensuu y col. 2010).

Las oleosinas son pequehas proteinas basicas que estabilizan los
cuerpos lipidicos que existen en la semilla (Hsieh y Huang 2004). Cuando la
proteina de interés se fusiona a estas secuencias, su solubilidad se modifica y
se promueve la formacién de AOB (artificial oil bodies), por lo cual se
concentran en la fase lipidica, siendo estas dos fases facilmente separadas por
centrifugacion (Moloney 2002, Chiang y col. 2007, Boothe y col. 2010). Como
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alternativa a la fusion directa, para lograr la purificacion por este sistema
también se puede fusionar a la proteina de interés un ligando con afinidad por
la oleosina, fusionar a la oleosina un ligando con afinidad a la proteina de
interés, o bien disefiar una molécula constituida por un ligando con afinidad por
la oleosina y otro con afinidad por la proteina de interés que permita la
interaccion (Markley y col. 2006, McLean y col. 2012). El sistema de oleosinas
desarrollado por SemBioSys Genetics (Calgary, Canada) ha sido escalado y
actualmente una insulina producida en semillas de cartamo (Carthamus
tinctorius L.) con esta tecnologia se encuentra en etapas de evaluacion clinica
(Paul y col. 2015).

Otra alternativa es ZERA, un tag derivado del dominio N-terminal de las
gamas zeinas de maiz rico en prolinas formado por ocho repeticiones de
PPPVH. Cuando la proteina heteréloga se fusiona a este fag, se deposita en
estructuras similares a cuerpos proteicos (PB) dentro del reticulo endoplasmico
(ER) y pueden separarse por diferencia de densidad (Torrent y col. 2009). Los
cuerpos proteicos inducidos en el ER por estas fusiones son capaces de
incorporar una gran variedad de proteinas solubles del ER un su interior.
Aproximadamente un tercio de las proteinas copurificadas con los PB estan
relacionadas con el plegado, estrés, procesos de sefalizacion y componentes
de la pared celular (Joseph y col. 2012). ZERA ha sido utilizado para producir y
purificar proteinas de relevancia industrial como xilanasas (Llop-Tous y col.
2011), alfa amilasa, lipasa y proteina E7 del virus del papiloma humano (HPV)
(Whitehead y col. 2014), hemaglutinina H5N1 (Hofbauer y col. 2016)
incrementando los rendimientos y la estabilidad de estas proteinas. En el caso
de fusiones a antigenos (Ag)-ZERA se observa un incremento del tiempo de
vida media en sangre, lo que acrecienta la eficiencia a bajas dosis pudiendo
mejorar la respuesta inmune (Hofbauer y col. 2016),

(http://www.zipsolutions.es/).

Los polimeros similares a elastina (ELP) son derivados de la
tropoelastina humana y estan formados por repeticiones del pentapéptido
(VPGXG)n, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina y n es el numero
de unidades repetitivas. Los ELP se caracterizan por ser solubles a bajas
temperaturas y formar agregados insolubles a temperaturas superiores a una

temperatura denominada de transicion (Tt) (Urry y col. 1998). Esta Tt depende


http://www.zipsolutions.es/
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del aminoacido X, de n y de la concentracion de polimero (Urry y col. 1992).
Para los casos de fusiones de proteinas recombinantes a ELP, la Tt se ve
modificada por las caracteristicas fisicoquimicas de la misma, pudiendo afectar
también la pendiente de la curva de turbidimetria vs. temperatura como se
muestra en la Figura |.1. La técnica de purificacion desarrollada a partir de las

caracteristicas de

ELP se denomina ~3 ! -n :
ITC por inverse éﬂ 08 - -
transition cycling E - ]
(ciclos de transicion E 06 B
(] R = -
bl - i -
inversa) y consiste N 04 @ -
en ciclos de -2 - -
. . S 02 - § o =
centrifugaciones = L -
intercalando 0 M
temperaturas  por 20 30 40 50 60 70
encima y debajo de Temperatura (2C)

Tt (Floss y col.
Figura I.1. Efecto de las fusiones a ELP sobre su Tt.
2008). Para  se muestran los perfiles de turbidimetria para ELP libre (#);
tiorredoxina—ELP (A); tiorredoxina—ELP—tendamistat (o); ELP-
tendamistat (clivado y purificado de tendamistat de tiorredoxina—
por este sistema se  ELP-tendamistat) (¢); y tiorredoxina—ELP (clivado y purificado de
tendamistat de tiorredoxina—ELP-tendamistat) (o). Todas las

purificar proteinas

puede fusionar  fusiones contienen el mismo ELP(V5A2G3) de 90 repeticiones. La
, Temperatura de transicion (Tt) se calcula como el maximo de la
directamente la  primera  derivada de la curva. A esta temperatura

, . . aproximadamente la mitad de las moléculas se encuentran
proteina de interés agregadas. Figura adaptada de Meyer y Chilkoti, 1999 (Meyer y

a ELP o bien Chilkoti 1999).

disefiar un sistema de captura fusionando una molécula que capture a nuestra
proteina de interés (Floss y col. 2009) (Figura 1.2). Otra ventaja que presenta el
uso de ELP como tag de fusidén es que esta molécula es capaz de inducir la
formacion de PBs en el reticulo endoplasmico, lo cual incrementa los niveles de
acumulacién de las proteinas recombinantes (Conley y col. 2009, Phan y
Conrad 2011). Este método de purificaciéon es de bajo costo y simple de
escalar, lo que permite su utilizacién a nivel industrial (Tian y Sun 2011). Otra
ventaja que tienen los ELP como tag es que no hace falta eliminarlos ya que al
ser derivados de la elastina humana son biocompatibles (Chilkoti y col. 2006).
La fusion a ELP se ha empleado en varias proteinas de interés biofarmacéutico
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producidas en hojas tales como un anticuerpo monoclonal contra el HIV (Floss
y col. 2008), interleukinas (IL) 4, IL10, eritropoyetina (Floss y col. 2010), la
hemaglutinina H1N1 (Phan y col. 2014), un anticuerpo simple dominio (VHH)
cadena contra el TNF (Tumour necrosis factor) (Conrad y col. 2011). Es de
destacar que la hemaglutinina H1N1-ELP produce mayores rendimientos que la
fusion a hidrofobinas (Phan y col. 2014) y que TNF-VHH-ELP tiene una vida
media en sangre 24 veces mas alta que una version TNF-VHH sin fusionar a
ELP (Conrad y col. 2011).

Transicion de fase inversa Purificacion simple proteina fusionada a ELP

TS
AR
‘4.‘.‘\_‘\

sELP aELP sELP-PI aELP-PI
T<Tt T>Tt
Temperatura
Purificacion de proteina por coagregacion con ELP Purificacion por captura especifica mediada por ELP
ITC

Mo

sELP +
SELP-PI

sELP-C/PNF aELP-C/PNF

Referencias

% ELP soluble (sELP)

¥ Molécula de captura (C) @ Proteina de interés no fusionada (PNF)

ELP agregado (aELP) QT Proteina de interés (PI)

Figura 1.2. Sistemas de purificacién de ELP y proteinas recombinantes por ITC.

Se muestra en el panel superior izquierdo una transicion de fase inversa reversible para ELP.
En el panel superior derecho se encuentra representada la ITC de una proteina de interés
ELPilada (ELP-PI), mientras que en el inferior izquierdo se muestra la purificacion de la misma
fusion ante el agregado de ELP sin fusionar. El panel inferior derecho muestra la purificacién
de una proteina de interés no fusionada a ELP (PNF) mediante el uso de una molécula de
captura fusionada a ELP (ELP-C). Las referencias se muestran en el recuadro. Figura
adaptada de Floss y colaboradores 2009 (Floss y col. 2009).
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Estos antecedentes muestran que el uso de fusiones a hidrofobinas,
oleosinas, ZERA y ELP permiten llevar a cabo un proceso de purificacion mas
simple y de menor costo que las cromatografias actualmente utilizadas. Sin
embargo, para la industria biofarmacéutica estas tecnologias no son aplicables
a todos los productos, ya que la fusion de estos tag a las moléculas de interés
pueden presentar desventajas debido a problemas de propiedad intelectual
(Conley et al. 2011) y cuestiones regulatorias basadas en la potencial
inmunogenicidad del tag (Fischer et al. 2012), incluso para el caso de ELP que
ha sido descripto como biocompatible (Chilkoti y col. 2006). El uso de proteinas
ELPiladas como método de suministro e incremento de la estabilidad de
proteinas biofarmacéuticas esta en pleno desarrollo con varios productos en

etapas avanzadas de evaluacion clinica (http:/phasebio.com/pipeline/), con el

objetivo de reemplazar la tecnologia de PEGilacion que tiene varios
inconvenientes.

La simplicidad, buen desempefio y ventajas adicionales de las
tecnologias desarrolladas para mejorar el proceso downstream para las
plataformas PMP invitan a utilizarlas de forma de desarrollar una estrategia

integrada para producir proteinas de interés.

4. La transglutaminasa tisular humana como proteina modelo

La transglutaminasa tisular humana (TG2) es una enzima de estructura
compleja cuya produccion resulta de interés para diferentes areas. Las
transglutaminasas tienen la capacidad de catalizar modificaciones post-
traduccionales en proteinas y péptidos por lo cual resultan de interés para la
industria, ya que se utilizan como biocatalizadores en alimentos, cosmética e
industria textil (Kuraishi y col. 1997, Griffin y col. 2002, Ozrenk 2006, Arrizubieta
2007). En animales, se encuentra ampliamente distribuida en el citosol de
tejidos de varios 6rganos (Fesus y Piacentini 2002) y ha sido relacionada con
patologias como la aterosclerosis, la inflamacion, la fibrosis, diabetes Tipo |, las
metastasis del cancer y algunas enfermedades autoinmunes (Griffin y col.

2002, Lorand y Graham 2003). Entre las autoinmunes, se identific6 a TG2


http://phasebio.com/pipeline/
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como el principal autoantigeno en la enfermedad celiaca (EC) (Dieterich y col.

1997), como se desarrollara en la siguiente seccion.

4.1 TG2 como indicador diagnéstico de enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia cronica mediada por
mecanismos inmunoldgicos, que se desencadena en individuos genéticamente
susceptibles por la ingestion de un grupo de prolaminas presentes en trigo,
cebada, centeno y avena. Se trata de una de las enfermedades de base
genética de mayor prevalencia. Estudios realizados en Europa, Sudamérica,
Australia, Asia y Estados Unidos mostraron que entre el 0,5 y el 1% de la
poblacién tiene EC no diagnosticada (Van Heel y West 2006). En un estudio
realizado en la ciudad de La Plata se determin6 que la EC en nuestro pais tiene
una prevalencia similar a la observada en Europa, Australia, Asia y Estados
Unidos y que la misma se encuentra subdiagnosticada (Gomez y col. 2001). Se
estima que solo un 10% de las personas afectadas por EC son diagnosticadas
(Rewers 2005, Gasbarrini y col. 2008) y en general se debe principalmente al
hecho de que los pacientes frecuentemente no presentan la sintomatologia
tipica de la enfermedad.

El diagnostico como prueba de certeza continua siendo mediante la
biopsia de intestino delgado, pero debido a que este método es muy invasivo,
costoso y no adecuado para screening, se han desarrollado distintos ensayos
seroldgicos que a lo largo del tiempo han mejorado en cuanto a la sensibilidad
y especificidad (Dewar y Ciclitira 2005, Hill 2005). Los ensayos seroldgicos
permiten realizar un examen sencillo, no invasivo y econémico para seleccionar
individuos con la posibilidad de padecer EC que luego sera confirmada por
biopsia de intestino delgado (Gomez y col. 2002). El empleo de los ensayos
serologicos mejora el diagndéstico de EC en la poblacion y disminuye también el
numero de biopsias de intestino realizadas a pacientes sanos. Teniendo en
cuenta que un gran porcentaje de los pacientes es diagnosticado en una edad
comprendida entre los 9 y 24 meses de edad, la reduccién del numero de
biopsias innecesarias es un aspecto importante a resolver. Recientemente, la

Sociedad Europea de Gastroenterologia Hepatologia y Nutricion Pediatrica
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(ESPGHAN) propuso nuevos protocolos para el diagnéstico de nifios. Sugieren
que en pacientes pediatricos con sintomatologia clara y cuyos examenes
serologicos positivos cumplan determinadas condiciones, no es necesario
confirmar la EC por biopsia de intestino (Husby y col. 2012). Este protocolo
también se ha propuesto para pacientes adultos (Caicedo y Hill 2008),
ubicando al diagndstico por serologia en un lugar prioritario para estos casos.

El desarrollo de ensayos serologicos para EC comenzo en la década de
los 80 cuando se evaluaban por ELISA los anticuerpos anti-gliadinas y luego la
presencia de anticuerpos antiendomisio (Van Heel y West 2006). A partir de la
identificacion de transglutaminasa tisular (TG2) como el principal antigeno
reconocido por los anticuerpos anti-endomisio en 1997 (Dieterich y col. 1997)
se desarrollaron nuevos ensayos de ELISA para detectar la presencia de
anticuerpos anti-TG2 de los isotipos IgA e IgG, utilizando TG2 de higado de
cobayo como antigeno (Gomez y col. 2002). Posteriormente se desarrollaron
ensayos de segunda generacion empleando TG2 humana recombinante o
purificada, que resultaron mas sensibles y eficientes que los anteriores aunque
también mas costosos (Blackwell y col. 2002, Osman y col. 2002, Fabiani y col.
2004, Fernandez y col. 2005, Prince 2006, Zintzaras y Germenis 2006, Ocmant
y Mascart 2007, Stenberg y col. 2008). Entre los diferentes ensayos
comerciales disponibles para detectar EC, el que presenta mayor sensibilidad
hasta el momento evalua la presencia en suero humano de inmunoglobulina A
(IgA), especifica de TG2 (Aeskulisa Celi Check). Otro método de alta
sensibilidad fue desarrollado en Cuba, HEBER FAST LINE anti-
transglutaminasa que consiste en una inmunocromatografia que utiliza TG2
purificada de sangre conjugada a oro coloidal inmovilizada, da mejores
resultados que los ELISA IgA-TG2 (Sorell Gomez y Acevedo Castro 2005,
Galvan Cabrera 2010). Estos datos muestran concretamente que TG2 es un
buen candidato para desarrollar métodos de diagndstico masivos de EC, sin
embargo es fundamental contar con TG2 purificada o recombinante de bajo
costo.
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4.2 Sintesis de TG2

La produccién de TG2 ha sido abordada desde diferentes sistemas de
expresion como Escherichia coli (Shiy col. 2002) y células de insecto (Osman 'y
col. 2002). Sin embargo TG2 ha mostrado efectos téxicos en estos sistemas
(Sorrentino y col. 2005), efecto atribuido a su actividad enzimatica de
entrecruzar proteinas. La toxicidad TG2 determina que se acumule en niveles
muy bajos en los distintos sistemas, lo que dificulta su purificacion (Sorrentino y
col. 2005, Sorrentino y col. 2009, Sorrentino y col. 2009). Las plantas
representan un sistema eucariota altamente capaz de producir moléculas
complejas con un costo de produccion muy inferior al de células de insecto, por
lo cual unos afnos mas tarde se estudid también su expresion en este sistema.

TG2 ha sido producida de manera estable en suspensiones de células
de mesdfilo de tabaco indiferenciadas BY2 (Bright Yellow 2) empleando
variantes de un vector binario con sefales para evitar la formacién de
heterocromatina y para expresar en el citoplasma, dirigir al apoplasto o a
cloroplastos (Sorrentino y col. 2005). Los mayores rendimientos se obtuvieron
para la forma dirigida a cloroplastos, mientras que la expresion en citoplasma
impidié la regeneracion de los tejidos (Sorrentino y col. 2005). Estas
construcciones también fueron utilizadas para obtener plantas transgénicas de
tabaco, obteniéndose niveles de acumulacion 18-75 pg/g (Sorrentino y col.
2009). La TG2 producida con estos vectores, mantuvo su actividad catalitica
intacta y fue reconocida por anticuerpos humanos anti-TG2, mostrando un
comportamiento similar a la producida en bacterias. A pesar de que la TG2
producida por plantas fue reconocida por la IgA sérica de los pacientes celiacos
(Sorrentino y col. 2005) no se han informado mas esfuerzos para producir TG2

en las plantas.

4.3. El diagnéstico de enfermedad celiaca en Argentina

A pesar de que se ha implementado el Programa Nacional de Deteccién
y Control de la EC impulsado por el Ministerio de Salud de la Nacion y
aprobado por la Resolucion 1560/2007
(www.msal.gov.ar/celiacos/pdf/resolucion-programa.pdf) y de que diferentes
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organizaciones sin fines de lucro tales como el grupo promotor de la ley celiaca
(http://www.ley-celiaca.com.ar/) 'y la Asociacion Celiaca Argentina
(http://www.celiaco.org.ar/) trabajan para mejorar la calidad de vida de los
pacientes y solicitan la implementacion de politicas publicas que resuelvan el
problema del subdiagnéstico, sélo un 10% de las personas afectadas por EC
en Argentina han sido diagnosticadas. Uno de los problemas es que el costo de
los kits diagndsticos en el pais es muy alto (127 pesos argentinos cada uno)
por lo que no se hacen ensayos masivos de deteccion. Por este motivo, en este
trabajo se volcaron los esfuerzos en desarrollar un método econémico de

produccion de TG2.
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La hipotesis general de este trabajo es que la TG2 humana se podria
producir eficientemente empleando un sistema de expresidon transitoria en
hojas de Nicotiana benthamiana, superando las limitaciones que tienen otros
sistemas de expresion, y que la TG2 obtenida seria de utilidad en el
diagndstico de la enfermedad celiaca.

En este sentido, se planteé como objetivo general desarrollar una
plataforma basada en expresién transitoria en Nicotiana benthamiana,
evaluando distintas alternativas para mejorar tanto las etapas del proceso
sintesis como asi también de purificacion de TG2. Con relacion a este ultimo
punto se ided un sistema novedoso de purificacion por precipitacion selectiva
de TG2 con una molécula de inmunocaptura formada por un anticuerpo simple
cadena (scFv) especifico de TG2 y un nuevo polimero similar a elastina (ELP).

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

-Objetivos que apuntan al incremento de la sintesis por expresiéon
transitoria en hojas de N. benthamiana

e Determinar el compartimiento celular donde TG2 se obtiene con mayores
rendimientos.

¢ Disenar una molécula formada por fusiéon de scFv y ELP para purificar TG2
por inmunocaptura.

e Producir la molécula de inmunoprecipitacion scFv-ELP por expresion
transitoria en hojas de N. benthamiana.

e Estudiar el impacto de la coexpresion de la molécula de inmunocaptura en
los rendimientos de TG2.

-Objetivos enfocados a la mejora del proceso de purificacion de las
proteina producidas

e Evaluar si las moléculas fusionadas a ELP pueden ser purificadas por
precipitacion selectiva y determinar las mejores condiciones para los ciclos
de transicion inversa.

e Estudiar la capacidad de la molécula de captura para reconocer y precipitar
especificamente TG2.

-Objetivo vinculado a las caracteristicas de TG2 como antigeno

e Analizar la utilidad de TG2 producido en plantas como antigeno para el
diagnostico de la enfermedad celiaca (EC).






Resultados | 25

1. Impacto de la localizaciéon subcelular de transglutaminasa tisular

humana (TG2) en los rendimientos obtenidos por expresion transitoria en

hojas de Nicotiana benthamiana

1.1 Fusién de TG2 a diferentes senales de direccionamiento subcelular y

subclonado en un vector binario

Teniendo en cuenta que los rendimientos de una proteina foranea son

fuertemente dependientes del compartimiento subcelular al que se la dirige

(Egelkrout y col. 2012), se decidi6 estudiar el efecto del direccionamiento en la

acumulacion de TG2. En células humanas, TG2 se encuentra en el citosol por

lo que ademas de generar una version citosélica (cyto-TG2) se planted

introducirla en la via secretoria y analizar la acumulacion en el apoplasto (sec-

TG2),

endoplasmico

reticulo

(ER-
TG2) y en vacuolas
(vac-TG2).

diferentes

Las

construcciones

fueron generadas por
el grupo de
investigacion, previo
a este trabajo de

tesis, empleando

como material de
partida una serie de
vectores que
contenian GFP o
GFP-GUS dirigidas a
distintos
compartimientos
subcelulares

(Petruccelli 'y col.

