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RESUMEN

Analisis inmunoldgico de epitopos relevantes del virus sincicial respiratorio
producidos en plantas

Las enfermedades infecciosas respiratorias, representan un area importante en el
desarrollo de vacunas, debido a los altos costos de hospitalizacion que generan. El
virus sincicial respiratorio (VSR) es el principal patégeno de estas enfermedades en
nifios y uno de los principales en ancianos. Aunque el VSR se ha estudiado por mas
de 40 afos, no hay una vacuna eficaz contra él. La tendencia actual para el
desarrollo de vacunas acelulares es su produccion por métodos recombinantes. Una
alternativa para la produccion de proteinas recombinantes de valor farmacéutico es
su expresion en plantas y los polipéptidos antigénicos son un sistema atractivo para
la produccion de vacunas. El presente trabajo se centra en la expresion de
polipéptidos antigénicos con epitopos relevantes del VSR en plantas como un primer
paso para el desarrollo de una vacuna comestible. Las proteinas F y G de la
envoltura del VSR podrian ser blancos para el desarrollo de vacunas. Se
construyeron vectores con secuencias para epitopos relevantes codificados por los
genes F y G del VSR y con ellos se la transformaron plantas de lechuga y
cloroplastos de tabaco. Los genes sintéticos, optimizados para su expresion en
plantas, codifican tres epitopos de la proteina F y un epitopo de la proteina G de
VSR unidos por espaciadores. Se transformé lechuga con Agrobacterium
tumefaciens y cloroplastos de tabaco por biobalistica. El transgén se detecté por
PCR y Southern blot; la proteina heter6loga por SDS-PAGE y la antigenicidad de
ésta mediante ELISA y Western blot. Finalmente se realizaron analisis
inmunogénicos en ratones Balb/c; grupos de cinco ratones fueron inmunizados con
lechuga transgénica, lechuga silvestre y una suspension de proteinas purificadas de
VSR (Serotec). El grupo de lechuga transgénica mostro niveles mas altos de
seroanticuerpos IgG que el grupo de lechuga silvestre. Este trabajo es un primer
paso hacia la generacion de una vacuna comestible en sistemas vegetales contra
VSR que contiene epitopos de las proteinas Fy G.

Palabras clave: Vacuna en sistemas vegetales, polipéptidos antigénicos,

transformacion genética de plantas.
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ABSTRACT
Immunological analysis of relevant epitopes of respiratory syncytial virus

produced in plants

Infectious respiratory diseases are an important area for the vaccine development
due to the high cost of hospitalization that they generate. Respiratory syncytial virus
(RSV) is the most important respiratory pathogen leading to hospitalizations in young
children but is also important in elderly people. Although RSV has been investigated
for more than 40 years, an effective vaccine is not yet available. The current trend for
the development of acellular vaccines is produced by recombinant methods.
Recently, plants are being exploited to express recombinant proteins of
pharmaceutical value; plant-based vaccines present an attractive system for the
production of antigenic peptides. The current work focused on the expression of
antigenic peptides derived from RSV in plants as a first step for the development of
an edible vaccine. F and G proteins of the envelope of VSR could be targets for the
development of vaccines. We designed vectors for transformation of lettuce plant and
tobacco plastids, harboring sequences for relevant epitopes encoded by the F and G
genes of RSV. The synthetic genes, optimized in the codon-usage bias for their
expression in plants encode three epitopes from the F protein and one epitope from
the G protein fused by linkers. The lettuce transformation was achieved by co-
cultivation with Agrobacterium tumefaciens and tobacco plastids by biobalistics. The
presence of the transgene was demonstrated by PCR and Southern blot analysis,
and production of the heterologous protein by SDS-PAGE, in addition the antigenicity
of the latter was demonstrated by ELISA and Western blot. Finally we performed
immunogenic analysis in Balb/c mice; three groups of five female mice were
immunized with transgenic lettuce, wild type lettuce and a suspension of purified
proteins from RSV (AbD Serotec). The transgenic lettuce group showed higher IgG
antibodies levels than the wild type lettuce group. This work is a first step towards the
generation of an edible vaccine in plant systems against RSV harboring epitopes from
F and G proteins.

Keywords: Plant based vaccine, antigenic polypeptides, plants genetic

transformation

XVi
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|. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades respiratorias

Las enfermedades respiratorias ocupan uno de los tres primeros lugares dentro de
las enfermedades infecciosas a nivel mundial; en México y en los demas paises
en vias de desarrollo o subdesarrollados, las infecciones respiratorias agudas
(IRA) ocasionan altas tasas de morbilidad y mortalidad.

Las IRA se presentan principalmente en nifios menores de cinco afios y en
ancianos mayores de 65, siendo de gran importancia por la gravedad de su
cuadro clinico (Rosete y col., 2002).

Los principales agentes etiologicos de las enfermedades respiratorias son los
virus, entre los cuales destacan los de influenza, parainfluenza, rinovirus y virus
sincicial respiratorio; este ultimo es el principal agente causal de bronquiolitis y

neumonia (Rosete y col., 2002).

1.2. Virus sincicial respiratorio

1.2.1. Epidemiologia

El virus sincicial respiratorio (VSR) es uno de los patdgenos mas importantes en
las infecciones respiratorias; es la principal causa de hospitalizacién de nifios
menores de dos afios (Fig. 1) y es responsable de cerca de 160,000 muertes
anuales a nivel mundial. En un afio aproximadamente 34 millones de episodios de
infecciones de tracto respiratorio bajo fueron asociadas al VSR en nifios menores
de 5 afios, de los cuales el 10% requirieron hospitalizacién (Nair y col., 2010). En
pacientes con bronquiolitis y neumonia se ha identificado al VSR como agente
etiolégico en el 90% y 50% de los casos respectivamente (Paramore y col., 2010).
Se considera que antes de los dos afios de edad del 80% al 100% de los nifios ha
tenido infeccidn por este virus, con una tasa de mortalidad de 0.1-2.5% (Kneyber y
col.,, 2000; Noyola y col., 2007). El VSR es una de las principales causas de
neumonia en ancianos con un indice de mortalidad de hasta 10%. Los nifios
recién nacidos estan parcialmente protegidos contra la enfermedad debido a los
anticuerpos maternos; sin embargo, esta es una proteccion a corto plazo (Piedra y

col., 2003). La reinfeccion con VSR es comun ya que la infeccion confiere solo

Luzmila Martinez Gonzélez
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inmunidad temporal. En afos recientes las infecciones por VSR se han
incrementado tanto en guarderias como en asilos de ancianos, y se caracterizan
por producir un aumento en la cantidad de casos de bronquiolitis y neumonia y un
incremento en la hospitalizacion de nifios y ancianos con infecciones respiratorias
agudas (Falsey y Walsh, 2000). Los bebés prematuros, inmunosuprimidos o con
inmunodeficiencias son particularmente propensos a la infeccion; sin embargo, la
infeccion puede presentarse de manera aguda en nifios sin ningun factor de riesgo
(Falsey y col., 2005).

Virus detectados en nifios hospitalizados con infeccion
respiratoria aguda
(Hospital central, SLP, 2002-2004)

2.3%

| Influenza
49.9% ]
m Parainfluenza

H VSR

B Metaneumovirus humano

10.5% O No detectado

Figura 1. Principales causas de hospitalizacion por enfermedades de las vias

respiratorias (Noyola y col., 2005).

1.2.2. Clasificacion y estructura

El VSR es un virus de RNA de cadena sencilla, no segmentada y de orientacion
negativa. Pertenece al género Pneumovirus y a la familia Paramyxoviriade. Tiene
dos subtipos, el Ay el B. El viridon consta de una nucleocapside contenida dentro
de una envoltura lipidica (Fig. 2). El tamafio de los viriones varia entre 150 y 300
nm.Su genoma esta compuesto por aproximadamente 15,222 nucleotidos y 10
genes que codifican 11 proteinas; el ARN mensajero para el gen M2 tiene dos

Luzmila Martinez Gonzélez
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marcos de lectura por lo cual da lugar a dos proteinas diferentes, M1 y M2
(Vergara y col., 2006).

Las proteinas N, P y L forman la nucleocapside, las glicoproteinas F, G y SH se
organizan formando espiculas y la proteina de la matriz (M) conecta la

nucleocépside con la envoltura (Dudas y Karron, 1998).