Construcciones disponibles

pBLTicito-TG2 — TER HIS —
Binario
pBlTi-sec-TG2  — TG2 HIS -
Binario)
pBLT-ERTG2  — TG2 His JKDEL-
Binario
pRTLvacTG2  — TG2 His JKISIA—
Construcciones obtenidas
PGWB2-vac-TG2 — attB1 — TG2 His [KISIA— attB2 —
Binario
pGwe2 RFp-T62 - atte1 — - [ = TG2 His [KDEE— atte2 -

Binario

Figura 1. Esquema de construcciones de TG2

Representacion esquematica de las construcciones de TG2
disponibles en el laboratorio: Cyto-TG2 es una version citosolica
de TG2. Sec-TG2, ER-TG2 y vac-TG2 fueron introducidas a la via
secretoria con un péptido senal (SP) de una cadena gamma de
anticuerpo de ratén; SEKDEL, sefial de retencion en ER; KISIA es
una sefal de direccionamiento vacuolar de la globulina 11S de
amaranto. Cyto-TG2, sec-TG2 y ER-TG2 se encontraban en el
vector binario pBLTi, mientras que la versidén vacuolar se
encontraba en el vector de clonado pRTL. Una de las
construcciones objetivo consiste en la version vacuolar de TG2
transferida a un vector binario de expresion en plantas. El
segundo objetivo es generar una fusién N-terminal de RFP a ER-
TG2 que también sera transferida al vector binario. El esquema
no esta dibujado a escala.
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2007) por lo que en primer lugar habia que reemplazar los genes reporteros por
el gen codificante a TG2 y luego transferir el cassette al vector binario
pBLTi 121 (Pagny y col. 2000). Para facilitar la deteccion y purificacion se
introdujo una secuencia codificante para un fag de 6 histidinas en el extremo 3'
del gen codificante para TG2. La representacion esquematica de las
construcciones empleadas en este estudio se presenta en la Figura 1. Las
construcciones pBLTi-cyto-TG2, pBLTi-sec-TG2 y pBLTIi-ER-TG2 estaban
disponibles en el laboratorio al inicio de este trabajo y se caracterizan por
poseer el doble promotor del virus de mosaico del Coliflor (CaMV 35S), y la
sefal de terminacion de la transcripcion del gen de nopalina sintasa (Nos) de
Agrobacterium tumefaciens.

Para dirigir TG2 a la via secretoria se utilizé la secuencia codificante
para un péptido senal (SP) secretorio en el extremo 5  proveniente de una
inmunoglobulina G de ratén (Restrepo y col. 1990) que funciona correctamente
en plantas. Para producir las versiones reticular y vacuolar se introdujeron en el
extremo 3" del gen de TG2 las secuencias codificantes para SEKDEL y KISIA
(Petruccelli y col. 2007) respectivamente. En este trabajo se obtuvo vac-TG2 en
un vector binario y la construccion reportera RFP-TG2. El subclonado en el
vector pBLTi era dificultosa y lenta por lo que se decidié cambiar al vector
binario pGWB2 (Nakagawa y col. 2007) con la tecnologia Gateway™
desarrollada por Invitrogen que emplea un gen letal y clonasas especificas que
eliminar el background que se genera por una digestion incompleta del vector
binario o religacion del mismo. El esquema seguido para estos subclonados se
presenta en la Figura 2.

En primer lugar se subcloné vac-TG2 en pENTR™/D-TOPO ®
(Invitrogen, SA). Para ello se amplificd la secuencia de TG2 con los primers P1
y P2 de manera de incorporar la secuencia CACC en el extremo 5" y conservar
la secuencia de direccionamiento subcelular ubicada en el extremo 3" del gen
codificante para la fusion TG2-His y el producto de amplificacion fue clonado
direccionalmente en este vector, obteniéndose pENTR-vac-TG2. Tanto el
vector pENTR como pGWB?2 tienen el gen de seleccion que otorga resistencia
a kanamicina, por lo que se digiri6 pENTR-vac-TG2 con la enzima de
restriccion Mlul que libera el origen de replicacién del plasmido, disminuyendo

de esta manera el background. El fragmento que contenia la construccion de



Resultados | 27

interés entre los sitios attL1 y attL2 se utiliz6 como vector de entrada para la
reaccion de las clonasas LR del sistema Gateway y pGWB2 como vector de
destino (Nakagawa y col. 2007). Como producto de dicha reaccion se obtuvo la
construccion vacuolar de TG2 en el vector pGWB2-vac-TG2. Cabe destacar
que la transcripcién de los genes introducidos en el vector pGWB2 al igual que
los que se encuentran en el vector pBLTi también esta controlada por el doble
promotor CaMV 35S y la sefial de terminacién de la transcripcién del gen Nos y
que la principal diferencia es que los genes clonados en el pBLTi conservan la
region 5" UTR (untranslated region) de la poliproteina de Tobacco Etch Virus
en cambio el pGWB2 utiliza el 5" UTR de CaMV 35S.

- TG2 His IKISIA—

‘L Clonado TOPO

— attl1 — TG2 His [KISIA— attL2 —

pENTR-vac-1G2

‘L Digestion Miul

\L Gateway

— attB1 — TG2 HIS -— attB2 —

pGWB2-vac-1G2
binario

Figura 2. Estrategia de clonado utilizada para obtener pGWB2-vac-TG2

Se muestra un esquema de la estrategia de clonado utilizada para obtener la versién vacuolar
de TG2 en vector binario. Se partio del vector de clonado pRTL-vac-TG2 de donde se
amplificé vac-TG2 por PCR con un par de primers que introducen la secuencia CACC en el
extremo 5° y luego se clond por sistema TOPO al vector de clonado pENTR-D™/TOPO®
obteniendo la construccion pENTR-vac-TG2. Este plasmido se digirié con Mlul para eliminar el
origen de replicacién del vector. La siguiente reaccién fue una recombinacion con el sistema
Gateway® en los sitios attL1 y attL2 del pENTR con el plasmido pGWB2 dando como
resultado el vector binario pGWB2-vac-TG2. El esquema no esta dibujado a escala.
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El segundo objetivo fue obtener la fusion a la proteina fluorescente roja
(RFP), para lo cual se disei¢ la estrategia de clonado cuyo esquema se
presenta en la Figura 3. Como se observa en la figura, en primer lugar se
amplificd la secuencia codificante para RFP con un par de primers que
introducen la secuencia CACC y el SP en el extremo 5, y los sitios de
restriccion Kpnl y Hindlll en el extremo 3°. El producto de amplificacion se cloné
direccionalmente en el vector pENTR™/D-TOPO® obteniéndose el plasmido
PENTR-SP-RFP. Para fusionar TG2 en el extremo 3" del gen codificante para
RFP, se utiliz6 como molde pBLTi-ER-TG2 y se amplificd por PCR la secuencia
de interés con el par de primers P1 y P2 que introducen los sitios Kpnl en el
extremo 5" y el Hindlll en el 3. A continuacion, tanto el producto de
amplificacion por PCR como el vector pENTR-SP-RFP fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll, los fragmentos obtenidos fueron
purificados y ligados para obtener el plasmido pPENTR-ER-TG2. Este producto
se digiri6 con Milul para eliminar el origen de replicacion realizandose la
reaccion con las clonasas LR con el vector destino pGWB2 como se detallé
anteriormente obteniéndose pGWB2-RFP-TG2.
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pGWB2 RFP-TG2
binario

Figura 3. Estrategia de clonado utilizada para obtener pGWB2-RFP-TG2

Para obtener la fusion de RFP a ER-TG2 en primer lugar se amplificé por PCR el gen
codificante para RFP con los primers P3 y P4 que introducen la secuencia CACC y el SP en el
extremo 5’y los sitios de restriccion Kpnl y Hindll en el 3°. El producto se clond
direccionalmente al vector pENTR ™/D-TOPO ©. En paralelo se amplifico por PCR, ER-TG2 con
un par de primers que introducen los mismos sitios de restriccion mencionados en los
extremos. El producto de la PCR y pENTR-SP-RFP se digirieron con dichas enzimas y se
ligaron los fragmentos purificados obteniendo el plasmido pENTR-RFP-TG2. La construccién
se transfirid al vector binario pGWB2 mediante la reaccion de recombinacién del sistema
Gatewav obteniendo nGWB2-RFP-TG2. El esauema no esta dibuiado a escala.



Resultados | 30

1.2 Efecto del direccionamiento en los rendimientos de TG2.

Se analizé la expresion de las diferentes versiones de TG2 en hojas de
Nicotiana benthamiana. Para ello, las cuatro construcciones de TG2 se
introdujeron en Agrobacterium tumefaciens GV3101, y se infiltraron hojas de N.
benthamiana con suspensiones de estas agrobacterias. Se cosecharon las
muestras tomando discos de 5 hojas transformadas y se extrajeron las
proteinas solubles. Se determiné la cantidad de TG2 por ELISA utilizando el
anticuerpo monoclonal (mAb) 2G3 (Di Niro y col. 2005). La Figura 4.A muestra
que los niveles mas altos de acumulacion se obtuvieron para ER-TG2 y vac-
TG2, mientras que los niveles cyto-TG2 y sec-TG2 fueron aproximadamente 9-
16 veces menores. No se observaron diferencias significativas entre ER-TG2 y
vac-TG2, lo que sugiere que la fusion C-Terminal a las secuencias SEKDEL o
KISIA, resulta igualmente eficaz para aumentar los niveles de acumulacion de
TG2.

Con el objetivo de estudiar la integridad de las proteinas producidas se
analizaron extractos de hoja total por inmunoblot utilizando el mAb 2G3 (Figura
4.B). Como control positivo también se sembrd en el gel un extracto total de
células Caco-2 (células de adenocarcinoma de colon humano). Las versiones
Cyto-TG2 y sec-TG2 no fueron detectadas, mientras que las variantes ER-TG2
(81,4 kDa) y vac-TG2 (81,2 kDa) tuvieron el tamafo esperado, sugiriendo que
ambas versiones se acumularon en las hojas en forma estable. La cantidad de
proteinas cuantificadas por inmunoblot, seguida por analisis de densitometria
mostré diferencias significativas en los niveles de acumulacion de ER-TG2 y
vac-TG2 en buena correlaciéon con el test de ELISA. Estos resultados confirman
que aunque TG2 es una proteina de citosol, la acumulaciéon en reticulo
endoplasmico y vacuola fue significativamente mayor y por lo tanto de aqui en
adelante se trabajo con estas dos versiones. También demuestran un buen
reconocimiento por parte del anticuerpo monoclonal 2G3 y que la proteina se

mantiene integra en dichos compartimentos.
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Figura 4. impacto de diterentes senales de localizacion celular en Ios rendimientos de
TG2.

Determinacién de la cantidad de TG2 por ELISA (A). Cada fosa fue sensibilizada con igual
cantidad de extracto de hoja conteniendo las diferentes versiones de TG2 y se revel6 con el
mAb 2G3. Para este ensayo se realizaron 3 replicados biolégicos, cada replicado contiene 5
discos de tejido transformado con las diferentes construcciones de diferentes plantas. Las
barras de error representan el error estandar de la media. ****Muestra una diferencia
estadisticamente significativa por el test de comparaciones multiples de Tukey’s (p<0.001).
Andlisis de la expresién de TG2 por inmunoblot (B). Se sembraron en un gel extractos totales
de las hojas expresando las diferentes versiones de TG2 y como control negativo se utilizé un
extracto de hojas infiltradas con el medio de infiltracion (MI). Como control positivo se utilizé
un extracto de células Caco-2. Los niveles de expresion fueron medidos por densitometria de
los inmunoblot desarrollados con el anticuerpo monoclonal 2G3 con 3 experimentos
independientes. La cantidad de extracto total se ajustd utilizando la subunidad grande de
RuBisCO (RLS) tefiida con Coomasie Brilliant Blue R-250 como control de siembra.

Para que la comparacién realizada entre los niveles de acumulacién de
ER-TG2 y vac-TG2 sea valida era necesario demostrar que ambas versiones
poseen una cinética de expresién similar. Por este motivo se realizé un estudio

temporal de la expresion analizando la acumulacion a diferentes tiempos post-
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infiltracion. Para ello, se coinfiltraron hojas de N. benthamiana con una DOggo
de 0,3 de agrobacterias llevando las versiones reticular o vacuolar de TG2 y
DOeoo 0,1 de agrobacterias llevando el PTGS p19, y se tomaron muestran a los
3, 5, 7 y 9 dias post-infiltracién (dpi). Se extrajeron las proteinas solubles de
todas las muestras y se determiné la cantidad de TG2 por ELISA con el mAb
2G3. Los resultados se presentan en la Figura 5, donde se puede observar que
para ER-TG2 y vac-TG2 a los 3 dpi los niveles de acumulacién son inferiores
que a los dias 5, 7 y 9, no existiendo diferencias significativas para estos
ultimos entre si. En base a estos resultados se concluyé que la cinética de
expresion es similar para ambas versiones de TG2 y teniendo en cuenta que
no se produce un incremento en el almacenamiento para tiempos superiores a
los 5 dpi, se decidié que de aqui en adelante las muestras se cosechen a los 5

dpi.

0.5- 3 3d.p.i.
= 5d.p.i.
£ 0.4+ mm 7d.p.i
c 9 d.p.i.
S 0.3 . 9dpd
©
<C 0.2
0.14
0.0

ER-TG2 vac-TG2

Figura 5. Cinética de expresion de ER-TG2 y vac-TG2

Se cosecharon muestras de hojas transformadas con las construcciones de TG2 a los 3, 5, 7
y 9 dias post-infiltracion. Se midié cantidad de TG2 por ELISA utilizando el mAb 2G3. Cada
fosa fue sensibilizada con igual cantidad de extracto de hoja durante toda la noche a 4 °C.
Después del bloqueo,

se incubd con el anticuerpo monoclonal 2G3 seguido de una incubacién con un anti-ratén
conjugado con biotina, luego con estreptavidina conjugada con HRP y por ultimo se reveld
con TBM como sustrato. Se midié absorbancia a 630 nm. Para este ensayo se realizaron 3
replicados bioldgicos, cada replicado contiene 5 discos de tejido transformado de diferentes
plantas. Las barras de error representan el error estandar de la media.
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2. Produccién de una molécula que facilite la recuperacion de TG2

2.1 Diseino y construccion de moléculas que permitan realizar una

precipitacion selectiva de TG2

Para que un sistema de expresion sea rentable no sélo es importante
producir la proteina a un bajo costo sino también purificarla de una manera
econdmica. Debido a que los rendimientos de ER-TG2 y vac-TG2 alcanzados
son bajos y la recuperacién empleando cromatografia de afinidad por unién a
niquel era ineficiente por las bajas concentraciones en que se encuentra TG2
en los extractos, se planted desarrollar un método mas eficiente. Para ello se
decidid generar una molécula que tuviera por un lado la capacidad de
reconocer especificamente TG2 y por otro lado poseyera caracteristicas de
solubilidad que permitieran su separacion de otras proteinas. Para el
reconocimiento especifico se optd por un anticuerpo. Para la separacion se
decidio utilizar los polimeros similares a elastina (ELP) por la simplicidad en el
método de separacion y su impacto en los rendimientos (Floss y col. 2009,
Floss y col. 2013).

El anticuerpo fue clonado a nivel molecular por la Dra. Camila Maria
Scabone empleando como material de partida ascitis de un hibridoma que
expresaba el mAb 2G3 generado por el Dr. Fernando Chirdo (Di Niro y col.
2005). Se clonaron las secuencias codificantes para las regiones variables
livianas y pesadas de este anticuerpo y fueron fusionadas empleando una
secuencia codificante para el linker largo SSGGGGSGGGGGGSSRSS. De
esta forma se obtuvo el scFv 2G3 que fue expresado en E. coli comprobandose
su capacidad de reconocer especificamente TG2 (Scabone 2012).
Posteriormente, el Lic. Hilario Cafiero modificé el gen codificante para este
scFv 2G3 para expresarlo en plantas, introduciendo por un lado sitios de
restriccion que permitieran fusionarlo a diferentes secuencias de
direccionamiento y por otro la secuencia que codifica para la regién bisagra de
una inmunoglobulina A (SPSTPPTPSPSTPP) (Cloutier y col. 2001) para darle
flexibilidad a la molécula y evitar que las diferentes fusiones planeadas para
generar la molécula de captura afecten su funcionalidad (Figura 6.A) (Cafiero

2012). Los sitios de restriccion introducidos permitieron fusionarlo a las
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secuencias codificantes para un péptido sefal secretorio en el extremo 5 y
para un tag de 6 histidinas y la secuencia de retencion en el ER, SEKDEL en el
extremo 3. Ademas, se introdujeron los sitios de restriccion PfIMI y Bgll en los
extremos upstream y downstream de gen scFv 2G3, respectivamente, para
facilitar una estrategia de clonado recursiva que permiti6 multimerizar
facilmente esta secuencia o bien otros genes a los que se le desee fusionar.

El ELP disefado para este trabajo esta formado por 36 repeticiones del
pentapéptido VPGXG donde X es V:F en proporciones 8:1 ELP(V8F)36 (180aa,
15kDa) (Figura 6.B). La composicion de aminoacidos se definié teniendo en
cuenta la escala de hidrofobicidad determinada por Urry y col. (1992) (Urry
1992) de forma que la temperatura de transicion tedrica (Tt) sea inferior a 25
°C, lo que produciria una molécula insoluble en las condiciones de crecimiento
de Nicotiana benthamiana. Esto se logré con la introduccion del aminoacido
hidrofébico fenilalanina. El otro factor importante en el disefio de la molécula es
el numero de unidades pentaméricas y para definirlo se tuvo en cuenta el
trabajo de Conley y col. (2009) que demuestra que 30-40 unidades son el mejor
compromiso para lograr altos rendimientos en plantas con una molécula de
tamano suficiente para experimentar la transicion de fase y precipitar (Conley y
col. 2009). La secuencia nucleotidica del ELP fue optimizada en cuanto al uso
de codones y contenido de GC especifico de N. benthamiana, ademas de los
sitios de restriccion PfIMI, Bgll para facilitar las fusiones y multimerizaciones y
los sitios Ncol, Kpnl y BamHI para facilitar su clonado en el marco de lectura

con las secuencias de direccionamiento mencionadas anteriormente. Este gen

Figura 6. Esquemas de las

A S56GGGSGGGGEGGSSRSS  SPSTPPTPSPSTPP construcciones scFv y ELP(V8F)36
\ n/ \ / Representacion esquematica de |la
construccion scFv del anticuerpo 2G3
Vi 2G3 Vi 2G3 n (A) que posee las regiones variables de
| la cadena liviana (V. 2G3) y pesada (V4
Y 2G3) del mAb 2G3 unidas por el linker
largo (L) cuya secuencia se aclara en el
esquema. En el extremo 3" de la
construccion se introdujo una secuencia
B codificante para la region bisagra de una
IgA (H). En la parte B se muestra un
esquema reducido de la secuencia de
[(VPGVG)VPGFG(VPGVG),] aminocidos del polimero similar a
| f elastina ELP(V8F)36 que posee una
! relacion V:F de 8:1 en el aminoacido X.
ELP Los esquemas no estan dibujados a

escala.

scFv
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sintético fue suministrado por GenScript Biotech Corp (China).

Con el fin de disponer de moléculas de captura de alta avidez que
pudieran unir TG2 aunque se encontrara en muy bajas concentraciones se
planteé generar formas monomeéricas: scFv (308 aa, 33 kDa), diméricas:
(scFv)2 (594 aa, 63 kDa) y triméricas: (scFv); (880 aa, 93,5 kDa) del anticuerpo
simple cadena (Figura 7) que fueron inicialmente obtenidas en los plasmidos
empleados para la multimerizacion, pCR2.1 TOPO y pCR8/GW/TOPO, y luego
transferidas al vector binario de expresién en plantas pGWB2 (Cafiero 2012).
Por otro lado, el gen sintético ELP(V8F)36 suministrado por la empresa que lo
sintetiz6 en pUC57, fue también subclonado en los vectores pCR2.1 TOPO,
pCR8/GW/TOPO y pGWB2 en colaboracion con el Lic. Gonzalo Acevedo para
generar pGWB2-ELP (208 aa, 18kDa) que contiene las secuencias de
direccionamiento y fag de His para ser expresado en plantas (Acevedo 2012)
(Figura 7). Para el presente trabajo se generaron cuatro nuevas construcciones
en el vector pEAQ-DEST1: (scFv)-ELP (442 aa, 42,8 kDa) (scFv)s;-ELP (1066
aa, 109 kDa), RFP-scFv (543 aa, 59,3 kDa), RFP-ELP (443 aa, 44,5 kDa) y
ELP ( 208 aa, 18 kDa) (Figura 7), las dos primeras para unir TG2 y separarla
por precipitacidén selectiva y las ultimas para disponer de moléculas reporteras
que facilitaran la deteccion en los ensayos de expresion y recuperacion. El
vector binario pEAQ-DEST 1 posee los 5" y 3" UTR del RNA2 de CPMV
(cowpea mosaic virus) (CPMV) en la region de clonado del gen de interés y el
gen codificante para el supresor de silenciamiento TBSV-p19 (Tomato Bushy
Stunt Virus) (Baulcombe y col. 2002) dentro del T-DNA, que de acuerdo a los
resultados publicados permitiria obtener rendimientos similares a los vectores
replicativos (Sainsbury y col. 2009, Sainsbury y col. 2011). A continuacién se
presentan las estrategias de subclonado utilizadas partiendo de los plasmidos

disponibles en el laboratorio antes mencionados.
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Construcciones disponibles

pGWB2-scFv scFv  HIS [KDEL

pGWB2{scFv), scFv scFv  His [KDEL

pGWB2-{scFv), scFv scFv scFv HIS -
pGWB2-{scFv),-ELP ScFv scFv ScFv ELP His JKDEL

pownz rrpscry (IR <5 | vis KB

Construcciones obtenidas
pEAQ-scFv-ELP scFv ELP HIs [KDEL

PEAQ-{scFv),ELP scFv scFv scFv ELP HIS -

PEAQ-RFP-scFv B o nskoEL
PEAQ-RFP-ELP BRI elp His KDEL

pEAQ-ELP ELP HIs [ KDEL

Figura 7. Esquemas de las construcciones empleadas para unir y capturar TG2
Representacion esquematica de las diferentes versiones del scFv 2G3 disponibles en el
laboratorio para expresar en plantas. Todas las construcciones poseen el mismo péptido sefial
(SP) que en la Figura 1 para introducir las proteinas en la via secretoria, un tag de histidinas
(HIS), y la senal de retencién en el ER (SEKDEL). RFP y ELP representan las secuencias
codificantes para la proteina reportera roja y el ELP. El esquema no esta dibujado a escala.

Para obtener el plasmido pEAQ-scFv-ELP se siguié la estrategia
detallada en la Figura 8. Se partié del pCR8-(scFv)s;-ELP que contiene en cada
secuencia de scFv un sitio de restriccion Kpnl, lo que permite liberar dos
secuencias completas de scFv y que al ser religado genera el pCR8-scFv-ELP.
Este plasmido se utiliz6 como vector de entrada para la reaccién de clonasas
LR con el pEAQ-DEST1 como vector destino, obteniéndose como resultado la

construcciéon pEAQ-scFv-ELP.
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Figura 8. Estrategia de clonado seguida para obtener el vector pEAQ-scFv-ELP

Se partié del vector pCR8-(scFv);-ELP que fue digerido con la enzima de restriccion Kpnl de
manera que se liberen dos secuencias completas de scFv y se recupera el fragmento de mayor
tamafio que contiene la fraccion restante de la construccion y el plasmido completo. El
fragmento tiene extremos compatibles por lo cual se liga consigo mismo de manera de
reconstruir el gen codificante para scFv obteniendo la construccién pCR8-scFv-ELP. Este
plasmido se utiliz6 como vector de entrada para la reaccion de las clonasas LR del sistema
Gateway utilizando como vector de destino pEAQ1 de manera de obtener la construccién en el
vector binario pEAQ-scFv-ELP. El esquema no esta dibujado a escala.

Para generar el plasmido reportero pEAQ-RFP-ELP se empled la
estrategia detallada en la Figura 9. En primer lugar se amplificé la secuencia
codificante para la RFP con primers que permitieran adicionar la secuencia
codificante para el péptido sefial en el extremo 5" y el sitio de restriccion Bgll en
el 3. El producto se cloné en el vector pCR8/GW/TOPO por el sistema TOPO
seleccionandose por PCR aquellos clones que poseian el inserto orientado
correctamente. Por otro lado, se amplificé por PCR el gen codificante para ELP
utilizando el par de primers P5 y P6 que introducen en el extremo 5  la

secuencia del SP y el sitio de restriccion para Bgll, y en el 3" las secuencias
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codificantes para el fag de histidinas y la sefial de retencion en ER. Este
producto también fue clonado en el vector pCR8/GW/TOPO seleccionandose
aquellos plasmidos en que el gen tenia la orientacion deseada. En la ultima
etapa de esta estrategia los genes RFP y ELP son fusionados empleando una
estrategia muy eficiente de subclonado que denominamos “Ligacién Recursiva
Direccional por Reconstruccion Plasmidica” y que fue descripta en la tesis de
grado del Lic. Gonzalo Acevedo. Esta estrategia aprovecha que las enzimas de
restriccion Bgll y PfIMI producen extremos cohesivos compatibles y evita el
background que generan las digestiones incompletas de los vectores de partida
y las religaciones. Como se muestra Figura 9, pCR8-RFP fue digerido con PfIMI
y Xhol, mientras que pCR8-ELP con Bgl/l y Xhol de forma de generar dos
fragmentos cuyos tamafos permitian lograr una buena separacion de vectores
parcialmente digeridos y cuyos extremos permitian una ligacion direccional.
Una vez obtenido el vector pCR8-RFP-ELP se utiliz6 como vector de entrada
para la reaccion con las clonasas LR empleando el pEAQ-DEST1 como vector
destino y generando de esta forma el vector, pEAQ-RFP-ELP.

Por ultimo, también se obtuvo la construccion pEAQ-ELP realizando una
reaccion Gateway entre el vector pCR8-ELP generado como intermediario en el
clonado de pEAQ-RFP-ELP y el vector destino pEAQ-DEST1.
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Figura 9. Estrategia de clonado seguida para obtener pEAQ-RFP-ELP

A la izquierda se muestra una amplificacién inicial por PCR de la secuencia codificante para
RFP utilizando los primers P3 que contiene la secuencia del péptido sefial (SP) fusionada al
extremo 5" y P4 que incorpora la secuencia reconocida por la enzima de restriccion PfiMI.

A la derecha se muestra una amplificacion por PCR de la secuencia codificante para ELP en la
que se utilizaron los primers P5 que introduce la secuencia de SP y el sitio de restriccion de Bgll
y P6 que fusiona al extremo 3" la secuencia codificante para el tag de histidinas y la sefial de
retencién en reticulo endoplasmico SEKDEL. Los productos de PCR se clonaron por el sistema
TOPO al vector comercial pCR8/GW/TOPO de manera no direccional. Se seleccionaron los
clones que contienen la direccionalidad correcta por PCR con los primers Fw M13 y P4 para
RFP o P6 para ELP. Se obtuvieron de esta manera las construcciones pCR8-RFP y pCR8-ELP.
Para generar la fusion se utilizd el sistema de Ligacién Recursiva Direccional por
Reconstrucciéon Plasmidica. Para ello se digirieron ambos plasmidos con las enzimas de
restriccién PfIMl o Bgll y Xhol como se indica en la figura y se ligaron los fragmentos indicados
para obtener la construccion pCR8-RFP-ELP. El plasmido obtenido se utiliza como vector de
entrada para la reaccion de clonasas LR del sistema Gateway y pEAQ-DEST1 como vector
destino para obtener la construccién en el vector binario pEAQ-RFP-ELP. El esquema no esta
dibujado a escala.
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2.2 Expresion de la molécula de captura scFv-ELP en hojas de N.

benthamiana

El estudio de la expresion en plantas de las distintas formas
multiméricas del scFv y ELP se inici6 utilizando las construcciones en el vector
binario pGWB2 generadas por el Lic. Hilario Cafiero (Cafiero 2012) y el Lic.
Gonzalo Acevedo (Acevedo 2012) detalladas anteriormente. Se infiltraron hojas
de N. benthamiana con suspensiones de agrobacterias llevando la construccién
con DOggo entre 0,1 y 0,6 y se cosecharon muestras a 3, 5, 7 y 9 dpi, siempre
coinfiltrada con DOegg 0,1 de agrobacterias llevando el plasmido pBIN-TBSV-
p19. Se realizaron extractos totales y se reveld por inmunoblot contra el tag de
histidinas, sin embargo no se logré detectar la proteina en ninguna de las
condiciones ensayadas. Fue entonces que se decidi6 cambiar al vector binario
pPEAQ generandose las construcciones que llevan la molécula de captura y
reporteras descriptas en la seccion anterior. Ademas se generaron versiones
reporteras conteniendo el gen de RFP lo que permitié analizar la expresion mas
facilmente. Estas construcciones fueron introducidas en A. tumefaciens
GV3101 y se realizaron ensayos de expresion temporal empleando plantas
jévenes de N. benthamiana que fueron infiltradas en las hojas 3, 4 y 5
(numerando como hoja 1 la primera empezando de arriba) con al menos cinco
plantas diferentes para cada construccion de forma que la posicion de la hoja
no sea una variable a ser considerada y haciéndose este experimento en tres
ensayos independientes. Las muestras se cosecharon a los 5 dpi
combinandose los discos de hojas provenientes de plantas diferentes infiltradas
con la misma construccion, se extrajeron proteinas y se determiné la cantidad
de RFP por medida de fluorescencia (Aexc 590nm/Aem 645nm) y proteinas
totales. La Figura 10 presenta las intensidades de fluorescencia relativas
obtenidas para la expresion de pGWB2-RFP-scFv, pEAQ-RFP-scFv, pGWB2-
RFP-ELP y pEAQ-RFP-ELP.

Teniendo en cuenta que el pEAQ tiene el gen TBSV-P19 en el T-DNA, la
expresion de los reporteros en pGWB2 se estudid en ausencia y en presencia
de este supresor agregandose, en este ultimo caso, agrobacterias llevando
pBIN-TBSV-P19 (DOewo 0,1) a la mezcla de infiltracion. Los valores de

fluorescencia de los genes reporteros RFP-scFv y RFP-ELP en pEAQ, fueron
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respectivamente 8,1 y 9,5 veces superiores a los obtenidos para los mismos
genes en pGWB2 en ausencia de TBSV-P19, y 1,8 en ambos casos si se
incorpora TBSV-P19. Teniendo en cuenta estos resultados, se siguio

trabajando con las construcciones en pEAQ.

RFP-ELP RFP-scFv
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Figura 10. Expresién de RFP-ELP y RFP-scFv en los vectores pGWB2 y pEAQ-DEST1

Se extrajeron las proteinas solubles de hojas transformadas con las agrobacterias llevando las
construcciones RFP-ELP (A) y RFP-scFv (B), se midié fluorescencia de los extractos realizados
a los 5 dias post-infiltracién y se cuantificaron las proteinas totales por BCA. Se grafican las
medias de unidades arbitrarias de fluorescencia respecto de las proteinas totales solubles
medidas (UA/mg TSP), las barras de error representan el error medio estandar. Los asteriscos
individuales y dobles indican que los valores son significativamente diferentes en un test de
Tukey, p < 0.05y p <0.01 respectivamente.

La expresion de la molécula de captura pEAQ-scFv-ELP y de los
controles pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-ELP se estudid6 empleando un disefio
experimental similar al anterior. Las muestras fueron cosechadas a los 5 dpi
extrayéndose proteinas totales empleando el buffer muestra SDS-PAGE no
reductor e incubando los extractos a 100 °C. Este método de extraccion
presenta la ventaja de ser muy eficiente y ademas al emplear condiciones
desnaturalizantes se minimiza la protedlisis enzimatica lo que permite detectar
la presencia de proteinas foraneas aun cuando se encuentran en pequefas
cantidades. Sin embargo, la desventaja de este método radica en que el buffer
contiene SDS en una concentracion que interfiere con cualquier método de
cuantificacion de proteinas por lo que se sembraron volumenes iguales de cada
extracto en dos geles de poliacrilamida: uno de los cuales se utilizé en
inmunoblot y el otro fue utilizado para evaluar la cantidad total de proteinas

sembrada. El inmunoblot fue revelado con un anticuerpo especifico del tag de
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histidinas (anti-HIS) y en caso de la muestra de RFP-ELP también se reveld
con anti-RFP. La Figura 11.A muestra una banda de 50 kDa para la molécula
de captura scFv-ELP que es reconocida especificamente por el anti-His y que
es de un tamanfo similar al esperado (48,5 kDa). El anticuerpo anti-HIS también
revela bandas de 45 y 20 kDa para las muestra controles RFP-ELP (44,5 kDa)
y ELP (18 kDa) respectivamente que coinciden con los tamafos esperados. La
muestra correspondiente a RFP-ELP posee ademas una banda 37 kDa que es
reconocida tanto por el anticuerpo anti-HIS como por anti-RFP, lo que indicaria
una hidrdlisis parcial. El revelado con el colorante Coomassie Brilliant Blue
muestra que la cantidad de proteinas totales fue similar en los diferentes
extractos, destacandose las bandas correspondientes a RFP-ELP (Figura 11.B,
asteriscos) y que estan ausentes en el extracto de hojas infiltradas con el
medio de infiltracion (MI) utilizado como control. Estas bandas coinciden en
tamarno con las detectadas en el inmunoblot, lo cual indica que los niveles de
expresion de RFP-ELP son altos. Para las muestras de ELP y scFv-ELP no se
distinguen bandas diferenciales respecto del control, por lo cual podemos

concluir que se expresan en menor nivel que RFP-ELP. Los inmunoblots
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Figura 11. Estudio de la expresion de la molécula de captura.

Se infiliraron plantas con agrobacterias llevando la construccién génica de la molécula de
captura pEAQ-scFv-ELP y los controles pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-ELP y se analizé la expresion
por inmunoblot (parte A) revelados con el anticuerpo anti-HIS y anti-RFP, evaluandose también
la cantidad de proteina por tincion con Coomassie Brilliant Blue R-250 (Parte B). Como control
se sembrd un extracto de hoja infiltrada con el medio de infiltracién (MI). Las bandas que
corresponden a las proteinas heterdlogas introducidas se indican con asteriscos. Los pesos
moleculares del patron se expresan en kDa.
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realizados con la construccion pEAQ-(scFv)s-ELP dieron negativos, por lo que
no se continuo el trabajo con esta molécula. Los niveles de expresion de scFv-
ELP, RFP-ELP y ELP se determinaron por ELISA y fueron en promedio 80 %
12, 450 + 23 y 84 £ 15 ug de proteina recombinante/g de hoja fresca
respectivamente.

Estos ensayos permitieron concluir que la molécula de captura scFv-ELP
en el vector pEAQ se expresa bien aunque con rendimientos inferiores a RFP-
ELP por lo que se continuara el trabajo con esta molécula.

Para definir las condiciones para la expresion de la molécula de captura
scFv-ELP y a los efectos de simplificar el estudio de las distintas variables que
afectan los rendimientos se realizé una cinética empleando las construcciones
reporteras pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-RFP-scFv para luego extrapolar los
resultados a scFv-ELP. Para las agroinfiltraciones se empledé un disefo
experimental similar al detallado al inicio de esta seccion evaluandose la
expresion por medida de fluorescencia. En la Figura 12 se muestran los niveles
detectados de RFP-ELP y RFP-scFv expresados en unidades de fluorescencia
respecto de las proteinas totales a los diferentes dpi. Se observa que no hay
diferencias significativas entre los niveles obtenidos a los 5 y 7 dpi, mientras
que las muestras cosechadas a los 3 y 9 dpi los niveles fueron
significativamente inferiores. Estos ensayos permitieron definir que una
concentracion de bacterias de DOggo 0,4 y tiempo de cosecha de hojas a los 5-7

dpi fueron las mejores condiciones de agroinfiltracion.
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Figura 12. Cinética de expresiéon de pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-RFP-scFv

Se extrajeron las proteinas solubles de hojas transformadas con las agrobacterias llevando las
construcciones RFP-ELP (A) y RFP-scFv (B), se midi6 fluorescencia de los extractos realizados
a los 3, 5, 7 y 9 dias post-infiltracion y se cuantificaron las proteinas totales por BCA. Se
grafican las medias de unidades arbitrarias de fluorescencia respecto de las proteinas totales
solubles medidas (UA/TSP), las barras de error representan el error medio estandar. Los
asteriscos individuales y dobles indican que los valores son significativamente diferentes en un
test de Tukey, p < 0.05 y p <0.01 respectivamente.
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3. ELP como inductor de la formacion de cuerpos proteicos en el reticulo

endoplasmico

Las proteinas foraneas fusionadas a ELP (ELPiladas) se producen con
mayores rendimientos que las mismas moléculas no ELPiladas (Conley y col.
2009, Floss 2009, Conrad y col. 2011, Phan y col. 2013). Este fendmeno se
atribuye a que la fusion estabilizaria la molécula por hacerla menos accesible a
las proteasas debido a la tendencia a la agregacién que tiene este fag. Sin
embargo, podria haber otro factor que contribuya a los mayores rendimientos
como la capacidad de los ELP de inducir la formacion de cuerpos proteicos
(PB, por protein bodies) dentro del reticulo endoplasmico de células vegetales.
Los PB se observaron por primera vez en semillas de monocotiledoneas siendo
las estructuras donde se almacenan prolaminas y otras proteinas insolubles por
lo que se trata de compartimientos donde las proteinas estan protegidas de la
degradacion (Herman y Larkins 1999). Si la formacién de este tipo de
estructuras dentro del ER generara un microambiente estable, no seria
necesario que el ELP-fag esté fusionado a la proteina foranea sino que el ELP
estabilizaria a la proteina foranea en “trans” por formacion de este tipo de
compartimiento, es decir sin estar unido directamente a la molécula de interés.
Con el objetivo de contrastar esta hipotesis en primer lugar se estudio la
capacidad del ELP(V8F)36 de inducir la formacion de PB y en segundo lugar se

estudio el impacto en los rendimientos.

3.1 Estudio de la capacidad el ELP(V8F)36 de inducir la formaciéon de

cuerpos proteicos en el ER

Se sabe que la capacidad de inducir la formacién de PB no sélo esta
relacionada con la localizacién subcelular donde se expresa el ELP sino que
también depende de las condiciones de expresiéon (Conley y col. 2009). Es por
ello que en primer lugar se estudié la capacidad de RFP-ELP de inducir la
formacién de PB en hojas por microscopia confocal laser de barrido (CLSM).
En este ensayo se emplearon como controles los marcadores fluorescentes de

la via secretoria sec-RFP (Scabone y col. 2011) que se secreta al apoplasto y
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GFP-HDEL (Haseloff y col. 1997) que es retenido en el ER. Estos controles
fueron seleccionados para evaluar la estructura del ER en ausencia del ELP.
En la Figura 13.A se muestra las micrografias de células de la epidermis de
hoja agroinfiltradas con las construcciones reporteras GFP-HDEL y sec-RFP,
donde se observa que GFP-HDEL presenta un patron tipico de reticulo
endoplasmico caracterizado por una red en la zona cortical de la célula,
mientras que en el plano central se observa fluorescencia alrededor del nucleo
y en el borde de la célula. También se observa que sec-RFP se localiza en los
bordes de la célula con un patrén irregular tipico de una acumulacion de
apoplasto, con una fraccion de moléculas en transito dando sefial dentro del
ER (flechas). Las Figuras 13.B y 13.C presentan las zonas nuclear y cortical
respectivamente de hojas infiltradas con una mezcla de agrobacterias llevando
la construccion pEAQ-RFP-ELP vy el reportero GFP-HDEL. En el canal rojo se
observan los PB dentro de la red del ER tanto para la zona nuclear (Fig 13.B
flechas) como en la cortical (Figura 13.C, flechas). A pesar de que se esperaba
observar los PB principalmente en el canal rojo donde se detecta RFP-ELP, en
el canal verde también se detectaron estas formaciones y en la superposicion
de canales se observa que la misma es completa (zonas amarillas). Este
resultado indicaria que los PB inducidos por RFP-ELP alterarian la estructura
completa del ER, hecho que esta de acuerdo con el gran dinamismo de este

compartimiento.
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Canal verde Canal rojo Superposiciéon

Figura 13. Estudio de la capacidad de RFP-ELP para inducir la formacion de cuerpos
proteicos en el ER

Expresion de sec-RFP y GFP-HDEL (A), RFP-ELP y GFP-HDEL (B zona nuclear y C zona
cortical) en células epidérmicas de N. benthamiana. En el panel A se muestra como control
GFP-HDEL coexpresado con sec-RFP, donde se observa que GFP-HDEL (canal verde)
presenta un patron tipico de reticulo endoplasmico sefialado con flechas, mientras que sec-
RFP (canal rojo) muestra colocalizacién con GFP-HDEL, lo que representa a la proteina que se
esta sintetizando y transportando, y también presenta sefial en la zona del apoplasto. RFP-ELP
coexpresado con GFP-HDEL muestra la formacion de cuerpos proteicos sefialados con flechas
en la zona nuclear (B) y la zona cortical (C) que pueden observarse tanto en el canal verde
como en el rojo. Los tamafos de barra representan 20pm en Ay C, y 10 um en B.
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Verificada la capacidad de RFP-ELP de inducir la formacion de PB en el
ER y habiendo observado que GFP-HDEL también se localizé en estos
cuerpos, se analizé si la molécula de captura scFv-ELP y el ELP también
afectaban la estructura del ER de esta forma. Para ello, se infiltraron hojas de
N. benthamiana con agrobacterias llevando estas construcciones y el marcador
de interés. Para la coexpresion de ELP con GFP-HDEL (Figura 14.A) se
detectaron los PB tipicos esperados dentro del ER, con un rango de tamarios
amplio (1-7 uym aprox.) sefalados con flechas. En la zona cortical los PB son
principalmente de tamafo pequeno y se encuentran dispersos, a diferencia de
lo observado para RFP-ELP. En las zonas del nucleo y bordes celulares se
detectaron cumulos que se ven como zonas menos densas que los PB, pero
con estas estructuras en su interior. Para el caso de scFv-ELP se observaron
estructuras muy similares a las obtenidas para ELP en la zona cortical (Figura
14.B), mientras que para la zona nuclear y bordes celulares se encontraron
grandes estructuras mas homogéneas que las de ELP y con pequefios PB
alrededor. Estos cambios en la estructura del ER demuestran que ambas
construcciones se expresan correctamente y cumplen con las caracteristicas

esperadas.
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Zona cortical Zona central Zona nuclear

Figura 14. Efecto de ELP y scFv-ELP en la estructura del ER

Se muestran células epidérmicas de N. benthamiana coexpresando GFP-HDEL con ELP(A) y
scFv-ELP (B). Se muestran las zonas cortical, central y nuclear para ambos experimentos
donde se indican con flechas los cimulos inducidos por estas construcciones. Los tamafos de
barra representan 20um para las zonas cortical y central, y 10 um en la zona nuclear.