Glicoproteinade anclaje
A p )

Glicoproteina (G)
de fusion (F) \ Glicoproteina
de anclaje

(formasoluble)

Proteina pequefia
hidrofébica (H)

Proteinade matriz

(M)
RNA polimerasa
dependiente de
RNA (L) (-)ssRNA

Nucl teina (N
Fosfoproteina ucloproteina (N)

(P)

m2-1 M2-2

NS1 NS2 N P M SH G F M2 L

Figura 2. Estructura del virus sincicial respiratorio. A) Diagrama de la estructura del virion
mostrando la distribucion espacial de las proteinas (modificado de Gonzalez y col. 2012).
B) Distribucion de los genes que codifican 11 proteinas (modificado de Durbin y Karron
2003).

1.2.3. Caracteristicas de las proteinas Gy F
Las proteinas de superficie, llamadas proteina de anclaje (G) y de fusién (F), son

los principales determinantes antigénicos y forman parte importante en la adhesiéon

Luzmila Martinez Gonzélez
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y el anclaje del virus a la célula. La proteina G es una proteina de
aproximadamente 300 aminodcidos, tiene abundantes glicosilaciones tipo Ny O
por lo que su peso molecular es de aproximadamente 90 kDa. Es la proteina de
unién del virus a la célula; las glicosilaciones le permiten la union con los
glicosaminosacaridos presentes en la membrana plasmética (Bourgeois y col.,
1998).

La proteina F tiene similitud estructural con la proteina de fusion de otros
paramixovirus y consta de dos fragmentos unidos por puentes disulfuro. Es una
proteina de aproximadamente 500 aminoacidos y 70 kDa, contiene glicosilaciones
aunque no tan abundantes como la proteina G. La proteina F inicia la penetracién
viral fusionando la envoltura viral y la membrana celular y favorece la diseminacion
del virus uniendo las células infectadas a las adyacentes no infectadas para formar

los sincicios caracteristicos (Collins y col., 2008).

1.2.4. Patogenia

La infeccion por VSR esta confinada a las vias respiratorias; la diseminacién del
virus se puede producir desde las vias respiratorias altas hasta comprometer la
totalidad de las vias respiratorias inferiores.

En la mayoria de los adultos sanos los sintomas de una infeccion por VSR se
manifiestan como un cuadro de rinitis o de resfriado comun; sin embargo, puede
causar inflamacion en el tracto respiratorio inferior de nifios menores de dos afios,
adultos mayores y personas inmunosuprimidas

La infeccion inicia con la unién de la proteina G a la célula receptora por medio de
las glicosilaciones; posteriormente la proteina F media la fusion de las membranas
y la penetracion de la nucleocapside al citoplasma. El virus se replica causando
dafio y muerte del epitelio bronquial, lo que culmina con el taponamiento de las
vias aéreas por moco y aumento de la permeabilidad del epitelio (Kneyber y col.,
2000). También se produce impedimento del flujo de aire, con lo que se producen

las caracteristicas sibilancias.
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1.2.5. Inmunologia

La inmunidad contra VSR naturalmente adquirida es incompleta. La mayoria de
los nifios con infeccidn por VSR generan una respuesta transitoria de anticuerpos
IgE o0 1gG, pero no inmunidad protectora duradera por lo que las reinfecciones con
este virus son frecuentes.

En individuos inmunocompetentesla infeccion por VSR desencadena una cascada
de sefiales que dan lugar a una respuesta inmune de tipo Thl, lo cual resuelve la
infeccion; sin embargo, en individuos inmunosuprimidos y en las reinfecciones en
nifos menores de 2 afios, la infeccibn genera una respuesta inmunoldgica
predominante Th2, lo que desencadena eosinofilia y gran cantidad de moco que
tapona las vias respiratorias generando la enfermedad (Openshaw y Tregoning,
2005). Las proteinas de superficie G y F median la respuesta inmune hacia el
VSR; la proteina F induce una respuesta predominante Thl mientras que la
proteina G preferentemente Th2 (Openshaw y Tregoning, 2005).

1.2.6. Medidas profilacticas y terapéuticas

1.2.6.1. Terapia antiviral

La ribavirina es el Unico farmaco registrado para el tratamiento de nifios con
bronquiolitis por VSR; sin embargo, este farmaco no genera resultados
satisfactorios en todos los casos y es altamente teratogénico, por lo cual en los

altimos afios ha dejado de utilizarse (Kneyber y col., 2000).

1.2.6.2. Profilaxis pasiva

En la actualidad la Unica medida profilactica contra la infeccion por VSR es la
inmunidad pasiva conun anticuerpo monoclonal humanizado anti-VSR
(Palivizumab). Este es producido mediante tecnologia del ADN recombinante esta
dirigido a un epitopo de la proteina F, conactividad neutralizante e inhibidora de la
fusibn de VSR. Sin embargo, la proteccion generada por este anticuerpo

solamente es temporal y su costo es elevado.
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1.3 Vacunas
La vacunacién ha sido uno de los grandes logros en el campo de la salud, desde
el descubrimiento de la vacuna de la rabia por Louis Pasteur, hasta nuestra época
en la que se han logrado generar vacunas contra una gran variedad de patdgenos
(Fig. 3), y en el caso como el de la viruela, se ha logrado erradicar la enfermedad.
La vacunacion es el proceso que permite generar resistencia a una enfermedad
infecciosa. Las dos grandes propiedades que deben reunir las vacunas son la
eficacia y la inocuidad; esto es, que tenga la capacidad para prevenir la
enfermedad sin que desencadene reacciones adversas (L6pez y col., 2004).
Una vacuna ideal deberia tener las siguientes caracteristicas:

e Mimetizar una respuesta inmunoldgica similar a la de la infeccion natural.

e Proporcionar mas del 90% de proteccion.

e Ser completamente segura y producir los minimos efectos secundarios.

e Contar con inmunidad persistente a largo plazo.

e Ser compatible con otras vacunas.

e Ser de administracion no invasiva (via oral preferentemente) y en los

primeros afios de vida.

e Ser estable a temperatura ambiente.

e Ser de facil produccion y econdmicamente accesible.

e En el caso del VSR, que tenga un correcto balance entre la respuesta

inmune Thl y Th2 que permitan inducir proteccion sin exacerbar los

sintomas de la infeccion.

Las vacunas clasicas son vacunas de microorganismos atenuados o inactivados o
fragmentos de ellos (proteinas purificadas conocidas como vacunas de
subunidades); sin embargo, existen vacunas de nueva generacion que prometen
ser mas efectivas e inocuas las cuales pueden producirse por técnicas de ADN

recombinante (Lépez y col., 2004).
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Neumococo conjugada
Desarrollo de vacunas: 1798-2010 Heptavalente
Influenza
Meningococe cuadrivalents conjugada
Zoster
Rotavirus atenuada
HepatitisB (plasma) VPH cuadrivalente recombinante

Tuberculosis Rubeola Encefalitis (TBE) Encefalitis Japonesa
Tosferina Paperas HepatitisB Célera células enterasinactivas
Wi | Tifoidea Toxoide tetanico Sarampién recombinants Virus del papiloma humano bivalente
Iruela N N & 1 " el
Rabia Toxoide diftérico Foliomielitis Tifoidea Ty21A Meumococo 13 valente conjugada
1800 1890 1900 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Célera Tifus Vacuna de Antrax, 'i’"‘”e"“‘ Célera WCBC
Flaga Influenza Poliovirus ;e(‘lreta( a . Cdlera bacterias vivas atenuadas
Fiebre amarilla  inactivados elisacanidos Tifoidea Vi

meningocdcicos
Polisacarides
Neumococicos

EncefalitisJaponesa, atenuada
Varicela

Tosferina, acelular
Hepatitis A, inactivada
Enfermedad de Lyme
Rotavirus, recombinante
Meningococo, conjugadeo
Rabia, cultive celular

Figura 3. Desarrollo de vacunas desde 1798 y su crecimiento exponencial hasta el 2010
(Modificada de Loucq, 2013)

1.3.1 Vacunas de nueva generacion

En las dltimas dos décadas los avances de la biotecnologia nos han permitido
nuevas estrategias para el disefio de vacunas. Esto debido a los avances en
técnicas de aislamiento de genes de origen virico o bacteriano, y la posibilidad de
introducirlo a otro organismo. Dentro de la nueva generacion de vacunas a partir
de microorganismos modificados genéticamente se encuentran las vacunas
recombinantes de subunidades y las vacunas basadas en vectores recombinantes
(Dixon, 1995).