3.2 Efecto del ELP sobre la sintesis de TG2 en hojas de N. benthamiana

Habiendo verificado que las distintas versiones de ELP ensayadas
inducian la formacion de PB en el ER, se estudié si ocurria lo mismo en hojas
que expresaran TG2. En primer lugar se evalud si la version reportera de TG2
(ER-RFP-TG2) era incorporada a los PB inducidos por ELP como ocurre con
GFP-HDEL. Para ello, se analizaron por CLSM muestras de hojas expresando
ER-RFP-TG2 y GFP-HDEL, en presencia o no de ELP. ER-RFP-TG2 presentd
un patron reticular con cumulos en los bordes de las células (Figura 15.A,
flechas). GFP-HDEL, cuya localizacién normal se encuentra uniformemente
distribuida a lo largo del ER, tuvo un patrén reticular mas intenso que ER-RFP-

TG2 con presencia también en los cumulos de los bordes celulares. Se observd
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una colocalizacién parcial entre GFP-HDEL y ER-RFP-TG2 en el panel de
superposicién, pero se diferenciaron en que ER-RFP-TG2 se localizd
principalmente en los cumulos, mientras que la GFP-HDEL tuvo una
distribucion mas homogénea (Figura 15.A). Cuando ER-RFP-TG2 se
coexpres6 con ELP, se observaron PB pequefios (menos de 1 ym) y grandes
(Figura 15.B y 15.C), pero solo se detecté una colocalizacion parcial con GFP-
HDEL (Figura 15.B, panel de superposicion). Los PB, en la regiéon nuclear,
tuvieron una distribucion de tamafo y composicion heterogéneas, ya que
algunos de ellos contenian solamente ER-RFP-TG2 y otros sélo GFP-HDEL.
Incluso se pudieron observar circulos sin fluorescencia, que podrian
corresponder a PB de bajo recambio proteico que no incorporaron en su
formacion a las proteinas fluorescentes. En contraste, en la region cortical, se
observo una colocalizacion completa de GFP-HDEL PB verde y ER-RFP-TG2
PB rojo (Figura 15.C). Se corrobor6 de esta manera que ER-RFP-TG2 genera
por si misma una distorsion en el ER, pero también es incorporada a los PB
inducidos por ELP. Con estos resultados se decidié evaluar si la acumulacion

de TG2 se ve modificada por efecto de ELP.
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Figura 15. CLMS para evaluar la integracion de ER-RFP-TG2 a los PB inducidos por la
expresion de ELP.

Expresion de ER-RFP-TG2 y GFP-HDEL (A), ER-RFP-TG2, GFP-HDEL y ELP (B zona nuclear
y C zona cortical) en células epidérmicas de N. benthamiana. GFP-HDEL tuvo un patrén
reticular tipico (canal verde, A), ER-RFP-TG2 (canal rojo, A) se encuentra principalmente
localizado en cumulos (PB) en los bordes de las células (flechas), y la sefal en el resto de la
red del ER fue baja. Para ER-RFP-TG2 y GFP-HDEL se observé colocalizacion principalmente
en esos cumulos. En el panel B se marc6 con flechas algunos PB formados en la zona del
nucleo donde hay una colocalizacion parcial. En el panel C se muestra la zona cortical donde la
localizacion de GFP-HDEL y ER-RFP-TG2 es completa. La barra de escala corresponde a 20
pm para Ay C, y 10 um para B.
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Para verificar que la localizacion subcelular determinada por CLMS
correspondia a la proteina de fusion intacta ER-RFP-TG2 se realizaron
inmunoblots que fueron revelados con anti-TG2 mAb 2G3 y anti-RFP (Figura
16). Ambos anticuerpos revelaron una banda levemente superior al esperado
en base a la composicion de aminoacidos de 106 kDa, verificando que la
version se encuentra intacta. No se detectaron bandas de tamafio menor al
esperado, por lo que no hay degradacion. La cuantificacién por ELISA ER-RFP-
TG2 dio en promedio niveles de 26 ug/g de hoja fresca, mientras que ER-TG2
dio niveles de 9,5 pg/g de hoja fresca. Estos resultados indican que esta
proteina se expresa en niveles mayores que ER-TG2 y que se mantiene
integra, por lo cual la fluorescencia corresponde completamente a la fusion ER-
RFP-TG2.

mAb 2G3 Anti-RFP Figura 16. Estudio de la integridad de
ER-RFP-TG2 por inmunoblot
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3.3 Efecto del ELP en los rendimientos de la proteina recombinante
Habiéndose verificado que los ELP inducen la formacion de PB y que las
proteinas reporteras GFP-HDEL y RFP-TG2 se encuentran en estas
estructuras se analiz6 si habia cambios en los rendimientos. Con esta finalidad
se realizé un inmunoblot de extractos de hojas en los que se coexpresé ELP
con los reporteros GFP-HDEL y sec-RFP y las versiones de TG2 con las que
se habian obtenido mejores rendimientos en la primera parte de este trabajo.
Para poder realizar un analisis estadistico, las muestras para este ensayo
contenian discos de hojas provenientes de 5 plantas diferentes, expresando
transitoriamente las proteinas de interés, en tres experimentos independientes.
Se extrajeron las proteinas totales de estas muestras y se sembro en un gel la
misma cantidad extracto en cada calle, y como control se muestra la banda
correspondiente a la subunidad grande de RuBisCO (RLS) en cada calle. La
intensidad de las bandas de GFP, RFP y TG2 fueron cuantificadas por
densitometria, como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos, los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 17. Los niveles de acumulacion
de cada proteina foranea obtenidos en presencia y ausencia de ELP se
muestran en el grafico, y en la parte inferior un inmunoblot revelado con anti-
GFP, anti-RFP o anti-TG2 mAb 2G3 junto con una tincidn con Coomassie
Brilliant Blue R-250 que muestra la cantidad de RLS sembrada. Para GFP-
HDEL se observd un aumento de 2.0 veces en el nivel de acumulacion por la
formacion de PB inducidos por ELP, mientras que no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de sec-RFP (Figura 17, panel superior).
Los niveles de acumulacion de ER-TG2 y vac-TG2 medidos en ausencia de
ELP fueron 95 + 15 y 99 + 14 pug/g de tejido de hojas frescas
respectivamente, y frente a la coexpresiéon con ELP los niveles de acumulacion
se incrementaron a 20,9 + 2,1 y 24,4 + 2,3 ug/g de tejido de hojas frescas,
respectivamente (Figura 17, panel inferior). A raiz de estos resultados, se
concluye que ELP puede incrementar los niveles de acumulaciéon de algunas
proteinas recombinantes, como por ejemplo las versiones de GFP y TG2 de ER
y la version vacuolar de TG2 pero no producen rendimientos mayores para la
proteina secretoria sec-RFP. En el caso particular de TG2, ELP logré un
incremento de 2,1 y 2,5 veces en la acumulacion de ER-TG2 y vac-TG2,

respectivamente.
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Figura 17: Efecto de ELP en los niveles de acumulacion de GFP-HDEL, sec-RFP y ER-
TG2 y vac-TG2.

Se sembro la misma cantidad de extracto en el gel como se puede observar segun la cantidad
de Subunidad grande de RuBisCO (RLS) tedida con Coomassie Brilliant Blue R-250. El
inmunoblot se desarrollé con anti-GFP, anti-RFP y anti-TG2 mAb 2G3, para GFP-HDEL, sec-
RFP y ER-TG2 y vac-TG2, respectivamente. La intensidad de banda se cuantificé utilizando el
software Imaged. Se desarrollaron tres experimentos biolégicamente independientes y cada
réplica fue obtenida utilizando hojas de 5 plantas diferentes. Las barras de error representan la
desviacion estandar de la media. **Denota diferencia estadisticamente significativa por el Test
de Student (P<0.01).
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3.4 Efecto de la molécula de captura scFv-ELP en los rendimientos de
TG2

Teniendo en cuenta que el ELP incrementd la acumulacion de varias
proteinas retenidas en la via secretoria, se planteé como hipotesis que una
interaccion directa del ELP con la proteina foranea produciria un efecto
estabilizador aun mayor. Para testear esta hipdtesis se coexpreséER-TG2 con
ELP y con el scFv-ELP, analizandose los niveles de expresion por inmunoblot
con un disefio experimental similar al presentado en la seccion anterior. En la
Figura 18 se observa que los mayores niveles de TG2 se alcanzan en
presencia del scFv-ELP siendo de 54,5 ug/g de hoja fresca, lo que representa
un incremento de 5,7 veces en relacion a la TG2 obtenida en ausencia de ELP.
Ademas, en presencia del scFv-ELP, TG2 presenta dos bandas, siendo la de
menor tamafio similar al tamafio de TG2 de células Caco-2. La forma de mayor
tamafno se puede atribuir a la incorporacion de los oligosacaridos ricos en
manosas tipico de ER, como se menciond anteriormente. El scFv-ELP
protegeria a TG2 de esta glicosilacién produciendo la banda correspondiente al
tamano de una version no glicosilada.

Los resultados presentados en esta seccidon demuestran que los ELP
incrementan los rendimientos de proteinas retenidas en la via secretoria aun

cuando no se encuentren unidos covalentemente a la misma.
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4. Purificacion de las moléculas fusionadas a ELP por ciclos de transicion

inversa

4.1 Anadlisis de la capacidad de RFP-ELP de experimentar ciclos de
transicién inversa (ITC)

Los ELP tienen la caracteristica de sufrir un cambio de estructura
reversible inducido por un cambio en la temperatura, lo cual representa una
ventaja para el proceso de purificacion. A temperaturas bajas es soluble,
mientras que a temperaturas superiores a una temperatura de transicién (Tt)
cambia su estructura formando cumulos que permanecen insolubles en
suspension, lo cual enturbia la solucion. A partir de esta caracteristica se
desarrollé el método de purificacion basado en ciclos de transicion denominado
ITC (inverse transition cycling) (ciclos de transicion inversa), que se denomina

inversa porque a mayor temperatura la proteina es menos soluble. El método
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consiste en intercalar ciclos de separacion de fases a diferentes temperaturas,
explotando el cambio de estructura inducido por temperatura que sufre ELP.

La Tt de un polimero depende de la composicion quimica del ELP, del
numero de unidades repetitivas y de su concentracion. Cuanto menor es el
contenido de aminoacidos hidrofébicos y mayor el de aminoacidos polares y
cargados, mayor es la Tt (Urry 1992). En cuanto a la longitud del polimero,
existe un aumento gradual de la Tt con el incremento del numero de unidades
repetitivas hasta que se alcanza un maximo a partir del cual ya no se modifica
(Smits y col. 2015). La forma de la curva y el numero de unidades requeridas
para alcanzar el maximo depende también de la composicidn, por ejemplo para
un ELP en que el aminoacido X es V se requieren aproximadamente 120
pentameros (Smits y col. 2015). En cuanto a la concentracion, se requiere de
un numero minimo de moléculas para que la agregacién produzca una
separaciéon de fases por lo que si encuentra a concentraciones muy bajas no
hay separacion. Ademas si ELP se encuentra fusionado a una proteina de
interés, la misma puede modificar las caracteristicas fisicoquimicas siendo su
agregacion mas gradual (Conley y col. 2009). Para el caso particular del
ELP(V8F)36 la Tt tedrica es 18 °C, estimada en base a una escala desarrollada
por Urry y colaboradores (Urry 1992). Esta escala fue determinada con
concentraciones de ELP sintético de 40 mg/ml, que son muy superiores a los
niveles de expresion obtenidos en plantas. Ademas, la Tt depende de las
condiciones del medio tales como pH, fuerza idnica y tipo de sal. Teniendo en
cuenta estos factores en primer lugar se evaluo si el ELP(V8F)36 es capaz de
experimentar transiciones de fase.

Se evalud la capacidad de la fusion reportera RFP-ELP para sufrir
transiciones térmicas empleando el esquema de purificacién presentado en la
Figura 19.A. Se selecciond esta molécula porque su deteccion es mas simple y
sus niveles de expresién fueron superiores a los de scFv-ELP. La temperatura
para inducir la agregacién (Ta) utilizada fue 40 °C, y se seleccion6 teniendo en
cuenta que ELP se encuentra fusionado a otra proteina y que se estimaba una
concentracion de ELP inferior a la condicion en la cual se estimé la Tt tedrica.
Como se observa en la figura, el primer paso del procedimiento consiste en
incubar el extracto crudo adicionado con la sal de manera que alcance una

concentracion de NaCl 3 M (fraccion E) a una temperatura que induzca la
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agregacion de ELP. Luego de producir el colapso, se centrifugé a temperatura
ambiente con el objetivo de precipitar ELP colapsado. El precipitado
conteniendo ELP fue resuspendido en un volumen menor al inicial de solucion
salina fria para revertir la agregacion. El ultimo paso de la primera ronda
consistié en una centrifugaciéon a 4 °C para separar el ELP soluble de las
proteinas insolubles (sobrenadante: fraccion R1). Luego se repitidé el proceso
para efectuar una segunda ronda de purificacion, esta vez sin modificar el
volumen de la muestra y efectuando la re-solubilizacion en H,O desionizada. El
sobrenadante de la centrifugacion en frio contiene ELP recuperado con mayor
pureza (fraccion R2). Las proteinas de las diferentes fracciones se separaron
por SDS-PAGE vy el gel se tiid con Coomassie Brilliant Blue R-250 (Figura
19.B). Por otro lado se desarrollé6 un inmunoblot revelado con anti-RFP (Figura
19.C). En ambos casos se detectd una banda del tamafio esperado para RFP-
ELP tanto en la calle correspondiente al extracto crudo (E), como en las calles
R1 y R2 que corresponden a la primer y segunda ronda de purificacion
respectivamente. Para la tincion con Coomassie en la calle R1 también se
detect6 una banda del tamafo de la subunidad grande de RuBisCO,
considerada impureza, que se elimina con la segunda ronda de purificacion.
Este resultado demuestra que la construccion reportera RFP-ELP se mantiene

integra, sufre la transicion de fase y que es posible purificarla por ITC.
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En el panel A se muestra un esquema del sistema de purificacién por ITC donde la especie soluble de
RFP-ELP se muestra como lineas curvas y la especie que forma los cimulos como resortes agrupados. Ta
es la temperatura para inducir agregacion que fue de 40 °C y T es la temperatura para re-solubilizar los
agregados que fue de 4 °C. La fraccion E corresponde al extracto crudo, S1y S2 a los sobrenadantes de la
centrifugacién a temperatura ambiente de las rondas 1 y 2 respectivamente, R1 y R2 a los sobrenadantes
de la centrifugacién a 4 °C de las rondas 1 y 2 respectivamente. Para mas detalles véase Materiales y
Métodos. Se muestran también un SDS-PAGE tefido con Coomassie Brilliant Blue R-250 (B) y un
inmunoblot revelado con anti-RFP (C) con las fracciones descriptas previamente. Se sefala con un
rectangulo rojo las bandas de RFP-ELP del tamafio esperado (44,5 Kda). El patréon de peso molecular se

expresa en kDa.
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4.2 Ajuste de las condiciones que producen una recuperacion mayor de
RFP-ELP por ITC

Con el fin de optimizar el proceso de purificacion, se modificaron
factores que afectan al rendimiento de la purificacién por ITC y se analizaron
los resultados obtenidos. Uno de los factores a evaluar fue si la Ta
seleccionada para 3 M de NaCl (40 °C) era suficiente para colapsar una
fraccidon mayoritaria de RFP-ELP o si una temperatura superior podria facilitar
la recuperacion de una mayor cantidad de la proteina de interés. Para ello, se
estudié el rendimiento de purificacién por ITC si la Ta seleccionada fuera 60 °C
utilizando igual concentracién de NaCl. Otro factor a modificar fue el tipo de sal.
Para desarrollar esta variante se reemplazé la sal utilizada por (NH4),SO4
debido a que se ha reportado que logra disminuir significativamente la Tt con
concentraciones inferiores a las utilizadas para NaCl (Fong y col. 2009). Se
evaluo el rendimiento obtenido con concentraciones 0,12 My 0,25 M, y las Ta
seleccionadas en base a la bibliografia consultada fueron 15 °C (temperatura
ambiente) y 30 °C, ambas inferiores a la que se utilizé con NaCl. Los ensayos
se realizaron a partir de una muestra conteniendo aproximadamente 0,4 mg/g
de hoja fresca de RFP-ELP, por lo cual la concentracion de ELP se mantuvo
constante. El rendimiento porcentual de la purificacion se determiné mediante 2
técnicas diferentes: medida de fluorescencia y densitometria de las bandas
obtenidas por inmunoblot. En ambos casos se cuantifico por unidades
arbitrarias las sefales detectadas en las fracciones purificadas y en la muestra
inicial (extracto crudo). Teniendo en cuenta los volumenes de cada fraccion se
calculé en porcentaje, la cantidad de RFP-ELP total presente en la fracciéon
pura respecto de la cantidad total medida para la muestra inicial. Para
cuantificar las fracciones de proteina purificada y el extracto crudo se utilizé el
método del BCA.

Los rendimientos obtenidos para las diferentes condiciones se muestran
en la tabla 2, donde se puede apreciar que a pesar de los factores modificados
la mejor condicidon continda siendo la utilizada anteriormente. Para las
condiciones con (NH4),SO4 se logr6 mayor rendimiento en la purificacion de
RFP-ELP a concentraciones 0,25 M que a 0,12 M. Sin embargo, no se

detectaron diferencias entre los experimentos realizados a diferentes
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temperaturas. Los rendimientos porcentuales fueron inferiores al 10% en todas
las purificaciones con (NH4),SO4. Para las condiciones evaluadas con NaCl 3
M se detectd que los rendimientos superaban ampliamente los obtenidos con
(NH4)2S0O4, alcanzando rendimientos superiores al 50% para la ITC a 40 °C y
del 36% para 60 °C. Estos resultados indican que RFP-ELP puede ser
purificada por ITC con un rendimiendo porcentual superior al 50% utilizando la
condicion NaCl 3 M a 40 °C, obteniéndose 225 ug de RFP-ELP purificado por
cada gramo de hoja fresca (Tabla 2). Se puede observar en la Figura 10.B la
tincion por Coomassie Brilliant Blue R-250 de las fracciones obtenidas en una
purificacién equivalente, donde se muestra que la calle R2 contiene unicamente
la banda correspondiente a RFP-ELP indicando un alto nivel de pureza.
También se observd que la utilizacion de (NH4)2SO4 no constituyé una mejora
en la purificacion de RFP-ELP. Cabe destacar que en todos los casos se
obtuvieron valores comparables de rendimiento porcentual medidos por las dos
técnicas de determinacion utilizadas, indicando que para la purificacién con
scFv-ELP podra determinarse el rendimiento por densitometria del inmunoblot.

Otra alternativa evaluada fue la utilizacion de una membrana de acetato
de celulosa para retener los cumulos como alternativa a la centrifugacion. Se
utilizé una concentracion de NaCl 3M y las temperaturas evaluadas fueron 40 y
60 °C. Sin embargo, en ninguna de las condiciones estudiadas se lograron
retener los cumulos por lo cual se descarté esta variante de ITC.

Tabla 2. Efecto de la naturaleza y concentraciéon de la sal en la recuperaciéon de una proteina reportera
por ITC

Rendimiento
. Concentracion  Temperatura :
Tipo de sal - C) % por 7w Hg I:::E:Plg
Inmunoblot * Fluorescencia** i**
fresca
15 5005 52+15 20,119
0,12 M
30 5305 59+17 21,120
(NH4)2SO4
15 9,7+0,9 8,426 38,6 £3,5
0,25M
30 9,0+£1,0 8,521 359+4,2
N 3M 40 56,6 £ 3,2 50,8 £ 5,2 2253+ 12,6
a
3M 60 36,7 £ 3,6 36,5+ 6,6 146,2 + 14,4

*medida de intensidad de banda por densitometria utilizando el software Imaged de la muestra purificada
respecto de la medida para el extracto crudo en relacion a sus volumenes.

**medida de fluorescencia de la fraccion purificada respecto de la medida para el extracto crudo en relacion a
sus volumenes.

***cuantificacion de proteinas por BCA de la fraccién purificada.
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En pos de buscar una condicidon de purificacion que permita recuperar
una mayor proporcion de RFP-ELP, se evaluaron los rendimientos obtenidos
para una unica ronda de purificacidon en comparacién con los obtenidos con dos
rondas. Para ello, se estudiaron por los métodos ya mencionados los
rendimientos alcanzados en cada etapa, y en base a las medidas de
fluorescencia se calcularon los parametros que se detallan a continuacién
(Tabla 3). En primer lugar se calcul6 la actividad de fluorescencia total de la
muestra en unidades arbitrarias. Se definié actividad especifica como actividad
de fluorescencia total respecto de la cantidad de proteinas totales y el factor de
purificacion como actividad especifica de la etapa respecto de la actividad
especifica del extracto crudo. El porcentaje de pureza se calculdé por
densitometria de la tincion con Coomassie Brilliant Blue R-250 como intensidad
de la banda de RFP-ELP respecto de la intensidad total. Los resultados
muestran que en una unica ronda de purificacién se obtiene un rendimiento del
77,4% y que la actividad especifica se ve incrementada de 0,2 del extracto
crudo a 23 para esta ronda. El factor de purificaciéon para esta etapa fue de
133,6. En una segunda ronda de purificacion se obtiene un rendimiento de
50,8% respecto de la fluorescencia inicial con una actividad especifica de 25,9.
Este paso produce un factor de purificaciéon de 150,4 respecto de la muestra
inicial. Se puede observar en la tabla que la pureza alcanzada por la primera
etapa es un 14% inferior a la obtenida en la segunda, pero la actividad
especifica aumentd un 11%. Estos resultados se traducen en que con una
ronda de purificacion se obtiene una mayor cantidad de RFP-ELP con un 14%
de impurezas y con una segunda etapa se obtiene un producto de mayor
pureza, con mayor actividad especifica, pero con menor cantidad de RFP-ELP.

Se concluye de esta seccidén que la molécula reportera RFP-ELP sufre la
agregacion inducida por el cambio de temperatura y por ello, es posible
purificarlo por ITC. Se mostré también que la mejor condicion para purificarla
por este método fue utilizando NaCl en una concentracion 3 M, fijando 40 °C
como temperatura para inducir la agregacion. Ademas, se determiné que
ambas técnicas de determinacion del rendimiento son validas ya que producen
resultados comparables. Por ultimo, se mostré que dos rondas de purificacion
producen una muestra de alta pureza de RFP-ELP, sin embargo se puede

incrementar el rendimiento utilizando una unica ronda de purificacion. Se
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genera entonces una situacion de compromiso entre adquirir una mayor pureza
0 una mayor concentracion de la proteina de interés, que se resolvera segun la

calidad requerida en cada caso.

Tabla 3. Tabla de purificacion de RFP-ELP para las diferentes rondas de ITC

Rendimiento Actividad de _Actividad
AERCE Fluorescencia Especifica=« Factor de % Pureza
purificaciéon % por Mg RFP-ELP/g Total (UA (UA/mg de Purificacion ¢
Fluorescencia* de hoja fresca** otal (UA) proteinas)
Extracto Crudo 100 443 + 21,3 11,5 0,2 1 0,7
Ronda 1 774+49 343 + 15,3 7.9 23,0 133,6 86,7
Ronda 2 50,8+ 5,2 2253+ 12,6 5,8 25,9 150,4 99,6

*medida de fluorescencia de la fraccion purificada respecto de la medida para el extracto crudo en relaciéon a sus
volumenes.

**cuantificacion de proteinas de la fraccion purificada por BCA. Para el extracto crudo se calcula la cantidad de RFP-ELP en
base a la cantidad medida en la purificacion y el rendimiento calculado.

Actividad especifica: Unidades Arbitrarias (UA) de fluorescencia respecto de la cantidad de proteinas totales.

Factor de purificacion: Actividad especifica de la muestra respecto de la actividad especifica inicial.

% Pureza: Se calculo el porcentaje de pureza por densitometria de la tincion con Coomassie Brilliant Blue R-250 como
intensidad de la banda de RFP-ELP respecto de la intensidad total.

4.3 Purificacion de scFv-ELP por ITC

Para desarrollar el método de purificacion de TG2 era necesario en
primer lugar obtener la molécula de captura scFv-ELP purificada. Para ello se
decidié hacerlo por ITC utilizando la condicién que mejor resultados dio para
RFP-ELP. Se parti6 de hojas infiltradas con agrobacterias llevando la
construccion codificante para scFv-ELP con una DOgy 0,4 y las muestras
fueron cosechadas de 5 plantas diferentes a los 5 dpi, realizando este
experimento por triplicado. El extracto crudo fue purificado por dos rondas de
ITC con NaCl 3 M a 40 °C de manera de obtener una muestra de alta pureza.
Las fracciones obtenidas en la purificacion fueron analizadas por inmunoblot
empleando un anticuerpo especifico del tag de histidinas. Como se muestra en
la Figura 20, se detectaron bandas del tamafio esperado para scFv-ELP en las
calles correspondientes al extracto crudo (E) y la fraccion purificada (R). No se

detectd scFv-ELP remanente en el sobrenadante de la primera ronda de ITC
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(S). Estos resultados indican que scFv-ELP logré ser purificada por ITC
utilizando NaCl 3 M y una Ta de 40 °C, y que se detecta integra después de

todo el proceso.

E S R _
Figura 20. /Inmunoblot del ensayo de

purificaciéon de scFv-ELP por ITC.
En la calle E se sembré el extracto crudo
? — 66 de hojas expresando scFv-ELP, en la
calle S el sobrenadante de la primera
- 45 centrifugacion a temperatura ambiente
del ITC y en la calle R el sobrenadante de
— 35 la centrifugacion en frio de la segunda
ronda de purificacion. Se detectaron
bandas que se marcan con puntas de
flecha en las calles E y R del tamaino
detectado previamente para scFv-ELP
= A (58 kDa). El patron de peso molecular se
14 expresa en kDa.

— 116

Los rendimientos del proceso de purificacion para scFv-ELP se
determinaron por cuantificaciéon de la intensidad de banda de los inmunoblots
(Tabla 4). Los resultados muestran que el rendimiento porcentual obtenido para
2 rondas de ITC fue en promedio de 19,1%. Se evalué ademas el rendimiento
de la purificacién por ITC para la coagregacion con RFP-ELP. Para ello se
adicion6 una cantidad de RFP-ELP purificado que permita llegar a la
concentracion de los extractos utilizados en la seccion 4.2 (450 ug RFP-ELP/g
de hoja fresca). El rendimiento porcentual obtenido en esta condicion fue en
promedio del 83%, representando un incremento de 4,4 veces respecto del
caso anterior. A partir de los rendimientos porcentuales, y conociendo la
cantidad de proteina pura obtenida por cada gramo de hoja, se estimo6 que los
niveles de expresion alcanzados por scFv-ELP en las condiciones descriptas
fue de 79,2 £ 4,2 ug scFv-ELP/g de hoja fresca aproximadamente, similar a los
resultados obtenidos previamente por ELISA. Se muestran ademas en la
Tabla 5 algunos ejemplos de los rendimientos obtenidos en la produccion de
proteinas recombinantes fusionadas a ELP cortos y purificadas por ITC. Como
se puede apreciar en la tabla, los rendimientos reportados para casos de ELP
cortos son muy variados y los obtenidos en este trabajo se encuentran dentro

del rango de resultados alcanzados por otros grupos.
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Esta parte del trabajo demuestra que scFv-ELP puede ser purificado por
ITC en las mismas condiciones que RFP-ELP aunque se exprese en menor
nivel. Ademas, se demostré que el agregado de RFP-ELP purificado permite
incrementar el rendimiento de la purificacion por ITC de scFv-ELP en 4,4

veces.

Tabla 4. Rendimiento de la purificaciéon de scFv-ELP

Etapa de 8 ug /g de Rendimiento
e s % TSP .
purificacion hoja fresca* porcentual*
Extracto Crudo 0,12 79,2+4,2 100
2 rondas ITC 0,02 15,2+ 34 19,1+ 3
AITIIES LIS 0,08 66,7 7,2 83,0+ 5,7
coprecipitado

*cuantificacion de proteinas de la fraccion purificada por BCA. Para el extracto crudo y la
purificacion por coprecipitacion se calcula la cantidad de scFv-ELP en base a la cantidad de
proteina purificada y el rendimiento medido.

** en base a la medida de intensidad de banda por densitometria del inmunoblot utilizando el
software ImageJ de la muestra purificada respecto de la medida para el extracto crudo en

relacion a sus volumenes.

Tabla 5. Rendimientos de proteinas purificadas por ITC utilizando ELP cortos.

Repeticio . . Rendimiento
Proteina nes de Slstema. d € Cap Lzl de_ porcentual Referencia
ELP expresion proteina obtenida
N. tabacum, (Conley y col
SCFV-ELP 30 expresion 0,9 % TSP 33 y'y col.
. 2009)
transitoria
L ESETBUAT (Joensuu y col
scFv-ELP 28 expresion 2,3 ug/g hoja fresca 30 '
. 2009)
transitoria
: (Arnold y Chen
RSL-ELP 40 E. coli 17 mg/L 95 2014)
cecropin-AD- : , (Yang y col.
ELP 36 E. coli 79,3 mg/L No informa 2012)
20 E. coli 32.7 £ 13.5 mg/L No informa Bataill ol
ELP 40 E. coli 35.3 + 16.7 mg/L No informa (2012)' €y col
60 E. coli 33.6 £ 12.8 mg/L No informa
N. benthamiana, ;
SCFV-ELP 36 expresion 15,4 £4,3 ug/g hoja 19
o fresca
transitoria
scFv-ELP N. benthamiana, g6 7 + 7 2 ug/g hoja El presente
o 36 expresion 83 :
coprecipitado . fresca trabajo
transitoria
N. benthamiana,
RFP-ELP 36 expresion 2253 £ 12,6 lglg 51

transitoria

hoja fresca
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5. Funcionalidad de scFv-ELP como molécula de captura de TG2

5.1 Estudio de la capacidad de scFv-ELP para reconocer TG2

Una vez obtenido el scFv-ELP purificado, nos interes6 evaluar su
funcionalidad como anticuerpo especifico de TG2. Para ello, se plante6 como
primer paso un ensayo dot-blot donde la membrana fuera sensibilizada con
TG2 proveniente de células Caco-2 empleando el scFv-ELP como anticuerpo.
En este ensayo se utilizaron dos controles negativos para asegurar su
especificidad: por un lado ausencia del antigeno TG2 y por otro se evalué el
reconocimiento directo de los anticuerpos secundarios y esteptavidina a TG2 o
ELP. Como control positivo se emple6é el mAb 2G3 proveniente de ascitis de
ratén. El resultado de este ensayo se presenta en la Figura 21, donde se
aprecia que los controles negativos y positivos dieron de acuerdo a lo
esperado, demostrando que el ensayo es especifico y ademas se confirma que
el scFv-ELP purificado de plantas reconoce TG2 de Caco-2. En conjunto con
los resultados de la seccion anterior, podemos afirmar que la fusion scFv-ELP

puede producirse en plantas y purificarse por ITC sin afectar su funcionalidad.

Caco-2 + - +
scFvELP + + -
RFP-ELP - = +

Control +

Figura 21. Reconocimiento de TG2 por scFv-ELP

Ensayo Dot-Blot donde las membranas fueron tratadas segun se indica; sensibilizadas con
extracto de células Caco-2 y se estudid el reconocimiento por scFv-ELP purificado, RFP-ELP
purificado como control negativo y el anticuerpo monoclonal 2G3 de ratén especifico de TG2
como control positivo. Como control de especificidad se incubd una membrana sin
sensibilizar con el scFv-ELP purificado. Las membranas incubadas con scFv-ELP y RFP-ELP
a continuacién se trataron con anti-Histidinas de ratén. Luego todas las muestras se
incubaron con anti-ratén conjugado con biotina y a continuacién con estreptavidina
conjugada a HRP. Se revelaron los inmunoblot por quimioluminiscencia. Se detectd sefal
tanto para la membrana incubada con scFv-ELP purificado como para el control positivo,
mientras aue las otras muestras no mostraron senal.
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5.2 Inmunocaptura de TG2 con el scFv-ELP

Con el fin de evaluar la molécula producida como reactivo de
inmunocaptura se disefiaron experimentos para evaluar la capacidad de scFv-
ELP para recuperar TG2 por ITC proveniente de dos posibles fuentes: extracto
de células Caco-2 y extracto de hojas expresando transitoriamente ER-TG2. En
ambos casos se buscd modelar una situacion real que permita purificar TG2 en
un solo paso de purificacion a partir de los extractos crudos. En el caso de TG2
de células Caco-2, las células se lisaron con agua destilada y para ER-TG2
producida en plantas se realizé la extraccion de proteinas solubles. En ambos
casos se adicion6 NaCl para ajustar su concentracion a 3 M que es la
condicion que se ajusto para la purificacion por ITC. A estos extractos se le
agrego el scFv-ELP purificado y se incubd a temperatura ambiente para que
ocurra interaccion entre TG2 y scFv-ELP. Posteriormente se desarrolld la
purificacion por ITC tal como se describi6 previamente. Las diferentes
fracciones se analizaron por inmunoblot revelando con el mAb 2G3 para
detectar TG2 y con el anti-HIS para evaluar la presencia del scFv-ELP como se
presenta en la Figura 22. Para los dos experimentos se detecta la banda de
TG2 en las primeras calles (E) que representan los extractos iniciales sin scFv-
ELP. En las calles correspondientes a la fraccion soluble luego de la
centrifugacion a temperatura ambiente de la ITC (S) no se detecté TG2 ni scFv-
ELP, mientras que en la fraccion soluble de la resolubilizacion luego de la ITC
(R) se encontraron bandas de los tamanos esperados para ambas proteinas en
los dos experimentos. Para el caso de scFv-ELP se revel6 una banda de mayor
tamano a la que se encontro en las secciones anteriores utilizando condiciones
reductoras, probablemente debido a la presencia de un enlace disulfuro que
une las cadenas liviana y pesada del anticuerpo.

La eficiencia de recuperacion de TG2 se midié por densitometria del
inmunoblot obteniendo un rendimiento del 80,2% para el experimento con
extracto de células Caco-2 y un 56,7% para el experimento realizado con
extracto de hojas. Para este ultimo caso el rendimiento en cantidad de ER-TG2
corresponde aproximadamente a 30,9 pg/g de hoja fresca. Estos resultados
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demuestran que tanto la TG2 de células Caco-2 como la version reticular
producida en plantas son reconocidas por scFv-ELP también producido en
planta y que la interaccion es lo suficientemente fuerte como para permitir su
purificacion por ITC.

Los resultados de esta seccion muestran que la molécula de captura
scFv-ELP fue funcional para unir ambas versiones de TG2 de manera que
puedan ser copurificadas por ITC. Esta molécula se mantuvo estable durante el
proceso de purificacion al igual que TG2, hecho que apoya su potencial para
purificar TG2.

TG2 de caco-2 B TG2 de planta
Anti-TG2 AntiHIS Anti-TG2 Anti-HIS
E S R S R E S R S R
> — 116 — 16
— 66 > 66 - 116 >
> >
- — 45 - 66 >
— 35 3 B
— 25 — 25 - 135
— 25
— 18 — 18
— — 14
14 — 18

Figura 22. Inmunocaptura de TG2 por scFv-ELP

Los paneles A y B muestran los inmunoblot revelados contra TG2 o tag de histidinas de los
ensayos de recuperacion de TG2. El panel A representa el experimento donde se utilizd células
Caco-2 como fuente de TG2 mientras que en el panel B se muestra el experimento donde se
utilizé6 TG2 producida en planta. En la calle E se sembraron los extractos de células Caco-2 o
de hoja expresando ER-TG2, S contiene el sobrenadante de la precipitacion selectiva que
representa la fraccién no recuperada de TG2 y R contiene la fraccion resolubilizada luego de la
precipitacion que representa la fraccion recuperada de TG2. Las bandas correspondientes a
TG2 se sefalaron con puntas de flechas azules, mientras que las bandas de scFv-ELP se
sefialaron con una punta de flecha negras. El patrén de peso molecular se expresa en kDa.

6. Utilidad de TG2 producida en plantas como antigeno para el

diagnodstico de la enfermedad celiaca

Una vez optimizadas las condiciones de expresion de TG2 y habiendo

desarrollado el nuevo sistema de purificacion, se procedid a evaluar la
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funcionalidad de TG2 como antigeno para el diagnéstico de EC utilizando
sueros de pacientes. Para estos ensayos se seleccionaron las versiones ER-
TG2 y vac-TG2 ya que fueron las que mejor expresién tuvieron. En primer lugar
se evalud su utilidad como antigeno frente a los tres mAb especificos de TG2
disponibles: 2G3, 4E1 y 5G7, que reconocen diferentes epitopes de la proteina.
Para ello se purificaron las versiones de TG2 de interés y se revelaron por
inmunoblot utilizando los mAb mencionados. Como se muestra en la Figura
23.A, tanto para ER-TG2 como para vac-TG2 se revelaron bandas del tamafio
esperado frente a los tres mAb. Este resultado indica que aunque en humanos
TG2 se encuentra localizada en el citosol, la introduccion en la via secretoria de
la planta no afecta la estructura de los epitopes reconocidos por estos mAbs.
Con el fin de probar la efectividad de las versiones ER-TG2 y vac-TG2
purificado de planta en un test de deteccion para EC, se realiz6 un ELISA
utilizando un pool de 12 sueros de pacientes con EC y donantes sanos como
control (Figura 23.B). Los sueros de pacientes con EC fueron caracterizados
previamente de manera de asegurar que contengan IgA, que es caracteristica
de mucosas. Se encontré que la mezcla de sueros de EC reconoci6 ambas
versiones ER-TG2 y vac-TG2 con una diferencia significativa con respecto al
valor obtenido para los controles sanos. También se ensayo por inmunoblot el
reconocimiento de TG2 purificado de planta por los sueros (Figura 23. C). Este
ensayo confirmd que las variantes ER-TG2 y vac-TG2 de tamafo completo
fueron reconocidos por los sueros de pacientes con EC, mientras que no fueron
detectadas por sueros de personas sanas utilizados como control. Por lo tanto,
podemos concluir que las versiones ER-TG2 y vac-TG2 producidas en planta
conservaron los epitopes reconocidos por las IgA de los sueros de individuos
celiacos. Estos resultados senalan la utilidad de la TG2 producida en plantas

para desarrollar pruebas de deteccion de EC.
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Figura 23. ER-TG2 y vac-TG2 purificado de planta como antigeno para diagndéstico de
EC.

En el panel A se muestran los inmunoblot de ER-TG2 y vac-TG2 por los anticuerpos
monoclonales 2G3, 4E1 y 5G7. El panel B muestra un ELISA donde se sensibilizé con la
proteina purificada, se bloqued e incubo toda la noche a 4 °C con los sueros de pacientes
celiacos o de personas sanas. Luego se incubd con un anticuerpo especifico de IgA humana
conjugado con HRP y se reveld con el reactivo TMB, se midi6 absorbancia a 630 nm. **Muestra
una diferencia estadisticamente significativa por el test de comparaciones multiples de Tukey’s
(p<0.01). En el panel C se muestra un inmunoblot donde se revelaron las bandas de ambas
versiones de TG2 con un pool de sueros de pacientes con EC. Se utilizé como control un
extracto de células Caco-2. Como control negativo se incubé con un pool de sueros de
personas sanas que no revelé ninguna banda.
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Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar una estrategia para producir
TG2 humana en plantas de forma de disponer de una tecnologia que permita
obtener esta molécula a costos accesibles que en un futuro permitan la
implementacion de métodos de screening masivos de enfermedad celiaca. TG2
es una proteina desafiante para los distintos sistemas de expresion disponibles,
pues interfiere con el metabolismo normal de la célula y sufre autoprotedlisis.
Por eso se plante6 el desarrollo de una estrategia de produccién empleando
métodos de expresion temporal en hojas de Nicotiana benthamiana y se
estudiaron diferentes factores, que no habian sido explorados, que afectan
tanto la sintesis y estabilidad de la proteina como su recuperacion,
describiéndose a continuacion los principales hallazgos de este trabajo.