Un area importante en el estudio de nuevas vacunas es la inmunidad de mucosas,
debido a que la vacunacion tradicional via parenteral, que ha sido exitosa contra
algunas enfermedades, es poco efectiva al proporcionar proteccion contra
enfermedades entéricas y respiratorias (Van Ginkel y col., 2000; Rigano y
Walmsley, 2005).

1.3.2. Vacunas de polipéptidos recombinantes
La tecnologia del ADN recombinante permite aislar genes o fragmentos de ellos
que codifican para proteinas antigénicas o epitopos de éstas. Estos genes pueden
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introducirse a sistemas biolégicos como bacterias, levaduras o plantas que son
usados como biorreactores. Estas nuevas vacunas tienen la ventaja de las
vacunas de subunidades, que permiten generar proteccion y disminuir los efectos

secundarios.

1.3.3. Vacunas contra VSR

Desde el descubrimiento del VSR se han realizado diversos intentos por
desarrollar una vacuna (Tabla 1). Alrededor de 1960 se gener6 una vacuna a partir
de virus inactivos por medio de formaldehido (FI-VSR) la cual fue probada en
lactantes y nifios en los Estados Unidos. Al estar en contacto con el virus resultd
una enfermedad mas severa en nifios que habian sido vacunados en comparacion
con los nifios no vacunados; esto se debié a la produccion de una respuesta
inmune Th2 exacerbada lo que desencaden6é abundante eosinofilia, y en
consecuencia produccibn de moco y taponamiento de las vias respiratorias.
Posteriormente se han realizado diversos intentos de vacunacion sin que se haya
conseguido una vacuna efectiva disponible en el mercado.

Las proteinas de VSR F y G inducen anticuerpos neutralizantes, por lo que la
mayoria de las vacunas candidatas se han centrado en la induccién de
anticuerpos contra la proteina F, ya que produce induce niveles altos de
anticuerpos neutralizantes y es altamente conservada entre las cepas de VSR. El
siguiente blanco ha sido la proteina G, que tiene el inconveniente de ser altamente
variable entre las cepas de VSR, con la excepcion de la region central de la
proteina que es la que se ha utilizado en el desarrollo de vacunas. Algunos
autores han atribuido la respuesta exacerbada de la vacuna F1-VSR a la
presencia de la proteina G completa (Hancock y col., 1996); sin embargo, otros
consideran que incluir dicha proteina dentro de las vacunas es importante debido
a que genera una mejor respuesta inmune con respecto a las que solo tienen F
(Morrison y Walsh, 2013). Recientemente se ha trabajado con cepas mutantes y
vacunas de subunidades; de estas ultimas llegd a fase lll la serie PFP (1, 2y 3)
que contiene del 90 al 98% de la proteina F. Con esta vacuna se obtuvieron

niveles altos de anticuerpos en suero; sin embargo, la reduccion en la incidencia
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de infeccién por VSR no fue significativa. Por otro lado, la BBG2Na, un polipéptido
de la proteina G que incluye los aminoacidos 130-230 resultaba ser prometedora
en cuanto a titulos de anticuerpos e inmunoproteccion; desafortunadamente en
estudios de fase Il se presentaron efectos adversos en un pequefio nimero de
individuos (Dubin y Karron, 2003; Piedra y col.,, 2003; Nguyen y col., 2012;
Morrison y Walsh, 2013).

Las vacunas de subunidades tienen como ventaja que al utilizar solo fragmentos
antigénicos de las proteinas del virus se puede producir una respuesta inmune sin
reacciones secundarias, ademas de que la seleccién de epitopos especificos
ayudard a crear un equilibro de la respuesta inmune, evitando asi respuestas con

un sesgo y exacerbacion de sintomas.

Tabla 1. Estrategias de desarrollo de vacunas contra VSR.

Estrategia Plataforma Estatus

Virus inactivado Virus de VSR inactivado con formaldehido Descontinuada

Virus atenuados Atenuacion por temperatura Fase l/lla
Ingenieria genética por genética reversa Fase l/lla

Subunidades Proteina F purificada (PFP-1,2,3) Fase lllI-descontinuada
BBG2Na Fase lll-descontinuada
Formulacion mezcla de F/G/M Fase Il

Particulas tipo virus (VPL) de la proteinaF  Fase |

Proteina quimérica F/G Fase I/lla
Péptidos F/G Pre-clinica
Vectores Virus Vaccinia (proteinas F o G) Pre-clinica
Adenovirus (proteinas F o G) Pre-clinica
PIV3 (proteinas F o G) Fase l/lla

Alfavirus/virus de la enfermedad de Pre-clinica

Newcastle (proteinas F o G)

Estafilococos Pre-clinica

ADN Pre-clinica
* Modificada de Chang 2011
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1.4. Plantas transgénicas para la produccion de proteinas heter6logas

A principios de la década de los 90’s se plante6 una nueva aplicacién de la
biotecnologia que consiste en emplear sistemas vegetales para la produccion de
proteinas de alto valor agregado en biomedicina o industria. Este sistema
alternativo es novedoso dado que los vegetales producen una gran cantidad de
biomasa, en algunos casos a mas de 100 ton / ha, y es un sistema facil de llevar a
gran escala. Algunos grupos de investigacion se enfocaron hacia la obtencion de
proteinas terapéuticas tales como anticuerpos, albuminas y hormonas. Otra
aplicacion importante en este campo consiste en la produccion de vacunas (Tabla
2) (Daniell y col., 2001; Kaprowski y Yusibov, 2001; Mason y col., 2002). En la
actualidad existen empresas como MedicaGo, Fraunhofer y Bayer que estan
utilizando a las plantas para produccion de biofarmacos para uso en animales y
humanos. Pfizer y Protalix ya producen la glucocerebrosidasa en células vegetales
para tratar la enfermedad de Gaucher en humanos. También SIGMA y otras
compafias ya usan plantas como biorreactores para producir compuestos para

uso en investigacion debido a su bajo costo de produccion.

1.4.1. Vacunas producidas en plantas

A pesar de que las vacunas son uno de los grandes y mas importantes sucesos
gue ha tenido la medicina, sus costos de producciéon, almacenamiento y traslado,
no permiten en muchos casos, que alcancen una distribucion completa, siendo
afectados principalmente los paises pobres (Mason y col., 2002).

Ante la necesidad de desarrollar vacunas efectivas pero accesibles, se concibié la
idea de utilizar los vegetales como fuentes de vacunas comestibles. El enfoque es
gue la administracién oral de vegetales conteniendo epitopos relevantes de algun
patdgeno genere una respuesta inmune en las mucosas para producir inmunidad
protectora, aplicado en el caso de enfermedades cuya via de infeccion es la
mucosa, ya que ésta constituye la primera barrera de proteccién que enfrenta el
antigeno y, por lo tanto, un blanco importante para inducir proteccién (Streatfield y
col., 2001).
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Las ventajas de producir vacunas en vegetales son enormes debido a que se
reduce en gran medida el costo por produccion, purificacion, almacenamiento y
transporte, ya que se pueden utilizar vegetales de la region cuyo manejo en
invernadero es conocido. Aunado a esto, las vacunas en plantas permiten evitar el
uso de jeringas no estériles, que en paises subdesarrollados es uno de los
principales riesgos de contagio de enfermedades como SIDA o hepatitis B (Daniell
y col., 2001; Streatfield y col., 2001).

Por otro lado, el empleo de subunidades antigénicas eliminaria los riesgos que
acompafan al uso de organismos completos atenuados, tales como el desarrollo
de la enfermedad y efectos secundarios (Clements y col., 2004)

Lo ideal en este tipo de vacunas es que se expresen en vegetales que se
consuman de preferencia crudos o con un procesamiento minimo, ya que parte del
antigeno puede degradarse con la coccion. Los primeros trabajos para generar
vacunas en plantas comestibles utilizaron tabaco y papa; sin embargo, los
sistemas vegetales ideales para este propésito no deben tener toxicidad y
consumirse frescos (Daniell y col., 2001).