Teniendo en cuenta que los rendimientos obtenidos al expresar una
molécula foranea varian considerablemente entre los distintos compartimientos
celulares que posee una célula eucariota, una de las variables analizadas fue el
direccionamiento a diferentes compartimientos. Se demostré que las versiones
de reticulo endoplasmico y vacuolar de TG2 se obtienen en niveles
significativamente mas altos que las versiones citosdlica y de apoplasto. En
hojas, el ER es un destino favorable para muchas proteinas, tales como la
vicilina (Wandelt y col. 1992), anticuerpos simple cadena (Schouten y col. 1996,
Fiedler y col. 1997) y de longitud completa (Petruccelli y col. 2006, Ocampo y
col. 2016), la version truncada de la hemaglutinina de la gripe (Mortimer y col.
2012), complemento humano C5a (Nausch y col. 2012). Esta estrategia de
direccionamiento subcelular por fusién a sefales KDEL/HDEL se utiliza con
frecuencia, sin embargo no siempre mejora la acumulacién de la proteina
recombinante (Boothe y col. 2010, Hood y col. 2012). A diferencia de la
retencion en el RE, el direccionamiento de proteinas foraneas hacia la vacuola
central de Ila hoja ha sido menos estudiado como estrategia de
direccionamiento. La vacuola central de las células vegetales es una de los
mas grandes compartimentos subcelulares que almacenan iones y metabolitos
(Marty 1999). Aunque se considera un ambiente hostil para la acumulacién de
proteinas heterdlogas (Hood y col. 2012), algunas proteinas se acumulan en
altos niveles en vacuolas centrales tales como la glucocerebrosidasa en células
de zanahoria (Shaaltiel y col. 2007), IgG en células BY2 de tabaco (Misaki y

col. 2011) y en hojas de Nicotiana benthamiana (Ocampo y col. 2016), alfa-
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manosidasa humana en hojas de tabaco (De Marchis y col. 2013), factor de
complemento humano C5a en hojas de N. benthamiana y N. tabacum (Nausch
y col. 2012), colageno humano en hojas de tabaco (Stein y col. 2009),
cellobiohidrolasas fungicas y endoglucanasas bacterianas en hojas de cafa de
azucar (Harrison y col. 2011, Harrison y col. 2014). Otras proteinas, tales como
lg G1 y G4 humana se obtienen con mayores rendimientos en suspensiones
celulares de zanahoria si se emplean versiones secretorias en comparacion
con las variantes de ER y vacuolares (Shaaltiel 2006). También la version de
ER de la proteina de seda de arafa expresada en hojas de Arabidopsis
thaliana se produce en mayores niveles que la version vacuolar (Yang y col.
2005). Estos ejemplos demuestran la potencialidad que tienen las vacuolas de
tejidos vegetativos para acumular proteinas foraneas que, sumados a los
numerosos casos informados de acumulacion estable de proteinas heterdlogas
en vacuolas de almacenamiento de tejidos reproductivos (Stoger y col. 2005,
Khan y col. 2012), sugieren que el direccionamiento vacuolar es una alternativa
con mucho potencial. Es de destacar que dependiendo de la naturaleza de la
proteina el direccionamiento vacuolar puede tener un desempeno igual, inferior
o superior a la retencion en el ER (Pérez Aguirreburualde y col. 2016). En el
caso particular de TG2 los rendimientos obtenidos para ER-TG2 y vac-TG2 son
comparables como se demostro en este trabajo, por lo que cualquiera de estas
dos variantes resulta de utilidad para el desarrollo de un método de produccion.

Para que el sistema de produccidon de una proteina foranea sea factible
no solo es importante alcanzar rendimientos adecuados en la sintesis sino que
es necesario contar con una estrategia de purificacion eficiente. Por este
motivo se plante6 generar una molécula de captura que uniera TG2
especificamente, que pueda ser separada de otras proteinas, que pudiera ser
sintetizada facilmente y, fundamentamente, que pudiera funcionar aunque TG2
se expresara en bajos niveles. Con esta finalidad se disefiaron y generaron las
moléculas de captura scFv-ELP y (scFv)s;-ELP. La capacidad del scFv 2G3 de
reconocer TG2 habia sido demostrada expresandolo en bacterias (Scabone
2012), y en este trabajo se planted fusionarlo al tag ELP(V8F)36 que es mas
hidrofébico que otros ELP expresados en plantas (Conley y col. 2009, Floss y
col. 2010). Las moléculas de captura fueron clonadas en el vector pEAQ-
DEST1 dando origen a pEAQ-scFv-ELP y pEAQ-(scFv)s-ELP, ademas de una
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construccion control sin el scFv: pEAQ-ELP. Para facilitar el ajuste de las
condiciones de expresion transitoria también se generaron las construcciones
reporteras pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-RFP-scFv. Estas construcciones fueron de
suma utilidad para ajustar las condiciones de expresion, de precipitacion por
transicion inversa como se presento en las secciones 2 y 4 de resultados, como
asi también evaluar la formacion de cuerpos proteicos en el ER presentados en
la seccion 3. En las secciones 5 y 6 se evaluo la funcionalidad de la molécula
de captura y de TG2 como antigeno para diagndstico. Los principales hallazgos
de estas secciones se discuten a continuacion.

En la segunda seccion de resultados, se mostré que las moléculas scFv-
ELP, RFP-ELP y ELP se pueden producir por expresion temporal en N.
benthamiana. Dado que en la bibliografia no hay un criterio unificado sobre las
condiciones de expresion que funcionen optimamente para todas las clases de
proteinas producidas por expresion transitoria (Tabla 1.3), fue necesario ajustar
ciertos factores de manera de obtener buenos niveles de acumulacion. Para
todos los casos se estudiaron las cinéticas de expresion, obteniendo que los
maximos niveles de acumulacidn se encontraban entre los 5 y 7 dpi. Este
resultado es similar a los datos de la Tabla 1.3, donde se muestra que en
muchos casos el maximo nivel de acumulacién se encuentra a los 6 dpi.
También se busco optimizar la DOgyo, ya que se utiliza un rango que va de
0,002 a 1 para diferentes casos (Tabla 1.3) y no hay una relacion clara entre
DOeoo utilizada y rendimiento de produccion. No logramos optimizar la DOgoo de
agrobacterias a utilizar, ya que las diferencias en la acumulacion no fueron
estadisticamente significativas entre las condiciones ensayadas, por lo cual una
vez que se encontrd una condicion adecuada se mantuvo para los siguientes
experimentos tanto en la seccion 1 como en la 2. Los rendimientos obtenidos
para scFv-ELP, RFP-ELP y ELP fueron de 80 + 12, 450 + 23 y 84 + 15 ug/g
hoja fresca respectivamente, mientras que el (scFv)s;-ELP no pudo ser
detectado. Aunque las construcciones pEAQ-scFv-ELP, pEAQ-RFP-ELP vy
pEAQ-ELP poseen los mismos elementos regulatorios: promotor, 5"y 3" UTR,
secuencias codificantes para el péptido sefial secretorio, tag de seis histidinas y
SEKDEL, sorprende que RFP-ELP tenga rendimientos 5,3 y 6 veces superiores
a scFv-ELP y ELP, respectivamente. Estas diferencias podrian deberse a que

la traduccion del mRNA RFP-ELP es mas eficiente o bien a una mayor
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estabilidad de este mRNA o de la proteina RFP-ELP. Sabido es que los
rendimientos dependen de varios factores tales como el uso de codones en la
secuencia codificante que afecta la transcripcidn, estabilidad y traduccion del
MRNA como asi también de las caracteristicas intrinsecas de la proteina de
interés que determinan su estabilidad y su incidencia en procesos metabdlicos
que ocurren en la célula huésped (Egelkrout y col. 2012, Ullrich y col. 2015,
Pérez Aguirreburualde y col. 2016). Que el scFv-ELP tenga menores
rendimientos que RFP-ELP podria deberse a que el scFv es menos estable por
la presencia de lazos (loops) en la estructura, un plegado menos eficiente por
la presencia de uniones disulfuro o a que el uso de codones no se optimizd
para plantas. Sin embargo, algo menos esperado es que ELP también se
acumule en cantidades menores que RFP-ELP, ya que esta secuencia ha sido
optimizada para plantas, es mas pequefa por lo que la traduccidén deberia ser
eficiente y en la mayor parte de los trabajos se muestra que el tag ELP
estabiliza a las proteinas fusionadas (Conley y col. 2009, Floss y col. 2010).
Aunque no tenemos una explicacion para la diferencia en los rendimientos
entre RFP-ELP y ELP, el hecho que RFP-ELP sea mas facil de sintetizar podria
ser explotado para otros fines. Los resultados de la seccién 5 muestran que el
agregado de RFP-ELP logré incrementar el rendimiento de la purificacion de
scFv-ELP por ITC, y extrapolando este resultado a la captura de TG2 en bajas
concentraciones se podria utilizar RFP-ELP como molécula facilitadora del
colapso de los complejos antigeno-anticuerpo formados por TG2 y scFv-ELP.
Otro resultado novedoso de la tesis es la comparacion de vectores de
expresion en plantas. En este trabajo, comparamos la expresiéon de las
construcciones RFP-ELP y RFP-scFv en pGWB2 y pEAQ-DEST1. Para poder
hacerlo fue necesario poner a punto un disefio experimental que permitiera
reducir las variaciones en los rendimientos que ocurren entre hojas de una
misma planta, entre plantas de igual o diferentes lotes, ademas de las
variaciones que son producto de los diferentes rendimientos de extracciéon y
determinacion de las proteinas de interés y totales. Los resultados mostraron
que los rendimientos obtenidos para estos genes reporteros en pEAQ son entre
8,1y 9,5 veces superiores a los obtenidos en pGWB2 en ausencia de TBSV-
p19, pero son solo 1,8 veces superiores si se coinfiltra las agrobacterias que
llevan las construcciones en pGBW2 con agrobacterias que tengan el TBSV-
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p19. En el caso de las construcciones de TG2 no se encontraron diferencias
significativas entre los rendimientos obtenidos para las expresiones de pBLTi-
ER-TG2 y pGWB2-vac-TG2 todas en presencia de TBSV-p19. Sin embargo, la
expresion de pGWB2-RFP-TG2 produjo niveles de expresion superiores a los
obtenidos para las otras versiones de TG2 (26 ug/g hoja fresca), similar a los
resultados descriptos para RFP-ELP. Tomados en conjunto, nuestros
resultados muestran que la coexpresion con TBSV-p19 introduce una mejora
significativa en los niveles de acumulacion de la proteina de interés cuando se
utiliza el vector binario pGWB2, pero que el uso de pEAQ-DEST1 produce una
mejora respecto del caso anterior para los casos evaluados.

En la tercera seccion de resultados se evalué la capacidad del
ELP(V8F)36 de inducir la formacién de PB en el ER a fin de evaluar la hipétesis
de que estas estructuras generarian un ambiente donde la proteina foranea
permaneceria estable y que los incrementos en los niveles de acumulacion
ocurririan aun sin que el tag ELP esté unido covalentemente a la misma (efecto
en “trans”). Por microscopia confocal se corroboré que RFP-ELP forma PB en
el ER y ademas se mostré que proteinas no fusionadas al ELP como GFP-
HDEL colocalizan en los PB. Se demostré que el efecto en trans ocurre, ya que
GFP-HDEL se acumula en niveles mas altos (2.0 veces) en presencia de ELP
que en su ausencia. Las moléculas scFv-ELP y ELP también formaron PB que
se pudieron visualizar mediante la presencia de GFP-HDEL. Para TG2 también
se detecto el efecto en trans, ya que los rendimientos de ER-TG2 y vac-TG2
fueron mas altos (2,1 y 2,5 veces, respectivamente) en presencia de ELP. En
cambio, los niveles de acumulacion de sec-RFP, que es mayoritariamente
secretada, no fueron mejorados por la presencia del ELP. Se observo también
que la induccion de PB por scFv-ELP produjo un incremento en los niveles
obtenidos de ER-TG2 de 5,7 veces, que resulta casi el triple que el aumento
detectado por coexpresion con ELP. De nuestros resultados se desprende que,
aunque ELP es capaz de mejorar la acumulacion de proteinas retenidas en la
via secretoria, el incremento es mayor si ocurre una interaccion del ELP con la
proteina de interés, como se concluye del ultimo resultado. El efecto en trans
de los ELP ha sido recientemente informado para las versiones secretorias de
eritropoyetina humana y interleuquina-10 coinfiltrada con las construcciones
GFP-ELP y GFP-hidrofobina | (Saberianfar y col. 2015). Sin embargo en esta
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tesis no se observaron diferencias en los niveles de sec-RFP con o sin ELP.
Tomados en conjunto, nuestros resultados indican que el efecto de ELP en la
acumulaciéon de proteina es dependiente de la naturaleza proteica y de su
destino final en la célula. La combinacion de estrategias de direccionamiento
subcelular y la induccién de PB por coexpresion de ELP y scFv-ELP fueron
suficientes para aumentar los niveles de acumulacién de TG2 en ensayos de
expresion transitoria, para permitir la posterior purificacion de ambas vac-TG2 y
ER-TG2.

En la seccion 4 se evalud si ELP(V8F)36 podia ser purificado por ciclos
de transicion térmica. La proteina RFP-ELP fue exitosamente purificada por
ITC, y se mantuvo estable durante el proceso de purificacion. La condicién que
produjo el mayor rendimiento de la proteina reportera, fue la induccién de la
agregacion a 40 °C en presencia de NaCl 3 M, seguido de centrifugacion y
resuspension de los agregados en agua desionizada a 4 °C. Estos resultados
son similares a los informados por Conley y col. (2009) para una molécula
similar. Se corroboré también que a mayor temperatura no se producen
mejoras en el rendimiento. El reemplazo de NaCl por (NH4),SO,4 tampoco logré
introducir una mejora en los rendimientos, a diferencia de los resultados
obtenidos por otros grupos (Fong y col. 2009, Duvenage y col. 2013, Liu y col.
2014). Utilizando las condiciones de purificacion de RFP-ELP, se logré purificar
scFv-ELP exitosamente. Los rendimientos alcanzados con este sistema fueron
de 225,3 + 12,6 ug de RFP-ELP/g de hoja fresca paray 15,4 + 4,3 ug de scFv-
ELP/g de hoja fresca, con alto grado de pureza. Alternativamente pueden
purificarse en una unica ronda de ITC obteniendo mayores rendimientos pero
con menor pureza. De esta manera, el sistema puede ajustarse a las
necesidades de rendimientos y grado de pureza requeridos segun la aplicacion
que tendra la proteina recombinante. Si se prioriza la pureza se utilizaran dos o
mas rondas de purificacion, y en el caso que se requiera alto rendimiento con
bajo requerimiento en pureza puede utilizarse una unica ronda de purificacion.
Nuestros resultados fueron comparables con los obtenidos por otros
investigadores que muestran una gran variedad de rendimientos segun la
proteina expresada, como se muestra en la Tabla 5 de la seccion de
resultados. Por ultimo, se corroboré que el rendimiento de la purificacién de

scFv-ELP por ITC se encontraba limitado por la baja concentracion de ELP, ya
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que el incremento de la misma por adicion de RFP-ELP logré aumentar
aproximadamente 4,4 veces la eficiencia del proceso. Este resultado muestra
que, tal como se describe en algunos trabajos (Ge y Filipe 2006, Floss y col.
2010), para los casos en los que los niveles de expresion no son tan elevados,
como el caso de scFv-ELP, la adicion de ELP exdgeno logra incrementar
significativamente el rendimiento de la purificacion. Este concepto constituye un
meétodo eficiente, especifico y totalmente reversible para aplicar en la
purificacion por ITC de proteinas recombinantes fusionadas a ELP.

En la quinta seccion se demostré que la molécula scFv-ELP producida
en N. benthamiana fue capaz de purificar TG2 de células Caco-2 y plantas con
rendimientos del 80,2% y 56,7% respectivamente. Las diferencias en la
eficiencia se deben a las bajas concentraciones de TG2 en plantas, sin
embargo es de destacar que funcion6 cuando algunos rellenos cromatograficos
disponibles comercialmente para purificar por afinidad por union a niquel, no lo
hicieron. Este resultado es muy importante, pues existe una gran necesidad de
métodos eficaces, simples y econdmicos de purificacion de proteinas como es
la precipitacion selectiva comparada con una cromatografia de afinidad. El
reactivo generado es estable, lo que elimina los problemas que genera el
desprendimiento de anticuerpos inmovilizados en columnas de afinidad.
Aunque para producir una molécula como ésta es necesario acceder a los
genes codificantes para el anticuerpo, en la actualidad varias empresas ofrecen
el servicio de clonado molecular y secuenciacion de anticuerpos a partir de
hibridomas. Esto facilitaria el disefio de moléculas que se adapten a distintos
antigenos. Otro hecho que destaca este resultado es que para productos
farmacéuticos los organismos regulatorios cuestionan la presencia de tags por
su potencial inmunogenicidad (Fischer y col. 2012). También se cuestiona que
la estructura de la proteina de interés, puede verse modificada por la fusién a
un tag incluso removiéndolos en un paso posterior (Li 2011). Por otro lado, el
mayor costo en la produccién de una proteina recombinante se encuentra en el
proceso downstream, es por ello que resulta un factor clave a mejorar para que
las plataformas de produccion de proteinas en plantas sean mas competitivas
(Lojewska y col. 2016). Teniendo en cuenta estos dos aspectos, la ventaja de
no utilizar tag de fusién para producir la proteina de interés y la necesidad de

disminuir los costos de purificacién, resulta de interés generar nuevas
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estrategias que permitan el aprovechamiento de las nuevas tecnologias, sin
afectar las caracteristicas de la proteina recombinante. Es por ello que en este
trabajo desarrollamos un sistema alternativo de purificacion de proteinas sin
fusionar a un tag y sin afectar la estructura ni propiedades de la proteina de
interés. Nuestros resultados mostraron que la molécula de captura scFv-ELP
no solo fue capaz de reconocer su molécula antigeno, sino que ademas logro
capturarla en solucion sin ninguna etapa previa de purificacion o concentracion,
para luego copurificarla por ITC. Esta molécula que presenta bajos costos de
produccion permitio desarrollar un sistema de purificacidon que resulta mas
especifico y econdmico que una cromatografia de afinidad. Otros trabajos han
logrado producir en plantas anticuerpos simple cadena fusionados a ELP en
buenos niveles de produccién (Conley y col. 2009) y en algun caso se ha
demostrado su funcionalidad para unir antigeno (Joensuu y col. 2009). Sin
embargo, no hay trabajos que muestren su aplicacion para desarrollar un
sistema de purificacion que funciona bien empleando sistemas de expresion
temporal y que se puede aplicar a la purificacion de antigenos sin fusionar a tag
aunque se expresen en muy bajos niveles, como es el caso de TG2.

En la sexta seccion de resultados se evalud la utilidad de TG2 humana
producida en N. benthamiana como antigeno para el desarrollo de un test
diagnostico de enfermedad celiaca (EC). Dicha enfermedad tiene alta
prevalencia en todo el mundo y se encuentra ampliamente subdiagnosticada
(Garnier-Lengliné y col. 2015), ya que soOlo 1 de cada 7 pacientes esta
diagnosticado (Rubio—Tapia y col. 2009). En Argentina, la prevalencia es tan
alta como en Europa Central (Gomez y col. 2001). No se han desarrollado
pruebas de deteccidon masiva, ya que los métodos de diagnostico disponibles
basados en la deteccion de auto-anticuerpos que reconocen TG2 son caros
($127 el servicio por paciente, MANLAB®). Para desarrollar un test de alta
sensibilidad y especificidad se requiere una fuente de TG2 recombinante
humana debido a que presenta un reconocimiento superior a la TG2 de
cobayos (Sardy y col. 1999, Rostom y col. 2006). La TG2 humana producida en
E. coli o células de insecto se vende en 1100 y 1155 euros/mg,
respectivamente (http://zedira.com/Transglutaminases/Transglutaminase-2_3).
Una de las ventajas del sistema de expresion en planta es el bajo costo de

produccion en comparacion con otras plataformas de expresion, que ronda los
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7-9 ddlares por Kg. de proteina recombinante, dependiendo de la escala
utilizada sin incluir la purificacion (Tusé y col. 2015). Teniendo en cuenta los
rendimientos de ER-TG2 de 54,5 mg/kg y considerando un costo similar al
mencionado, la producciéon de TG2 por expresion transitoria en tabaco seria
considerablemente mas econdmica y permitiria que este antigeno sea mas
accesible para el desarrollo de pruebas de detecciéon masiva. Cabe destacar
que en este trabajo hemos demostrado que tanto ER-TG2 como vac-TG2
fueron reconocidos por los tres anticuerpos monoclonales anti-TG2 y las IgA
provenientes de sangre periférica de pacientes enfermos, por lo tanto, ambos

antigenos son utiles para el diagnodstico de EC.
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En este trabajo se desarrollé un sistema para producir y purificar TG2 de
plantas. Como primera estrategia se utilizd el direccionamiento subcelular
obteniéndose que las versiones reticular y vacuolar producen mayores
rendimientos que las citosdlica y secretoria. La segunda estrategia consistié en
coexpresar TG2 con ELP o scFv-ELP, obteniéndose mayores niveles de
acumulaciéon en presencia de estas moléculas que en su ausencia. En estas
condiciones se observo la formacion de cuerpos proteicos en el ER.

Para facilitar la purificacion de TG2 se disefid una molécula de captura
para realizar una precipitacion selectiva. Esta molécula, formada por un
anticuerpo simple cadena especifico de TG2 fusionado covalentemente a un
ELP corto (36 repeticiones) e hidrofébico, fue producida de manera intacta y
eficientemente en hojas de N. benthamiana. Se demostré su capacidad de
sufrir transiciones térmicas y ser purificada por ciclos de transicion inversa.
Aunque los niveles de recuperacion inicialmente fueron bajos (19%), el
agregado de ELP externo permitié alcanzar niveles satisfactorios (83%).
Finalmente se probd la capacidad de esta molécula para reconocer y purificar
TG2 de plantas o de células Caco-2. La TG2 de células Caco-2 no tiene una
tag de purificacion, lo cual implica que el reactivo de captura podria utilizarse
para otras fuentes de TG2 sin tag, ya sean recombinantes o nativas. De esta
manera se desarrollé un sistema de purificacion por precipitacion selectiva
eficiente aun en condiciones en que la proteina de interés se encuentra en
bajas concentraciones.