Una de las principales limitantes en este campo es el nivel de expresion de la
proteina recombinante y este problema se ha afrontado usando genes sintéticos,
disefiados con codones optimizados para su uso en las plantas, para hacerlos
eficientes, sin cambiar la secuencia de aminoacidos (Arakawa y col., 1999).

El suministro oral de vacunas recombinantes producidos en plantas es una ruta
ideal de la vacunacion debido a la simplicidad y seguridad de la administracion,
bajo costo de produccion, la bio-encapsulacion natural de los antigenos
(protegidos por la pared celular vegetal) y, por lo tanto, la estabilidad en el tracto
gastrointestinal, y la inmunidad protectora en la mucosas (Streatfield, 2006;
Yusibov y col., 2011). Recientemente se ha publicado que una alternativa para dar
mayor vida de anaquel a estas vacunas es liofilizar el producto vegetal y generar
pastillas. Un punto importante es analizar la cantidad de la proteina antigénica
recombinante por lotes para asegurar se suministre la dosis requerida (Thomas y
col., 2011).
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En la actualidad diversas vacunas y proteinas terapéuticas han intentado

producirse en diferentes plantas (Tabla 2) y en algunos casos ya se encuentran en

comercializacion.

Tabla 2. Vacunas, anticuerpos y proteinas terapéuticas producidas en plantas que se

encuentran en estudios clinicos o en el mercado.

Sistema de . Ruta de Estado de
Producto Planta ., Indicacién . . desarrollo del
expresion administracién
producto
Vacunas
E. coli LT-B Papa Transgénica Diarrea Oral Fase |
Maiz Transgénica Fase |
CP del Virus Papa Transgénica Diarrea Oral Fase |
Norwalk
HBsAg Papa Transgénica  Hepatitis B Oral Fase |
Lechuga Transgénica Fase |
Virus de la rabia Espinaca Transitoria Rabia Oral Fase |
GP/NP (vector viral)
Virus de la Células en  Transgénica Enfermedad de Subcutanea Aprobada por la
enfermedad de suspension Newcastle (aves USDA (no
Newcastle HN de tabaco de corral) comercializada)
Anti-idiotipo scFVs  Nicotiana Transitoria Linfoma no Subcutanea Fase |
personalizado bentamiana (vector viral) Hodking
Anti-idiotipo dcFVs  Nicotiana Transitoria Linfoma no Subcuténea Fase | (en
personalizado bentamiana (vector Hodking proceso)
magnICON)
Influenza HA H5N1  Nicotiana Transitoria H5N1 influenza Intramuscular Fase | (en
VPL bentamiana (vector “aviar” proceso)
binario, Fase Il (utilizada
agrobacteria) en Canada en
voluntarios)
Influenza HAI1 Nicotiana Transitoria H5N1 influenza Intramuscular Fase |
H5N1 bentamiana (vector “aviar”
lanzadera)
Influenza HAC1 Nicotiana Transitoria H5N1 influenza Intramuscular Fase |
HIN1 bentamiana (vector “porcina”
lanzadera)
13
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Producto

Anticuerpos
Anti-CD20

Anti- antigeno de
superficie I/l de
estreptococo

Anti-aCCR5

Anti-VIH gp120

Proteinas terapéuticas y dietarias
Glucocerebrosidasa Células de

Insulina

Lipasa gastrica

Lactoferrina

Factor intrinseco

bentamiana

bentamiana

suspension

Sistema de
expresion

Transgénica

Transgénica

Transitoria
(vector
magnICON)

Transitoria
(vector
binario,
agrobacteria)

Transgénica

Transgénica

Transgénica

Transgénica

Arabidopsis Transgénica

*Modificada de Yusibov y col., 2011.

Indicacion

Linfoma no
Hodking, artritis
reumatoide

Caries dental

VIH

VIH

Enfermedad de

Gaucher

Diabetes

Fibrosis quistica,
pancreatitis

Infecciones
gastrointestinales

Deficiencia de
vitamina B12

Ruta de
administracion

intravenosa

Topica

Topica

Topica

Intravenosa

Subcutanea

Oral

Oral

Oral

Estado de
desarrollo del
producto

Pre-clinica

Fase I,
aprobada en EU

Pre-clinica

Pre-clinica

En el mercado

Fase I/ll (en
espera de
comercializacion)
Fase Il
(comercializada
como reactivo
analitico)

Fase |
(comercializada
como reactivo
analitico)

Fase Il

Luzmila Martinez Gonzélez
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1.4.2. Trabajos preliminares de vacunas contra VSR producidas en plantas
Las proteinas mas estudiadas del VSR debido a su inmunogenicidad son las
proteinas de superficie F y G. A la fecha existen reportes de expresion de estas
proteinas en diferentes sistemas vegetales, como en tabaco, tomate y protoplastos
de manzana.

En 1999 Shandu y col., reportaron la expresion del gen F de VSR usando como
modelo protoplastos de hoja de manzana. En 2000, nuevamente Shandu y col.,
expresan el gen F de VSR ahora en jitomate, comprobando la generacién de
anticuerpos en ratones; posteriormente Lau y Korban (2009) prueban la
estabilidad de este transgén en la generacion T3 de este jitomate y patentan su
produccion; sin embargo, no han probado si su proteina heterdloga es
inmunoprotectora ademas de inmunogénica. Por otro lado Belanger y col. publican
en el 2000 la expresion de un epitopo de la proteina G de VSR en plantas de
tabaco, comprobando que es inmunogénica e inmunoprotectora en ratones,
aunqgue no dan informacién sobre el balance inmunolégico Thl y Th2 que fue uno

de los problemas con la primera vacuna inactivada con formaldehido.

1.5. Transformacién genética de plantas

1.5.1. Transformacién nuclear via Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens es una bacteria Gram negativa del suelo que infecta una gran
cantidad de plantas dicotiledoneas y algunas monocotiledéneas. La infeccién por
esta bacteria comienza en una zona herida de la planta. Las cepas virulentas de
A. tumefaciens contienen un plasmido de alrededor de 200 kb denominado Ti
(Tumor-inducing). El plasmido Ti contiene dos regiones importantes: por un lado,
la region vir (region de virulencia) de cerca de 35 kb es responsable del
procesamiento y transferencia del T-DNA, ya que codifica para funciones de corte,
extension, transferencia e integracion del T-DNA al genoma de la célula
receptora; por otro lado, la region T es un segmento de 23 kb (comprende entre 8
y 13 genes) y corresponde al segmento de ADN que se transfiere al genoma

vegetal. Esta region esta franqueada por dos secuencias repetidas de 25 pb,
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llamados borde derecho e izquierdo, que son indispensables para su transferencia
(Arguello-Astorga y Herrera-Estrella, 1994).

Cuando la planta se expone a la colonizacion por agrobacterias, se desencadena
una serie de eventos, como union a la célula vegetal, transferencia del T-DNA,
integracion al genoma de la célula y la expresion de las funciones codificadas por
el ADN transferido. La activacion de los genes vir trae como consecuencia el
desprendimiento de los bordes de la regidn T y la incorporacion de este al genoma
de la célula receptora. La agrobacteria es un excelente vector capaz de transferir
parte de su genoma a las células vegetales, se convierte en un excelente vector
para transferir genes de interés a plantas, insertando la secuencia de DNA
especifica entre los bordes de la regién T (Zambryski, 1992).

Las plantas que han sido transformadas con agrobacterias muestran
transformacioén estable, lo cual significa que la nueva informacion introducida a la

planta se hereda en las siguientes generaciones (Kaprowski y Yusibov, 2001).

1.5.2. Biobalistica

A pesar de que el método de transformacién con Agrobacterium tumefaciens es
muy eficiente y la transformacion genética se da en el nacleo celular, uno de los
inconvenientes de la produccién de proteinas heterdlogas en sistemas vegetales
es el bajo nivel de expresion se dichas proteinas, lo cual puede mejorarse con la
transformaciéon de cloroplastos lo que aumenta en gran medida la produccion de
las proteinas recombinantes de interés debido a que podemos encontrar hasta
10,000 copias de un transgén insertado en el genoma del cloroplasto.

La técnica de biobalistica permite introducir genes especificos en todo tipo de
tejidos vegetales por medio de bombardeo con microproyectiles, sin causar dafio
letal al tejido. Los microproyectiles son particulas microscopicas de 0.4 a 2.0
micrometros de diametro, pueden estar hechas de tungsteno u oro, y se recubren
con el ADN de interés. Estos microproyectiles se colocan en la superficie de un
acarreador o macroproyectil que es generalmente impulsado por un choque de
gas a alta velocidad. La trayectoria del macroproyectil es detenida a cierta
distancia antes de llegar al blanco y de esta manera los microproyectiles llegan al
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tejido vegetal con una presion determinada, perforando las paredes celulares e
introduciéndose incluso hasta organelos celulares como cloroplastos o

mitocondrias (Arguello-Astorga y Herrera-Estrella, 1994).

1.5.2.1. Transformacién de cloroplastos

Los cloroplastos tienen su propio genoma llamado plastoma, de un tamafio entre
120 y 180 kb (Sugiura, 2003). Las células vegetales tienen en promedio 100
cloroplastos que contienen 100 moléculas de plastoma por lo cual por cada célula
puede haber de entre 1,000 y 10, 000 copias idénticas de plastomas; esto
convierte a los cloroplastos en un atractivo sistema de expresion de proteinas
heterdlogas (Maliga, 2003). Desde hace 15 afios se logro introducir ADN foraneo a
los cloroplastos de plantas superiores. Daniell y col. (1990) lograron transformar
hojas de tabaco y detectar la expresion de la proteina GUS (B-glucoronidasa), de
forma transitoria. En ese mismo afio, Svab y col. (1990) lograron transformar
cloroplastos de células de tabaco de manera estable. La transformacién genética
de cloroplastos sigue los principios de la recombinacién homologa, por lo que para
una transformacién exitosa el transgén tiene que estar flanqueado por secuencias
que aseguren su integracion en el plastoma en un sitio especifico (Bel y col., 2001)
y los vectores de transformacion deben ser especificos para cada planta para

mejorar la eficiencia de la doble recombinacion homaéloga (Daniell y col., 2005).

1.6. Caracteristicas de las plantas utilizadas

1.6.1. Lechuga

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta herbacea, dicotiledénea; pertenece a
la familia de las compuestas y a la clase Angiospermae. El género Lactuca
contiene aproximadamente 100 especies distribuidas alrededor del mundo: 17 en
Europa, 10 en América, 33 en Africa y cerca de 40 especies en Asia. Su
descripcion como un vegetal cultivado fue hecha por Hipdcrates en 343 a.C. y
Aristételes en 356 a.C. Es originaria de Europa y Asia y ha sido cultivada por mas
de dos mil afios; en América se cultiva desde alrededor de 1494 (Davey y col.,
2002).
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La lechuga se clasifica por sus caracteristicas morfologicas, principalmente por el
tamano y forma de sus hojas y la conformacion de éstas en la llamada “cabeza”.
Asi, tenemos dos variedades principales: de hoja suelta y acogollada. El cultivo de
lechuga tiene una enorme importancia en varios paises europeos y en los Estados
Unidos, en donde se considera el cuarto vegetal mas consumido (luego del
tomate, la naranja y la papa). En México se cultiva principalmente en Puebla y
Guanajuato y en menor escala en Baja California, San Luis Potosi y Zacatecas
(Claridades Agropecuarias, 1999).

Dentro de su valor nutricional encontramos que es fuente de fésforo, hierro, sodio,
potasio, calcio, magnesio, &cido ascorbico y vitamina A, principalmente.

Una de las ventajas del cultivo de lechuga es que la parte consumible de la planta
son las hojas, por lo cual se obtiene un producto listo para el mercado en un corto
tiempo (plantas jovenes) y se consume en su forma fresca. Al ser la lechuga un
vegetal que se come crudo, se convierte en un excelente modelo para expresar
proteinas de interés biofarmacéutico ya que los procesos de coccion, que pueden
desnaturalizar a la proteina heterdloga, son innecesarios. Ademas, es una planta
de rapido desarrollo y de un solo ciclo. Por lo anterior, la lechuga constituye un

vegetal apropiado para la produccion de vacunas comestibles.

1.6.2. Tabaco

Nicotiana tabacum es una planta dicotiledénea, pertenece al género Nicotiana 'y a
la familia de las Solanaceas, en la que se encuentran algunas de las plantas mas
importantes del mundo, como son la papa, el jitomate y el chile. Esta familia se
caracteriza por tener un gran numero de alcaloides, entre los que destaca la
nicotina del tabaco. El género Nicotiana incluye tres subgéneros: RuUstica,
Tabacum y Petunoides. En ellos se distribuyen 45 especies que se encuentran en
América. Se cree que Nicotiana tabacum es originaria del noroeste de Argentina,
de donde pudo haber pasado a las tierras bajas tropicales para ser cultivado y de
ahi se extendid a Las Antillas y tal vez a Centroamérica y el sureste de México

(Claridades Agropecuarias, 2001).

18

Luzmila Martinez Gonzélez



IPICYT

El tabaco es un excelente modelo para la transformacién genética debido a la
relativa facilidad en los métodos de transformacién y la rapidez de su regeneracion
in vitro; aun cuando no es un planta que podria utilizarse como para la produccion
de vacunas comestibles por su alto contenido de alcaloides, nos permite realizar la
prueba de concepto de proteinas recombinantes en lineas de bajo contenido en
nicotina, antes de realizar transformaciones en las plantas apropiadas que
usualmente requieren un proceso lento de regeneracion en cultivo de tejidos y

transformacién genética.
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ll. JUSTIFICACION

La vacunacion ha sido uno de los logros mas grandes de la medicina y ha
permitido prevenir e incluso erradicar (como el caso de la viruela) un gran numero
de enfermedades. Sin embargo, aun existen padecimientos para los cuales no hay
una vacuna disponible; este es el caso del virus sincicial respiratorio (VSR).

La infeccion por VSR es una de las principales causas de hospitalizacion en nifios
menores de 5 afios, causando anualmente 34 millones de episodios de
infecciones del tracto respiratorio bajo de los cuales el 10% requiere
hospitalizacion; ademas, la infecciéon con VSR solo produce inmunidad temporal
por los que las reinfecciones son frecuentes. Se han realizado diversos intentos de
produccién de vacunas contra VSR; sin embargo a la fecha no hay ninguna que
sea eficiente y no cause efectos secundarios.

Una parte importante en el estudio de nuevas vacunas incluye aquellas que
generen inmunidad de mucosas, debido a que la vacunacién tradicional por via
parenteral que ha sido exitosa contra algunas enfermedades es poco efectiva al
contra enfermedades entéricas y respiratorias

Unos de los problemas que afronta la vacunacion son sus costos de produccion,
almacenamiento y traslado, por lo que en muchos casos no se alcanza una
distribucion completa, siendo afectados principalmente los paises pobres. Ante la
necesidad de desarrollar vacunas efectivas pero accesibles, es necesario explorar
alternativas de vacunacion eficientes y de bajo costo. Al producir vacunas en
vegetales se reduce en gran medida el costo por produccion, purificacion,
almacenamiento y transporte abaratdndolas hasta en 2 érdenes de magnitud.

Es necesario obtener una vacuna contra VSR que no produzca efectos
secundarios y sea de un costo accesible; por ello, el producir una proteina
multiepitopo del VSR en plantas como la lechuga es una alternativa viable que
seria la base de una vacuna comestible, con un bajo costo de produccion, que al
ser deshidratada aumente su vida de anaquel y sea de facil almacenamiento y
traslado, y al ser de subunidades disminuyera los posibles efectos secundarios

gue generarian vacunas de células completas con virus atenuados.
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Obtener y caracterizar plantas de tabaco y lechuga que produzcan

péptidos antigénicos del virus sincicial respiratorio (VSR)

3.2 Objetivos especificos
o Transformar genéticamente plantas de tabaco y lechuga con
construcciones generadas con los genes sintéticos de VSR
conteniendo las proteinas F y G y solamente la F.
o Analizar las transformantes de tabaco y lechuga.

. Comprobar inmunogenicidad de la proteina heter6loga en ratones
Balb/c.
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IV. MATERIALES Y METODOS
*La preparacion de reactivos, soluciones y medios de cultivo asi como los

protocolos detallados se describen el anexo I

4.1. Construcciones genéticas

Se cuenta con cuatro construcciones genéticas, descritas en la Tabla 3, las cuales
fueron utilizadas para la transformacion estable de plantas de lechuga ya sea
nuclear via Agrobacterium tumefaciens y de cloroplastos de tabaco por

biobalistica.