Finalmente, se demostré que las versiones reticular y vacuolar de TG2
producidas en plantas son reconocidas por sueros de pacientes celiacos pero
no por sueros de controles sanos, demostrandose de esta manera la utilidad de

la plataforma desarrollada.
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1. Materiales

1.1 Material biolégico
1.1.1 Cepas bacterianas
-Escherichia coli

DH5a: F—endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A—. Utilizada en
clonados convencionales.

TOP10 (OneShot® TOP10, Invitrogen Argentina, SA): F- mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢@80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A-. Utilizada en clonados que requieren alta
eficiencia de transformacion.

DB3.1: F- gyrA462 endA1 ginV44 A(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-
) ara14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1. Utilizada para amplificar
los vectores Gateway que contienen el gen toxico ccdB.

XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’

proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]. Utilizada en clonados convencionales.

-Agrobacterium tumefaciens
GV3101: porta el plasmido pMP90, que posee el gen de resistencia a

gentamicina y lleva los genes necesarios para la transferencia del T-DNA.

1.1.2 Células humanas
Se utilizé un cultivo de células de adenocarcinoma de colon humano
(Caco-2) como fuente de TG2 utilizado como control y para el experimento de

captura por scFv-ELP.

1.1.3 Plantas

Nicotiana benthamiana jovenes (4-5 semanas), crecidas en camara de
22°C con fotoperiodo 16:8 hs. (luz:oscuridad). Las mismas se cultivaron con
sustrato profesional multipropdsito GrowMix (Terrafertil S.A., Argentina). Se
utilizé ademas el fertilizante de uso foliar y fertirriego Sampi (importado por S.

Ando y Cia. S.A., Argentina -origen:Japon).
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1.2 Medios y soluciones

1.2.1 Medios de cultivos para bacterias

-Medio Luria-Bertani (LB): Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5g/L; NaCl
0,09 M. Para obtener medios de cultivo sdlidos se adicioné 18 g/L de agar-
agar.

-Medio S.O.C: Triptona 20g/l, Extracto de levadura 10g/l, NaCl 10mM, KCI
2.5mM, MgCl; 10mM, MgSO4 10mM, Glucosa 20mM.

-Medio YEB: Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5g/L; Extracto de carne
5g/L; NaCl 0,09 M; Glucosa 5,5.10-3M. Para obtener medios de cultivo solidos
se adicion6 18 g/L de agar-agar.

-Medio de infiltracion (Ml): MgCl, 10mM, 10 mM &cido morfolinoetansulfonico
(MES) pH 5.7.

1.2.2 Soluciones

-PBS: 10mM NazPO4, 150 mM NaCl, 2.7mM KCI, pH=7 4.

-TAE 50X: 2 M Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0.

-TBS 10X: 1,50 M NaCl, 100 mM Tris, pH8.0.

-Buffer de Separacion 4X: 1.5 M Tris-HCI, 0.4% p/v SDS, pH 8.8.

-Buffer de Stacking 4X: 0.5 M Tris-HCI, 0.4% p/v SDS, pH 6.8.

-Buffer muestra para proteinas 4X: 1 M Tris-HCI, 2% p/v SDS, 50% v/v glicerol,
0,2% Azul de Bromofenol, pH 8.

-Buffer de siembra para DNA 4X: 20 mM Tris, 50 % v/v glicerol, 1 % p/v Azul de
Bromofenol, 2 mM EDTA pH 8,0.

-Buffer de corrida 10X: 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, 1% SDS, pH8.3.

-Buffer de transferencia 10X: 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, pH8.3 (al 1X se le
adiciona 20% metanol).

-Buffer de stripping: 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCI, 100 mM 3_mercaptoetanol.
-Buffer de extraccion: 20 mM Na,HPO4, 500 mM NaCl, 10mM EDTA, 10 mM
PMSF, pH 6 para fusiones a ELP y pH 7.4 para TG2.

-Buffer de elucién: 20 mM Na;HPOy4, pH 4.5.

-Acrilamida-Bis acrilamida 30,8% p/v: 30% p/v acrilamida, 0.8% p/v
bisacrilamida.

-Acetosiringona  (4'-Hydroxy-3',5'-dimethoxyacetophenone)  (Sigma-Aldrich,
Catalog. # D134406) solucién stock 500X: 100 mM en etanol.
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1.2.3 Soluciones de antibiéticos

Para la seleccion de bacterias las soluciones stock se prepararon con
agua estéril a una concentracion 1000 veces superior a la de trabajo (1000x).
Las concentraciones de las soluciones stock fueron Kanamicina (Sigma Aldrich,
Catalog. # K4378), y Gentamicina (Sigma Aldrich, Catalog. # G6896).

1.3 Reactivos
Las drogas y enzimas empleadas en los experimentos de Ingenieria
genética fueron de grado Biologia Molecular de:
-Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.)
-Promega (Madison, EE.UU.)
-New England Biolabs, NEB (Beverly, EE.UU.)
-Life technology (EE.UU)
-PIERCE (Pierce Rockford, lllinois EEUU) Biotechnology.
-Roche (Basilea, Suiza)
-BioAmerica Inc. (Miami, FL, USA)

1.4 Vectores plasmidicos y secuencias sintéticas
1.4.1 Plasmidos comerciales

-pPENTR™/D-TOPO® TA (Life Technologies Invitrogen, Catalog #
K240020). Este vector pertenece al sistema de clonado TOPO y permite el
clonado direccional y eficiente de productos de PCR con extremos romos. Es
utilizado como vector de clonado para producir “clones de entrada” para la
reaccion Gateway.

-pCR™8/GW/TOPO® TA (Life Technologies- Invitrogen, Catalog #
K252020). Este vector pertenece al sistema de clonado TOPO y produce un
clonado no direccional y eficiente de productos de PCR con extremos con una
adenosina protruyente. Se utiliz6 como vector de clonado para producir “clones

de entrada” para la reaccion Gateway.

1.4.2 Plasmidos construidos en nuestro laboratorio
El vector pMonAmh, que posee resistencia a ampicilina, fue utilizado
para la construccién del marcador de peso molecular mediante la digestién con

Hindlll (Invitrogen Argentina, SA).
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Plasmidos utilizados para agroinfiltracion o de partida para clonados:

-pRTL-vac-TG2 -pCR8-scFvy -pGWB2-scFv;
-pBLTi-ER-TG2 -pCR8-scFv3 -pGWB2-scFv;
-pBLTi-sec-TG2 -pCR8-scFvs-ELP -pGWB2-scFvs-ELP
-pBLTi-cyto-TG2 -pCR8-RFP-scFv -pGWB2-RFP-scFv
-pCR8-scFv -pGWB2-scFv

1.4.3 Plasmidos cedidos por otros laboratorios
-pGWB2 (Nakagawa y col. 2007)
-pEAQ-HT-DEST1 (Sainsbury y col. 2009)
-pET28-htTG (Bayardo y col. 2012)

-pBIN61-p19 (Voinnet y col. 2003)
-pBIN20-ER-Cherry (Nelson y col. 2007)

1.4.4 Secuencia sintética de ELP

El gen codificante para el ELP que contiene 36 repeticiones del
pentapéptido VPGXG donde el residuo X fueron V y F en relacién 8:1 se
compré sintético a la empresa GenScript Corp (Hong Kong, China). La
secuencia codificante para ELP(V8F) fue optimizada de acuerdo al uso de
codones para Nicotiana benthamiana empleando un algoritmo propio

(http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100), que

ademas ajusta el contenido de GC al éptimo del sistema y que mejora la
estabilidad del ARNm, remueve secuencias que forman lazos, y elementos cis
como sitios potenciales de splicing, TATA box, sitios de entrada de ribosomas,
etc. La construccion comprende ademas en el extremo 5" la secuencia
codificante para un péptido sefial secretorio proveniente de inmunoglobulina G
de raton que funciona correctamente en plantas (Restrepo y col. 1990). En el
extremo 3" se encuentran fusionadas las secuencias codificantes para generar
el tag de 6 histidinas y la senal de retencion en reticulo endoplasmico SEKDEL.

El proveedor entrega la secuencia incorporada en el sitio de clonado multiple


http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100
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del plasmido pUC57. El clonado se realizd como se detalla en la seccion 2.1

del capitulo de Resultados.

1.5 Primers

Los primers especificos utilizados figuran en la Tabla M1. Los genes
amplificados por PCR fueron: el gen codificante de la transglutaminasa tisular
humana (TG2) (P1y P2, 2,1 Kpb), la proteina fluorescente roja mCherry (P3 y
P4, 0,8 Kpb) y ELP(V8F)36 (P5y P6, 0,7 Kpb).

Tabla M1. Primers utilizados.

Primer Den(;)rgli:zflon Secuencia (5" a 3") Blanco Observaciones
GTGGGTACCCAATGGCCGA Lol o
P1 S5PSTTG GGAGCTGGTO Extremo 5" htTG |péptido sefial y
el sitio Kpnl
Inicio  de la .. -
P2 3tTG-gateway CTAGGCGGGGCCAATGATG secuencia poli A AQ|C|ona el sitio
AC Hindlll
del 35S
CACCCTCGAGCCGACCTCG | Adiciona el
P3 FCherry-Xho- | ACCTAGAAAGAGAAGGAGGA | Extremo 5 éntido  seral
SP-TOPO CAGTCCTTCGACGTCCATGG | mCherry pepu y
TGAGCAAGGGCGAGGAG el sitio Xhol
TATTAAGCTTGGTACCCAGG .| Adiciona los
pg  [RCherry-Kpn- | racacereeacaccataee | EXremo 3 sitios  Kopnl y
Hind GCCGGTGGAGTG mCherry Hindlll
Inicio  de la - -
P5 FSP-ELP é‘éGGGATGGTCTTGGATTTT secuencia  del ngIICIOHa el sitio
péptido senal g
Secuencia de . "
PG RHis-SEKDEL TCATAACTCATCCTTTTCACT histidinas y sefial Adiciona el sitio
¢ SKDEL Al

1.6 Enzimas y kits enzimaticos

Enzimas de restriccion: Kpnl', Hindlll', Miul®, Xhol?, Bgll3 y PfIMI®. Las enzimas
fueron comercialmente adquiridas junto con sus correspondientes buffers de
reaccion, a los proveedores siguientes, segun se indica:

' Promega (Madison, Estados Unidos); ? Invitrogen (California, Estados
Unidos); ® New England BioLabs (Massachusetts, Estados Unidos).

Otras enzimas:

-Tag DNA polimerasa (Productos BiolLégicos, Bernal, Argentina).

-Pfu DNA polimerasa (Invitrogen, California, Estados Unidos)

-Ligasa de fago T4 (T4 Ligase; Promega Corp., Madison, EE.UU.).
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Kits enzimaticos:

-LR Clonase® Mix (Life Technologies—Invitrogen, California, Estados Unidos)
utilizado para catalizar la reaccion de recombinacion Gateway.

-Proteinasa K, provista junto con la anterior, para dar punto final a dicha

recombinacion.

1.7 Herramientas bioinformaticas utilizadas para el analisis de las
secuencias y diseno de los primers

Las secuencias nucleotidicas codificantes de las proteinas a clonar, asi
como las secuencias aminoacidicas, fueron obtenidas de la base de datos de

Pubmed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/). Se utilizd el software Primer

Designer 5, version 5.11 (Sci Ed Central) para el disefio y analisis de primers
de amplificacién. También se emple6 Clone Manager 7, version 7.11 (Sci Ed
Central) para simular reacciones de PCR, que permitieron verificar la
continuidad de los marcos de lectura de las construcciones durante la adicion
de sitios de restriccion, y el clonado de las construcciones obtenidas en los
vectores de clonacion y expresion. Estos vectores fueron virtualmente digeridos
con enzimas de restriccion y de esta manera se establecieron los patrones de

peso molecular esperados luego de las mismas.

1.8 Anticuerpos

Para la deteccion de TG2 se utilizaron los tres anticuerpos monoclonales
especificos 2G3, 5G7 y 4E1 producidos por el Dr. Fernando Chirdo. Los
anticuerpos monoclonales reconocen diferentes epitopes de TG2: 2G3 (aa 314-
329), 5G7 (aa 548-558) y 4E1 (aa 637-648) (Di Niro y col. 2005). Los sueros de
pacientes fueron obtenidos de un banco de sueros previamente caracterizados
[Instituto de Estudios Inmunoldgicos y Fisiopatoldgicos (IIFP)]. Los pacientes
celiacos fueron diagnosticados en base al historial clinico, examen histolégico y
serologia positiva. Los sueros negativos utilizados como control fueron
tomados de voluntarios sanos no celiacos. Los anticuerpos primarios
comerciales utilizados fueron anti-GFP de raton (Sigma-Aldrich, product #
G1546), anti-RFP de conejo (Thermo Scientific Pierce, product # R10367) y
anti-Histidinas de ratén (GE Healthcare, coding # 27-4710-01). Los anticuerpos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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secundarios fueron anti-mouse IgG (H+L) de cabra conjugado con biotina
(Thermo Scientific Pierce, product # 31802), anti-rabbit IgG (H+L) de cabra
conjugado con biotina (Thermo Scientific Pierce, product # 31820),
estreptavidin conjugada con HRP (Thermo Scientific Pierce product # 21130) y
anti-human IgA de ratén conjugado con HRP (Thermo Scientific Pierce product
# SA135467).

2. Metodologias

2.1 Minipreparacién de DNA plasmidico
La purificacion de DNA plasmidico se realiza mediante el método de lisis
alcalina utilizando el kit comercial HiYield™Plasmid Mini Kit YPD100

(BioAmerica Inc), segun el protocolo recomendado por el fabricante.

2.2 Digestiones enzimaticas

Para Mlul, la reaccion se produjo utilizando 5 U de la enzima en el buffer
recomendado por el fabricante y 10 yl de la preparacion del plasmido, en un
volumen final de 30 pl con agua bidestilada estéril. Para las demas enzimas las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl, utilizando 10 U de
cada enzima en el buffer recomendado por el fabricante y 5 pl de la
preparacion de plasmido. Las mezclas de reaccion fueron incubadas a 37 °C

de 1 a 3 horas, segun el caso.

2.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Las muestras de DNA, tanto plasmidico como productos de digestion
enzimatica y fragmentos de amplificacion de PCR, fueron analizadas en geles
de agarosa 0,8 % p/v. La agarosa se disolvié en buffer TAE y luego se adicioné
bromuro de etidio (BrEt) que permite la visualizacion de las bandas en la luz
ultravioleta. Las muestras se mezclaron con 1/4 volumen de buffer 4X de
siembra para DNA previo al sembrado de las mismas. Las electroforesis fueron

llevadas a cabo en buffer TAE 1X a voltaje constante (90V). Para visualizar y
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registrar las corridas electroforéticas se utilizé un transiluminador de UV (UVP)
y los geles fueron digitalizados con la camara Camara Kodak Z 712 IS (7.1

Megapixels) con un Filtro Naranja para Bromuro de Etidio.

2.4 Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa utilizando un kit
comercial

La purificacién de los fragmentos de DNA provenientes de digestiones
enzimaticas y productos de amplificacion de PCR, fue llevada a cabo con el kit
de purificacion HiYield™Gel/PCR Fragments Extraction Kit YDF 100
(BioAmerica Inc) segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se cortan
las bandas del gel de agarosa que contienen los fragmentos de DNA de interés
y se colocan en un tubo de 1,5 ml. Posteriormente se adicionan 0,5 ml de buffer
de dilucién (DF buffer) y se incuban a 55 °C durante 10 minutos, luego se dejan
enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. Las muestras se transfieren a
las columnas de purificacion (DF Column) donde son sometidas a varios pasos
de lavado y finalmente el DNA es eluido de la columna con agua bidestilada
estéril, recuperandolo en un tubo de 1,5 ml estéril. Las muestras de DNA

purificadas fueron almacenadas a -20 °C.

2.5 Reacciones de PCR

Se utilizaron las DNA polimerasas termoestables Taq y Pfu, la
composicién de la mezclas de reaccion para cada una de ellas se presenta en
la Tabla M2. La reacciones de PCR que se realizaron para poner a punto las
condiciones de amplificacién o para el screening de los posibles clones, fueron
llevadas a cabo en un volumen final de 15 ul utilizando la DNA polimerasa Tagq.
En el caso de los PCR preparativos se utilizé un volumen final de 50 ul y la
DNA polimerasa Pfu. Todo el proceso previo a la amplificacidon se realiza en
hielo.

El programa de amplificacion utilizado para cada enzima se encuentra
detallado en la Tabla M3. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en
un ciclador térmico Gradient MyCycler™ (Bio-Rad).
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Tabla M2. Mezclas de PCR utilizadas

Pfu DNA polimerasa Taqg DNA polimerasa
Concentracion Concentracion
Componente final Componente final

Primer reverso 0,3 uM Primer reverso 0,3 uM
Primer directo 0,3 uM Primer directo 0,3 uM
Buffer Pfu 10X 1X Buffer taq 10X 1X
MgCl, 2 mM MqgCl, 2 mM
dNTPs 0,4 mM dNTPs 0,4 mM
Enzima 2-5U Enzima 2-5U

Tabla M3. Programas de amplificacion utilizados en las reacciones de PCR.

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Etapa TG2 ELP RFP | TG2 ELP RFP

l)Desnaturalizacion inicial 94 94 94 94 94 94

Il) Apareamiento de primers |60 57 55 0,5 0,5 0,5

[II) Amplificacion 72/68* 72 72/68* | 2 1 1

I\V) Desnaturalizacion 94 94 94 0,5 0,5 0,5

V) Extension final 72/68* 72 72/68* |10 10 10
Las etapas I, lll y IV se repiten en ese orden por 30 ciclos.

* Se utilizé 72 °C para Taq y 68°C para Pfu

2.6 Clonado en el vector pENTR™/D-TOPO ®

El clonado de fragmentos de TG2 o RFP, amplificados por PCR con
ADN-Pfu polimerasa, se realizd mediante la reaccion TOPO a cargo de la
enzima TOPO isomerasa, que se encuentra conjugada al vector pENTR ™/D-
TOPO. Este proceso no requiere un paso de ligacion. Para llevarla a cabo se
incubo a temperatura ambiente 2 ul del fragmento amplificado con 0,5 pl del
vector pENTR/D-TOPO y 0,5 ul de solucion salina durante 2 hs. El volumen
total de la mezcla se utilizé para transformar células competentes quimicas de
E. coli DH5-a mediante shock térmico. Las células transformadas se incubaron
en medio agar LB a 37 °C durante 24 hs, la seleccion se realiz6 a través de la

resistencia a kanamicina proporcionada por el plasmido.

2.7 Clonado en el vector pCR8/GW/TOPO ®
Para los clonados de ELP y RFP se amplificaron por PCR con Taq sus

secuencias codificantes y llevo a cabo la reaccion TOPO con el vector
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pCR8/GW/TOPO. La mezcla de reaccioén consistio de 0,5 uL de solucion salina,
0,5 pL de vector pCR8/GW/TOPO (10 ng/ul) y 2 pyL de producto de PCR,
previamente purificado a partir de un gel de electroforesis de agarosa. La
mezcla se incubd 2 hs a temperatura ambiente. El volumen total de la mezcla
se utilizé para transformar células competentes quimicas de E. coli DH5-a
mediante shock térmico. Las células transformadas se incubaron en medio
agar LB a 37 °C durante 24 hs, con espectinomicina como factor de seleccion.
Se seleccionaron los clones que tenian la orientacién correcta mediante una
PCR de colonias utilizando el primer FwM13 (contemplado en el kit de clonado)
que une en el vector y el primer reverso de cada construccidon. Los plasmidos

que amplificaron un fragmento del tamafo esperado se consideraron positivos.

2.8 Recombinacién sitio especifica mediante el sistema Gateway (LR
clonasa)

La recombinacién sitio especifica se realizé entre el inserto de interés y
el vector pGWB2. Se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche 2 pl
de cada componente de DNA y 0,5 yl de la enzima LR clonasa. Luego se
adicionaron 0,5 pl de proteinasa K para producir inactivacién de la enzima
incubando 10 min a 37 °C. Con la mezcla obtenida se transformaron 7 ul de
células competentes One Shot® Chemically Competent E. coli TOP10
(Invitrogen). Las transformantes fueron seleccionadas mediante incubacion en
medio de cultivo agar LB con Kanamicina, este antibiotico corresponde a la

resistencia codificada en el vector pGWB2.

2.9 Transformacion quimica de células competentes de E. coli DH5-a y
TOP10

El stock de células competentes se encuentra conservado a -80 °C. De
alli es retirado 10 minutos antes de llevar a cabo la transformacién y se coloca
inmediatamente en hielo, donde las células se descongelan. A continuacion se
adiciona la cantidad adecuada de plasmido segun el caso, y se incuba en hielo
durante 30 min. Posteriormente, se procede a realizar el shock térmico
colocando la preparacion en un bloque térmico, previamente ajustado a 42 °C,
durante 30 segundos e inmediatamente volver a colocar en hielo durante 2

minutos. Se adiciona 1ml de medio de cultivo S.O.C. (precalentado a 37 °C) y



Materiales y Métodos | 93

se incuba 1h a 37 °C con una agitacion de 200 rpom en agitador (LabLine). El
cultivo se concentra y se siembra, en mechero o flujo laminar, con varilla de
vidrio, en placas con agar LB con el antibiotico de seleccion. Como control se
lleva a cabo el mismo procedimiento sin adicionar plasmido a las células, la
aparicion de colonias indicaria algun tipo de contaminacion o problemas con la

seleccion.