Tabla 3. Construcciones utilizadas para la transformacion genética

Construccion Vector Gen Método de transformacién
pBI-VSRsn pBI-121 VSRsn Nuclear por A. tumefaciens
pBI-VSRsnAG pBI-121 VSRsnAG Nuclear por A. tumefaciens
pKCZ-VSRsc pKCz VSRsc Cloroplastos por biobalistica
pKCZ-VSRscAG pKCz VSRscAG Cloroplastos por biobalistica

Estas construcciones se disefiaron por nuestro grupo con dos genes sintéticos que
comprenden una fusion de epitopos de la proteina F y G de VSR optimizados con
el uso de codones para la expresion en lechuga, uno de ellos para transformacion
nuclear (VSRsn) y otro para transformacién de cloroplastos (VSRsc). Estos genes
se enviaron a sintetizar a la compafia GeneArt en EUA.

El disefio de estos genes se baso en el andlisis de las secuencias de aminoacidos
de las proteinas F y G con el programa Antheprot (disponible en http://antheprot-
pbil.ibcp.fr), que determina las regiones inmunogénicas de epitopos relevantes
(Parker y col., 1986) con base en la hidrofobicidad de los aminoacidos. Partimos
de los estudios de las regiones inmunogénicas de la proteina F (Lopez y col.,
1998) y del estudio de la expresion en plantas de un epitopo de la proteina G que
resultdé ser inmunogénico e inmunoprotector (Belanger y col., 2000). Estos genes
estdn compuestos por tres epitopos de la proteina F, uno de la proteina G y como

adyuvantes dos regiones tomadas de la secuencia de la toxina tetanica utilizados
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en un trabajo previo en una fusién de epitopos de difteria, tos ferina y tétanos
(Soria-Guerra y col.,, 2007) unidos por espaciadores o linkers (Cardenas y
Clements, 1993); estos espaciadores exponen adecuadamente los epitopos
lineales. Cuentan ademas con sitios de restriccion que permiten eliminar la
secuencia del epitopo de la proteina G y facilitan la subclonacion en los vectores
de transformacion.

El gen usado en la transformacion nuclear contiene una secuencia SEKDEL para
la retencion en el reticulo endoplasmico y sitios de restriccion para su clonacion en
el vector binario pBI-121, sustituyendo el cassette del gen reportero GUS; este
vector dirige la expresion del gen con el promotor constitutivo 35S de Virus del
Mosaico de la Coliflor (35SCaMV), contiene un gen de seleccion que confiere
resistencia a kanamicina a las células vegetales transformadas y un UTR de 120
pares de bases de la gama zeina de maiz que ha demostrado aumentar la
estabilidad del RNA mensajero (Carrigton y Freud, 1990) (Fig. 4).

Xbal Neel Sacl

T3 NOS-Pro ¥ nptll NOS-ter 8 CaMV35S-Pro ¥ UTR VSRsn NOS-ter @
F1(261-273)  INDMPITNDQKKL

F2(378-391)  EINLCNVDIFNPKT

F3(431-451)  IIKTFSNGCDYVSNKGMDTVS

G1(170-191) FVPCSICSNNPTCWAICKRIPE

Al QYIKANSKFIGITE I Fi H F2 H F3 H G2 H Al H Al ISEKDE"I
A2 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

Linker DPRVPSS Neol Sacl

Figura 4. Representacién esquematica de la construccion pBIVSRsn. La construccion
contiene el gen sintético VSRsn formado por las secuencias de tres epitopos de la
proteina F, un epitopo de la proteina G y como adyuvantes dos regiones tomadas de la
secuencia de la toxina tetdnica (Al y A2), bajo el control del promotor 35SCaMV. Las
secuencias que codifican para los adyuvantes y la sefal de retencion al reticulo
endoplasmico se encuentran en el extremo 3' del gen. Se indican los sitios de enzimas de

restriccion para la subclonacion en el vector binario pBI121.

El gen usado para transformacion en cloroplastos contiene un sitio de union al

ribosoma y sitios de restriccion para ser clonado en un vector de transformacion
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de cloroplastos derivado del pKCZ desarrollado previamente en nuestro grupo de
investigacion; este contiene un gen de seleccion que confiere resistencia a
espectinomicina a las células vegetales transformadas y un promotor del operén
de RNA ribosomal de plastidos (Prrn), unido a la region 5UTR del gen 10 del fago
T7 que provee mayor estabilidad al RNA mensajero (Fig. 5).

Eco RV Xbal

A .
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| 4 | 4

P’5-UTR — VSRsc 3'RbeclL

F1(261-273)
F2(378-391)
F3(431-451)
G1(170-191)
Al

INDMPITNDQKKL
EINLCNVDIFNPKT
IIKTFSNGCDYVSNKGMDTVS
FVPCSICSNNPTCWAICKRIPE
QYIKANSKFIGITE
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

H F2 H F3 H G1 H Al H Al I A2
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Figura 5. Representacion esquemética de la construccion pKCZVSRsc. La construccion
contiene el gen sintético VSRsc formado por las secuencias de tres epitopos de la
proteina F, un epitopo de la proteina G y como adyuvantes dos regiones tomadas de la
secuencia de la toxina tetanica (Al y A2), bajo el control del promotor de cloroplastos
Prrn. Se indican los sitios de enzimas de restriccion para la subclonacién en un derivado
del vector pKCZ.

4.2. Transformacion genética de plantas.

4.2.1. Transformacion nuclear via Agrobacterium tumefaciens

Las construcciones en el plasmido pBI-121 se transfirieron a Agrobacterium
tumefaciens cepa LBA4404 por electroporacién, las bacterias transformadas se

utilizaron para la transformacion nuclear de cotiledones de lechuga.

4.2.1.1. Obtencién de hojas cotiledonarias

Para obtener los explantes iniciales (hojas cotiledonarias) se utilizaron semillas
estériles de lechuga de la variedad Green Wave, se sembraron aproximadamente
200 semillas en medio Murashige Skoog (MS) al 50%. A los siete dias, de las
plantulas obtenidas se cortaron las hojas cotiledonarias que se emplearon para los

ensayos de transformacién genética.
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4.2.1.2. Transformacidn genética

Se utilizaron 300 cotiledones por experimento que fueron heridos con un bisturi;
éstos fueron colocados en el medio MS liquido para evitar deshidratacion.
Posteriormente se colocaron en una suspension de A. tumefaciens que portaba el
plasmido de interés. Después de eliminar el exceso de bacterias con papel
absorbente estéril, se colocaron en el medio de cocultivo Uchimiya Murashige
(UM) por 2 dias. Pasado el periodo de cocultivo, los explantes se transfirieron al
medio de seleccidon MSJ (con 100 mg/L de kanamicina) adicionado con 500 mg/L
de cefotaxima para eliminar a la agrobacteria. Los tejidos fueron subcultivados
cada dos semanas en medio fresco, seleccionando solo los explantes resistentes
a la seleccién; una vez que se present6 el desarrollo de callos, éstos se colocaron
en medio de seleccion MS104 vy fueron subcultivados cada dos semanas hasta el
desarrollo de brotes.

Posteriormente las plantulas obtenidas en el medio de seleccién se colocaron en
medio de enraizamiento por dos semanas; una vez que se desarrolld la raiz las

plantas fueron colocadas en tierra.

4.2.2. Transformacion genética de cloroplastos por el método de biobalistica
Para la transformacién de cloroplastos de tabaco se utiliza el protocolo descrito
por en Daniell y col. (2005), en el cual se emplea como explante inicial hojas

jévenes y como medio de regeneracion el RMOP.

4.2.2.1. Obtencion del explante

Se utilizaron semillas de tabaco estériles, se colocaron en botes con medio de
cultivo MS (1-3 semillas por bote), a las 3 0 4 semanas después de la germinacion
se separaron las hojas y se colocaron en medio RMOP con la cara abaxial hacia
arriba.

4.2.2.2. Recubrimiento de particulas de oro con el ADN de interés.
Las particulas de oro que se utilizan para el bombardeo deben ser preparadas por

lo menos con un dia de anticipacion, se siguio el protocolo descrito por Daniell y
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col. (2004). Cincuenta pL de la solucién de particulas oro previamente preparadas
fueron recubiertas con el ADN de interés (10 pyL de ADN plasmidico de
concentracion 1 ug/uL) y se resuspendieron en 35uL de etanol al 100%. Este

material se utilizo para 6 bombardeos.

4.2.2.3. Obtencion de plantas transplastomicas

Los bombardeos se realizaron en una pistola de helio Bio-Rad; se utilizaron discos
de ruptura de 1,100 psi, y una distancia de 9 cm. Las hojas bombardeadas se
incubaron durante 48h a 25°C en la oscuridad. Después de este periodo, cada
hoja se corté en fragmentos de alrededor de 5mm?2 y se colocaron en medio
RMOP con espectinomicina 500mg/L para inducir la seleccion de las plantas
transplastomicas.

Los explantes se cambiaron a medio nuevo cada dos semanas y se seleccionaron
los callos resistentes al agente de seleccion. Una vez que se desarrollaron las
primeras hojas, éstas se cortaron y se colocaron nuevamente en medio de
regeneracion (primera ronda de seleccion); esto se realizé por dos rondas mas
(segunda y tercera ronda de seleccion).

Posteriormente las plantulas obtenidas en el medio de seleccién se colocaron en
medio de enraizamiento por dos semanas; una vez que se desarroll6 la raiz las

plantas fueron colocadas en tierra.

4.2.3. Obtencion de generaciones estables (T2) de lechuga y tabaco

Las plantas obtenidas por cultivo in vitro fueron pasadas a tierra y analizadas para
comprobar la presencia del transgén (generacién TO0); las plantas positivas para el
transgén y fenotipicamente semejantes a la planta silvestre se conservaron en
tierra hasta la produccion de semillas; estas semillas se germinaron en medio MS
al 50% con antibiotico para seleccionar las semillas transformadas de las no
transformadas y las plantas obtenidas se llevaron nuevamente a tierra (generacion
T1), se analizaron para comprobar la presencia del transgén; el proceso de

obtencion y germinacion de semillas se repitio para obtener la generacion T2.
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4.3. Anédlisis de transformantes

4.3.1. Extraccion de ADN

El ADN gendmico se aislo de tejido vegetal siguiendo el protocolo de Michiels y
col. (2003).

4.3.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
En la Tabla 4 se describen los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de

los diferentes transgenes.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en las diferentes reacciones de amplificacion.

Nombre Secuencia 5’-3’ Gen para el que fue disefiado
FSN CATGGGAATCAACGATATGCC Sintético nuclear (VSRsn)
RSN CATCACAACTCATCCTTCTCA VSRsn

RSNint GGTATCCATTCCCTTGTTAGACA VSRsn

FSC GGGAGGGATTTATGATCAATG Sintético cloroplasto (VSRsc)
RSC CAAGATGAGAAGCAGAAACTT VSRsc

FSCint GTGGACCCTAGAGTTCCTTCT VSRsc

La mezcla maestra de reaccion (25 pL) contenia ADN genomico (20 ng), buffer de
Taq polimerasa (1X), MgCl, (1.5mM), dNTPs (0.2mM), oligonucleétidos (10 uM) y
Taq polimerasa (1U).

La amplificacion se llevd a cabo en un equipo de Techne bajo los protocolos

descritos en la Tabla 5.

Tabla 5. Protocolos de PCR para las amplificaciones de los diferentes genes.

Condiciones
Tamarfio de .
L Oligonu- Desnaturali- . ,
Gen amplicén . . Desnaturali- . . . Extension
cleétido zacion . Alineamiento | Extensién .
(pb) o zacion final
Inicial
VSR 480 30s
FSN + RSN
Nuclear _ 49°C )
5 min 30s 30s 5 min
VSR 120
FSN + 94°C 94°C 30s 72°C 72°C
Nuclear )
RSNint 51°C
fragmento
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460 30s

VSR FSC+RSC
51°C
VSR 220
) 30s
Cloroplasto FSC+RSCint
52°C
fragmento

Después de la amplificacion, las muestras se analizaron en geles de agarosa al
1%, corridos en TAE 1X a 70 V, los cuales fueron tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados bajo luz UV en un fotodocumentador Chemisystem (UVP) empleando

el sofware Labworks 4.0.0.8.

4.3.3. Southern blot

Setenta microgramos de ADN gendmico obtenido de las plantas transformadas
fueron digeridos con la enzima Hind Ill (para la cual existe solo un sitio de corte en
el T-DNA fuera del gen de VSR) para determinar el nimero de copias del transgén
en el caso de las plantas transgénicas o con la enzima Bgl Il para determinar la
homoplastia en las plantas transplastomicas. EI ADN digerido se corrié en un gel
de agarosa al 1% y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa Hybond N
(Amersham, Buckinghamshire, UK) de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook
y col. (1989). La sonda fue generada por medio de PCR utilizando la mezcla PCR
DIG High Prime Labelling Mix (Roche Co., Mannheim, Germany) utilizando
oligonucledtidos especificos del transgén. La hibridacién y la deteccion se
realizaron segun las condiciones descritas por el fabricante utilizando el kit

Detection Starter Kit Il (Roche Applied Science, Mannheim, Germany).

4.3.4. Extraccion de proteinas

Se homogenizaron 100 mg de tejido vegetal en 500uL de buffer de extraccion
(PBS, triton 1% y coctel inhibidor de proteasas (SIGMA P9599) 10 uL/mL). El
homogenado se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C y se recuperé el
sobrenadante. La cantidad de proteina se cuantifico por el método de Bradford

(1968), se empleo albumina de suero bovino como estandar (5-20 ng/ulL).
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La calidad de las proteinas obtenidas fue analizada mediante electroforesis de
proteinas (SDS-PAGE) en un gel de acrilamida al 16% teflido con azul de

Coomassie coloidal.

4.3.5. Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

Se siguié el protocolo estandarizado por Clark y Adams en 1977. Las placas
fueron sensibilizadas con extracto soluble de tejido vegetal en cantidad necesaria
para 500ng de proteina a 4°C durante toda la noche; posteriormente, se
bloquearon los sitios inespecificos con leche descremada al 5%. Después los
pozos se incubaron a 37°C en presencia del anticuerpo policlonal de ratén anti-
FVSR (Serotec, MCA490) en dilucion 1:1000 durante 4 horas y en seguida con el
anti-anticuerpo monoclonal anti-lgG de ratén (SIGMA) conjugado con fosfatasa
alcalina (1:5000) durante dos horas. Por ultimo, se agregd p-nitrofenilfosfato como
sustrato disuelto en el buffer de fosfatasa alcalina (1 mg/mL) y se incub6 por 30
minutos a temperatura ambiente y oscuridad de la luz. Se midi6 la absorbancia a
405 nm en un lector de microplacas Bio-Rad modelo 550, empleando el software
Microplate Manager 5.1. Los datos se procesaron en el programa Microsoft Excel.
En cada ensayo se incluyé blanco de reactivos y extracto de una planta no

transformada.

4.3.6. Western Blot

Se emplearon muestras de 60 ug de proteina total que fueron previamente
desnaturalizadas por 5 min en bafio de agua hirviendo. Las muestras fueron
separadas electroforéticamente en un gel de poliacrilamida y posteriormente el gel
se sometid a un protocolo de transferencia a una membrana de nitrocelulosa
(Hybond ECL, Amersham) empleando un tanque de transferencia Transblot (Bio-
Rad), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La deteccion inmunoldgica
se llevd a cabo usando como anticuerpo primario un anticuerpo policlonal de raton

contra la proteina F de VSR y como anticuerpo secundario un anti-conejo

32

Luzmila Martinez Gonzélez



IPICYT

conjugado a peroxidasa. La detecciéon se llevd a cabo con el sustrato para
peroxidasa SuperSignal West Dura substrate (Pierce) y se detectdé la sefal

luminiscente en un fotodocumentador UVP chemisystem (UVP, Inc.).