2.10 Transformacion eléctrica de células competentes de E. coli DH5-a y
Agrobacterium tumefaciens GV3101

El stock de células electrocompetentes se encuentra conservado a -80
°C. Tanto las células como las cubetas estériles de 2 mm (Bio-Rad) se colocan
en hielo 10 minutos antes de realizar la transformacion. Una vez
descongeladas, se ponen en contacto 100 pul de células con 0,5-5 pl de la
preparacion de plasmido (necesariamente libre de electrolitos), se coloca
inmediatamente en la cubeta y se incuba 1 minuto en hielo. A continuacion, se
coloca la cubeta en el electroporador (Bio-Rad Gene Pulser Il) y se procede a
electroporar bajo las siguientes condiciones:

Capacitancia: 25 pF

Voltaje: 2.5 KV

Resistencia: 200 Q

Inmediatamente después de electroporar se adiciona a la cubeta 1 ml de
medio S.0.C. (pre-calentado a 37 °C). La mezcla se transfiere a un tubo estéril
y se incuba en distintas condiciones segun la bacteria transformada. Para E.
coli la incubacion es de 1 hora a 37 °C, mientras que si se trata de
A.tumefaciens se incuba toda la noche en agitacion (200 rpm) a 28 °C.
Posteriormente, se concentra por centrifugacion el cultivo y se siembra con
varilla de vidrio en placas LB con el antibiético de seleccion adecuado, siempre
en esterilidad. Como control se lleva a cabo el mismo procedimiento pero esta
vez no se adiciona plasmido a las células, la aparicion de colonias indicaria

algun tipo de contaminacion o seleccién deficiente.

2.11 PCR de colonias
Se utilizé este método para realizar un rapido screening de los clones

obtenidos. Se prepara una premezcla de PCR (todos los componentes excepto



Materiales y Métodos | 94

el molde de DNA) que contemple el volumen necesario para las colonias que
de deseen evaluar y los controles apropiados. Se procede a alicuotar la mezcla
en los tubos de PCR (se trabaja en hielo), y a continuacion con una punta de
micropipeta se toma una fraccion de una de las colonias a analizar y se
introduce en el tubo de PCR a modo de molde de DNA. Inmediatamente
después se utiliza el mismo tip para sembrar una placa de medio LB con el
antibidtico de seleccién. Los tubos se colocan en el termociclador y se procede

con la reaccion de la misma forma que realizaron otras reacciones de PCR.

2.12 Agroinfiltracion de plantas N. benthamiana

Los ensayos de agroinfiltracion se efectuaron de acuerdo al método
descripto por Batoko y col.,, (2000). Para ello se cultiva un clon de A.
tumefaciens, conteniendo el plasmido binario correspondiente, en medio YEB
liquido con los antibidticos adecuados a 28 °C durante toda la noche, en
oscuridad y agitaciéon (200 rpm). Se procede a diluir el cultivo, trabajando
siempre en esterilidad, hasta obtener una DOgg de entre 0,1 y 0,5 dependiendo
del experimento y se lo induce por el agregado de acetosiringona
(concentracion final 200 mM). Durante 2-4 hs el cultivo se incuba a 28°C. A
continuacion se centrifuga el cultivo en tubos de 1,5 ml y se resuspenden las
células en MI manteniendo el volumen original. Se utilizaron las hojas 3,4y 5
de la planta contando desde el brote hacia la base. Se infiltré la superficie
abaxial de las hojas de N. benthamiana haciendo presion con una jeringa de 1
ml sin aguja cargada con la suspension de bacterias. Las plantas se mantienen

en camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de luz, a 22 °C.

2.13 Extraccion de proteinas en hojas de plantas

La toma de muestra a pequena escala se realizé colectando 2 discos de
hoja de 5 plantas diferentes agroinfiltradas con la construccion de interés,
obteniendo asi 10 discos para cada muestra. Cada experimento se realizd por
triplicado. Para infiltraciones a gran escala se tomaron las hojas completas.

La extraccion de las proteinas solubles de N. benthamiana se realizé a
partir de muestras conservadas a -80°C. Para la extraccion a partir de discos
de hoja, se enfria el tubo 1,5 ml conteniendo los mismos en nitrégeno liquido y

se muelen con émbolo una punta de teflon. Para el caso de extracciones a
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partir de hojas completas, se pesan inicialmente en balanza analitica y se
procede a molerlas en mortero con nitrogeno liquido. A continuacion se
adiciona un volumen de buffer de extraccién igual a la cantidad de hojas
procesadas (o 10 ul por disco) y 25 ug de PVPP (polivinil polipirrolidona) por
cada gramo de muestra. Luego se extrae en agitacion durante 15 minutos a
4°C y para el caso de extracciones de mayor escala se filtra el extracto en
membrana Miracloth. La solucion obtenida se centrifuga a 4 °C a 20000 xg
durante 15 minutos para baja escala y a 30000 xg durante 30 minutos para
volumenes mayores a 10 ml. Para el caso particular de extractos que
posteriormente seran tratados por ITC se lleva a cabo la centrifugacion a 60000
xg a 4 °C durante 45 minutos para eliminar completamente los fragmentos
celulares que se insolubilizarian por el agregado de sales posterior. Se toma el
sobrenadante y el extracto se procesa o se adiciona glicerol y se conserva a -
80 °C.

Para realizar una extraccién total se colocan los discos de hojas
transformadas congeladas en tubo de 1,5 ml y se muele con un émbolo
adecuado. Se adiciona 10 pl de buffer muestra por cada disco y se incuba a
95 °C durante 5 minutos, para desnaturalizar proteasas y evitar que se degrade

la proteina de interés.

2.14 Cuantificacion de proteinas

Para los extractos realizados en condiciones no desnaturalizantes y las
proteinas purificadas por ITC se cuantificaron las proteinas solubles con el kit
de determinacion de proteinas por Acido Bicinconinico (Sigma-Aldrich, Product
# BCA-1), segun las instrucciones del mismo. Se utilizd6 albumina de suero
bovino como estandar.

La concentracion de TG2 purificada se midié utilizando wun
espectrofotometro NanoDrop 2000 UV/Visible (Thermo Scientific, USA). Para
determinar la concentracion de TG2 en los extractos se realiz6 una curva de
calibracion a partir de una muestra de TG2 purificada cuantificada previamente
por el método de Bradford. Para ello se sembraron en el gel diferentes
cantidades de TG2 purificada junto con 20 ug de TSP de cada extracto a

cuantificar. Luego se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se realiz6 el
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inmunoblot como se detallé anteriormente. La sefial obtenida para los extractos

se transformé a ug de TG2 segun la curva de calibracion obtenida.

2.15 SDS-PAGE

Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) se efectu6 utilizando el equipo Mini-PROTEAN I
Electrophoresis Cell (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
la preparacion del gel de poliacrilamida se siguié el protocolo descripto a
continuacion. Se prepara el gel de separacién segun la composicidon indicada
en la Tabla M4, se agreg6 el TEMED vy el persulfato al momento de armar el
gel, se mezcla suavemente para evitar la incorporacion de aire y se coloca
entre los vidrios con la ayuda de una pipeta automatica. Una vez cargado % de
volumen se agrega etanol 70 % p/v sobre el mismo para evitar que el oxigeno
del aire inhiba la polimerizacién de la superficie. Se espera aproximadamente
30 minutos que polimerice. Posteriormente se retira el etanol y se prepara el
gel de apilamiento, se coloca entre los vidrios y se ubica el peine para formar
las calles. Se deja gelificar 30 minutos a temperatura ambiente o bien en estufa
a 37 °C.

Los geles de poliacrilamida se tifieron con una solucion de azul de
Coomassie 0,05 % (Coomassie Brillant Blue R 250 0,05 %, metanol 50 %,
acido acético 10 %) por 1 0 2 h con agitacion suave. Se retir6 la solucion de
tincion y se retird el exceso de colorante, mediante incubacién en solucién
decolorante (metanol 50 %, acido acético 10 %). El gel se decoloré realizando
varios cambios de la solucién de lavado, hasta que las bandas proteicas se

visualizaron con nitidez.
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Tabla M4: Composicion de los geles

Componente Concentracion del gel
5% 12,50 %

Acril/Bis 30,8 % 1.6 41
Tris 1 M pH=8,8 1.25 3.1
SDS 20% 0.05 0.05
H.O 7.05 1.7
Persulfato 10% 0.05 0.05
Glicerol 1 1
TEMED 0.006 0.006
Vol final 10 1

2.16 Inmunoblot

-Transferencia: Luego de efectuada la electroforesis, los geles de
poliacrilamida fueron equilibrados durante 5 minutos en buffer de transferencia
junto con la membrana de nitrocelulosa y los papeles de filtro (Schleicher &
Schuell Bioscience, Keene, NH). Se monté el cassette del equipo
electrotransferencia Fastblot B44 (Biometra) colocando el gel y la membrana de
nitrocelulosa entre papeles de filtro, asegurando que no queden burbujas de
aire entre las capas. Se monta el equipo y se aplica una corriente de 5SmA por
cm? durante 45 minutos.

-Confirmacion de la transferencia-Tincion con Rojo Ponceau (RP,
Sigma-Aldrich): Luego de la transferencia las membranas de nitrocelulosa se
incubaron con una solucién de colorante RP (0,5%p/v de colorante RP en acido
acético 1% v/v) por 5 minutos, luego se lavaron con H;O bidestilada estéril
hasta decolorar el fondo.

-Revelado: Se ensayaron varias condiciones, aqui se detalla Unicamente
la que tuvo éxito. Las membranas se incubaron 1 hora a 37 °C en solucion de
bloqueo 5 % de leche descremada en PBS. Luego se lavaron 6 veces durante
5 minutos con el buffer PBS durante y se incubaron con el anticuerpo primario
elegido durante 12 hs. a 4 °C. Segun la proteina a detectar se utilizd como
anticuerpo primario ascitis conteniendo el anticuerpo monoclonal 2G3 anti-TG2
de ratdn (dilucion 1:500), el anti-Histidinas de ratén (dilucién 1:1000), anti-GFP
de ratén (dilucion 1:1000) o anti-RFP de conejo (dilucion 1:1000). A

continuacion de lava la membrana de la misma manera que antes y se incuba
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con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con biotina (dilucién
1:20000) o anti-conejo conjugado con biotina (dilucion 1:20000). Luego de 1
hora de incubacion a 37 °C, se descartd la dilucion del segundo anticuerpo y se
lavaron las membranas con PBS 6 veces durante 5 minutos cada vez. A
continuacion se incuba con estraptavidina conjugado con peroxidasa (dilucion
1:20000) durante 30 minutos a 37 °C. Luego se lava la membrana de la misma
manera que los pasos previos. La sefal inmunoreactiva fue detectada
utilizando como sustrato la mezcla de solucion A (luminol 0,044 gr/ml -Sigma,
numero de catalogo A8511- en DMSO, 50 ul; acido p-cumarico 0,015 gr/ml en
buffer separador diluido 1:10) con igual volumen de solucion B (H20, 0,03% en

buffer separador diluido 1:10).

2.17 Stripping

Para reutilizar las membranas de nitrocelulosa, y asi poder revelarlas
con otro anticuerpo de interés, se procedié a eliminar los anticuerpos unidos
mediante una incubacidon en buffer de stripping a 55 °C durante 30 minutos.
Luego se lavé tres veces con agua destilada durante 5 minutos. A continuacion, se
bloqueé la membrana nuevamente con PBS con 5% p/v de leche en polvo

descremada y se desarrollé el inmunoblot normalmente.

2.18 ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay)

Para la deteccion de TG2 las muestras de hoja de N. benthamiana
fueron colectadas a 5 dias post-infiltracion (dpi) ya que corresponde al maximo
nivel detectado de esta proteina. Se ensayaron al menos 3 replicados
bioldgicos, cada replicado contenia muestras de tejido infiltrado de 5 plantas
diferentes. La extraccion se realiz6 como se indico previamente y cada muestra
fue analizada por duplicado. Cada fosa fue sensibilizada con ~100 ug de
proteinas solubles totales (TSP) o 1 ug de TG2 purificada de hojas en PBS con
5 mM CaCl; por absorcion pasiva a 4 °C durante toda la noche (Sulkanen y col.
1998). Luego se bloqued con 5% leche descremada en PBS durante 1 h a 37
°C. A continuacién se adicionaron 100 pl de anticuerpo primario mAb 2G3
especifico de TG2 a una diluciéon 1:500 (Di Niro y col. 2005) o dilucion 1:50 de
un pool de suero de 12 pacientes y se incub6 16 hs a 4 °C. Por ultimo, como

anticuerpo secundario se incubdé con anti-ratbn 1gG conjugado con
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biotina(dilucién 1:20000) y streptavidina conjugada con HRP (dilucién 1:20000)
o anti-humano conjugado con HRP (dilucién 1:1000) durante 1 h a 37 °C. Para
el revelado se utilizo el sustrato tetramethylbenzidine (TMB)—peroxidasa
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) y la densidad optica se
midio a 630 nm.

Para la deteccion de scFv-ELP, ELP y RFP-ELP se sensibilizaron las
fosas con ~100 pg de TSP por absorcion pasiva a 4 °C durante toda la noche.
Luego se bloqued con 5 % leche descremada en PBS durante 1 ha 37 °Cy a
continuacion se adicionaron 100 pl de anticuerpo primario anti-His dilucion
1:1000 durante 1 h a 37°C. Por ultimo, como anticuerpo secundario se incubo
con anti-raton IgG conjugado con biotina (dilucion 1:20000) y estreptavidina
conjugada con HRP (dilucién 1:20000), ambos durante 1 h a 37 °C. El revelado
se llevo a cabo como en el caso anterior. Para realizar la curva de calibracion
se utilizd una proteina purificada de E. coli con tag de histidinas previamente

cuantificada.

2.19 Purificacion de proteinas por ciclos de transicion térmica por
centrifugacion (cITC) o filtracion (mITC)

El extracto realizado con buffer de extraccion se llevo a concentracion 3
M de NaCl por adicién de la sal sélida o a concentracion 0,12 o 0,25 mM de
(NH4)2SO4 por adicion de un volumen adecuado de solucién saturada de la sal.
Una vez disuelta la sal se centrifugd nuevamente a 60000 xg a 4 °C durante 45
minutos para eliminar proteinas insolubilizadas por la fuerza iénica del medio.
El sobrenadante se incubd 20 minutos a diferentes temperaturas de agregaciéon
para inducir el colapso de ELP: 40 o 60 °C para NaCl; 15 o 30 °C para
(NH4)2S0O4. Para el caso de clTC a continuacion se centrifugé a 8000 xg a
temperatura ambiente durante 20 minutos. El precipitado se separé y se
resuspendid en un volumen diez veces menor al inicial de buffer de baja
concentracion de sales a 4 °C para resuspender el ELP. Se centrifugdé a
15000 xg a 4 °C durante 20 minutos para eliminar proteinas insolubilizadas
irreversiblemente (diferentes a ELP). Para incrementar la pureza de la muestra
se llevd a cabo una segunda ronda de ITC: se incubé nuevamente a la
temperatura de agregacion y se centrifugd a temperatura ambiente, se
resuspendio en agua ultrapura a 4 °C y centrifugé en frio, obteniendo asi ELP
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en el sobrenadante y eliminando proteinas de la hoja en el proceso. Para llevar
a cabo la mITC, antes de la incubacién a la temperatura de agregacion, se filtro
el extracto con filtro de membrana de nylon de 0.45 micrones y luego por filtro
de mezcla de ésteres de 0.2 micrones (Whatman®, Maidstone, Reino Unido).
Posteriormente se incubo a la temperatura de agregacion durante 20 minutos y
se recuperd el ELP colapsado por filtracion con membrana de acetato de
celulosa de 0.2 micrones. La membrana se lavé con buffer de alta

concentracion de sales en frio y se eluyo la proteina con agua ultrapura.

2.20 Purificaciéon de TG2 utilizando la molécula de captura scFv-ELP

Los experimentos de purificacion para evaluar la capacidad de scFv-ELP
para recuperar TG2 por ITC se utilizaron dos fuentes del antigeno: extracto de
células Caco-2 y extracto de hojas expresando transitoriamente ER-TG2. Para
realizar el extracto de células Caco-2 en primer lugar se colectaron las células
por centrifugacion y se realizé la lisis por resuspension de las mismas en agua
destilada; luego se centrifugd y el sobrenadante se utilizé como fuente de TG2.
Para la utilizacion de ER-TG2 como fuente de antigeno se utilizé un extracto de
hoja expresando la proteina realizado en condiciones no desnaturalizantes tal
como se describié previamente. Los extractos fueron adicionados con NaCl
solido de manera que alcancen una concentracion 3 M, que es la condicién
necesaria para realizar la ITC. Se adicion6 a los extractos 10 ug de scFv-ELP
purificado por ITC y se incub6 a temperatura ambiente de manera que ocurra la
interaccidén antigeno-anticuerpo sin que ELP sufra agregacion. A continuacion

se desarroll6 la purificacion por ITC como se describid anteriormente.

2.21 Purificacion de TG2 por cromatografia de afinidad

Se parti6 de aproximadamente 20 gr de hojas y se extrajeron las
proteinas solubles con buffer de extracciéon sin EDTA a pH 7.4 tal como se
indico previamente. El sobrenadante se incubd durante 1 h a 4 °C con 50 yL Ni
Sepharose (GE Healthcare Life Sciences, Argentina S.A.) con agitacién suave.
Las proteinas unidas a la resina se recuperaron utilizando las columnas que
provee el kit y se lavd con el buffer de extraccion cinco veces. Se eluyeron las
proteinas con buffer de elucion de pH 4.5 y posteriormente se neutralizé con
NaHCO;. Se analizé la pureza por SDS-PAGE.
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2.22 Medida de fluorescencia

Se mididé fluorescencia roja de las muestras conteniendo RFP-ELP y
scFv-ELP con un lector de placas BioTek Synergy HT (excitacion 530/25nm,
emision 645/40 nm). Todas las muestras fueron analizadas en dos diluciones
(1:10 y 1:50) para asegurarse que no saturen y que haya linealidad. Se
sembraron 3 fosas de cada muestra y las medidas se realizaron por
quintuplicado en unidades arbitrarias (UA). Como blanco se utilizé un extracto
de hoja infiltrada con el medio de infiltracién, cuya medida de fluorescencia se
resté al valor de todas las muestras. La actividad de fluorescencia total se
calculé como la fluorescencia promedio para el volumen de muestra total. La
actividad especifica se calculé como actividad de fluorescencia total sobre la
cantidad de proteinas totales, mientras que el factor de purificacion se definio
como actividad especifica de la etapa respecto de la actividad especifica del

extracto crudo.

2.23 Procesamiento de datos por densitometria del inmunoblot

Para efectuar las medidas de intensidad de banda se utilizo el software
Image J. Se calculd el histograma correspondiente a la zona de la banda que
se desea medir, se traza una linea de base y se selecciona la zona bajo la
curva correspondiente a la banda. Se determinaron de esta forma en unidades
arbitrarias las intensidades de las bandas y, teniendo en cuenta los volumenes
de cada muestra, se calcularon las sefiales totales. Con esta informacion se
calculd el porcentaje de recuperacidén para cada purificacion como intensidad

de la muestra multiplicado por 100 sobre intensidad total inicial.

2.24 Microscopia de diseccion fluorescente y microscopia de
fluorescencia confocal

Luego de 5 dias de incubacion postinfiltracion, las hojas agroinfiltradas
fueron analizadas por microscopia. En el caso de la microscopia de diseccién
fluorescente, se utilizé lupa UV Leica MZ10F con filtros GFP Plant (excitacién
470/40nm, emisién 525/50 nm) y DsRed (excitacion 545/30nm, emisién 620/60
nm) acoplado a una camara CCD refrigerada (Leica DFC 490). Los estudios de
microscopia de fluorescencia confocal se realizaron utilizando un Microscopio

Invertido DMI 6000 CS motorizado acoplado a un Laser Confocal Espectral
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(CLSM) Leica TCS SP5 equipado con 7 lineas de laser, AOTF (Acousto-Optic
Tunable Filter), AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter) y sistema de barrido
(Tandem-scanning system SP5). Las estructuras subcelulares fueron
visualizadas utilizando el objetivo de aceite 63x. RFP (mCherry) fue excitada a
543 nm (Laser HeNe 1.5mW) y detectada en el rango 570-630 nm.

2.25 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa Prism
6 (GraphPad Software, GraphPad Inc., La Jolla, CA). Se utilizaron los test one-
way ANOVA y Tukey's de comparaciones multiples para determinar valores
medios con diferencias estadisticamente significativas. Alternativamente se
utilizd un test de student para el cual se consideré6 un p-valor <0.05 como

diferencia estadisticamente significativa.
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