4.4. Ensayos preliminares de inmunizacion

4.4.1. Inmunizacion subcutanea de ratones Balb/c

Se seleccionaron dos lechugas transgénicas de generacion T2 transformadas con
el gen VSRsn (26A3 y 4C9). Se formaron 5 grupos de cinco hembras Balb/c de 8
semanas de edad. Los ratones se mantuvieron en ayuno el dia previo a la
inmunizacion; el tratamiento consistié en administrar por via oral 50 mg de planta
liofilizada resuspendida en 500 pL de PBS (26A3, 4C9 vy silvestre), 5 pug de
antigeno de VSR (Serotec) como control positivo o 500 yL de PBS solo como
control negativo. Se administraron cuatro dosis, los dias 0, 7, 14 y 23; el dia 31
fueron sacrificados y se recolectaron muestras de suero y lavados traqueo-

pulmonares (Figura 6).

Inmunizacion

Dia 0 7 14 21 23 3
——t———t+——
Primeradosis Segunda Tercera Sangradode Cuarta Sacrificio
dosis dosis ratones dosis

Obtencion de muestras
de sueroy lavados
tragqueo pulmonares

Figura 6. Esquema de inmunizacion de ratones Balb/c. Se administraron cuatro dosis, los
dias 0, 7, 14 y 23; el dia 31 fueron sacrificados y se recolectaron muestras de suero y

lavados traqueo-pulmonares.
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4.4.2 Obtencién de las muestras

Los ratones fueron anestesiados con cloroformo y se extrajo sangre por puncion
cardiaca. El suero se recupero por centrifugacion a 7,000 rpm por 10 minutos y se
almacend a -70° C hasta su uso.

Para obtener los lavados traqueo-pulmonares, después de la obtencion de la
sangre se disecciond el raton exponiendo el aparato respiratorio; se introdujo una
canula en la traquea, se llenaron los pulmones con 1 mL de PBS adicionado de un
inhibidor de proteasas (SIGMA P9599) y sin retirar la canula se extrajo el PBS de
los pulmones. Las muestras fueron centrifugadas a 8,000 rpm a 4°C por 10
minutos y almacenadas a —70° C hasta que fueron analizadas.

4.4.3. Determinacion de los niveles de anticuerpos

La determinacion de los niveles de anticuerpos se realizd un ensayo de ELISA; las
placas fueron sensibilizadas con el antigeno comercial de VSR (Serotec) a 4 °C
durante toda la noche, se lavaron y se bloquearon con leche descremada al 5%,
se afladieron posteriormente los sueros obtenidos por puncion cardiaca en dilucion
1:50 o los lavados tragueo-pulmonares en dilucion 1:2. Las placas se incubaron
durante 3 horas a 37°C, se lavaron y se afiadié un anti-IgG de ratén o cada uno de
los subtipos de IgG (IgG1 e IgG2a) conjugados con fosfatasa alcalina, se incub6
durante 1 hora a 37°C, se lavo la placa y se afiadi6 1 mg/mL de p-nitrofenil fosfato
en buffer de fosfatasa alcalina; después de 30 min de incubacion se leyd la
absorbancia a 405 nm en un lector modelo 550microplate (Bio-Rad).

Los datos se analizaron con ANOVA por Graph Pad Prism software 5. Se utilizé la
prueba de la diferencia estadistica significativa de Tukey. Una p <0.05 fue

considerada estadisticamente significativo.

34

Luzmila Martinez Gonzélez



||||||

V. RESULTADOS Y DISCUSION

35

Luzmila Martinez Gonzélez



IPICYT

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencidn de plantas transgénicas de lechuga con el gen sintético
VSRsn

En los reportes de vacunas generadas en plantas para el VSR, se expresan el gen
de la proteina F (Shandu y col., 2000) o epitopos de la proteina G (Belanger y col.,
2000) aislados directamente del virus, que han resultado inmunogénicas y en el
caso de los epitopos de la proteina G inmunoprotectoras; sin embargo, se sabe
gque expresar genes de otros organismos en plantas, debido a un uso de codones
diferente, reduce la eficiencia de la expresién y se producen niveles bajos de
proteinas recombinantes, por lo que existen reportes que demuestran que
expresar genes sintéticos disefiados para la expresion en plantas mejora hasta en
un orden de magnitud la expresion de proteina soluble total (Haq y col., 1995).
Por otro lado, la expresién de epitopos relevantes en lugar de proteinas completas
reduce el riesgo de reacciones adversas generadas por muchas vacunas (Yu y
Langrige, 2001).

Para generar una vacuna contra VSR en lechuga se decidié hacer una fusion de
epitopos de la proteina F y la G de VSR y disefiar un gen sintético optimizado para
el uso eficiente de codones para su expresion en lechuga por transformacion
nuclear.

Para determinar las regiones seleccionadas, se analizaron las secuencias de
aminoéacidos de las proteinas F y G (Martinez-Gonzalez, 2009) con el programa
Antheprot, que determina las regiones antigénicas dando un valor a cada
aminoacido de acuerdo a sus caracteristicas (hidrofilicidad, estructura, entre
otras). Por otro lado, se tomaron en cuenta estudios previos de las regiones
inmunogénicas de la proteina F (Lopez y col., 1998) y la expresion en plantas de
un epitopo de la proteina G que resultd ser inmunogénico e inmunoprotector
(Belanger y col., 2000). Con base en lo anterior se decidio fusionar tres epitopos
de la proteina F (aminoacidos 261-273, 378-391 y 431-451) y uno de la proteina G
(aminoacidos 170-191) y dos regiones tomadas de la secuencia de la toxina
tetanica (Soria-Guerra y col., 2007) unidos por un espaciador rico en prolinas
reportado por Cardenas y Clements en 1993.
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Se afadié una secuencia SEKDEL para la retencion de la proteina recombinante
en el reticulo endoplasmico lo que incrementa su acumulacion en las células
vegetales de 2 a 10 veces (Yu y Landrige 2001; Rigano y Walmsley, 2005) y sitios

de restriccion para su clonacion en el vector binario pBI-121.

5.1.1. Obtencion de plantas transgénicas para el gen VSRsn

La estandarizacién de la transformacién y regeneracion de plantas de lechuga fue
realizada en el laboratorio con anterioridad (Martinez-Gonzalez y col., 2011).

La transformacion de plantas de lechuga fue realizada mediante la infeccion de
cotiledones con la cepa de A. tumefaciens que porta la construccion pBI-VRSsn;
se transformaron 300 cotiledones de los cuales, aproximadamente dos meses
posterior a la infeccion, se obtuvieron callos resistentes al agente de seleccion en
el medio de cultivo (MSJ +100 mg/L kanamicina + 500 mg/L cefotaxima). Estos
callos se colocaron en el medio MS104 adicionado de 100mg/L de kanamicina y
en dos meses mas, se obtuvieron brotes que se cortaron y se colocaron en medio
de enraizamiento (MS + kanamicina 100 mg/mL); una vez enraizadas, las plantas
se llevaron a tierra, se analizaron por PCR y las plantas positivas (13 lineas) se
mantuvieron hasta la formacién de semillas (generaciéon TO). El proceso de

transformacion y regeneracion se esquematiza en la Figura 7.

Explante inicial: Infeccién con A. tumefaciens Medio de Medio de seleccion
hojas cotiledonarias portando el plasmido de cocultivo UM por (Kanamicina 100 mg/L,
interés 2 dias cefotaxima 500 mg/L)
60 dias

S

: /,1/("“ 1

i T
7 1-».“_:'>,5,{(A/ |
Medio de para Transferencia
generar raiz a tierra. Plantas adultas Obtencioén de semillas
90 dias 4 meses 6 meses
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Figura 7. Representacién esquematica de la transformacion de plantas via Agrobacterium

tumefaciens y regeneracion de plantas de lechuga.

5.1.1.1. Obtencién de la generacion estable T2

Once de las 13 lineas obtenidas en la generacion TO produjeron semillas que
fueron germinadas en medio de seleccion (1/2 MS + 200 mg/L de kanamicina);
una vez germinadas se pasaron a tierra obteniendo asi la generacion T1. Las
trece lineas resultaron positivas por PCR con oligonucleétidos especificos para el
transgén y ELISA utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina F viral del
VSR (Figura 8); ocho de estas plantas produjeron semilla y se colocaron en medio
para germinacion con 200 mg/L de kanamicina, obteniendo el 100% de
germinacion y desarrollo de la plantula en 7 de ellas (Figura 9). Para el caso de la
linea 29A de la planta T1 solo se obtuvo una semilla y la plantula no toleré el
agente de seleccion.

La insercidn del transgén por Agrobacterium no esta dirigida; ocurre al azar dentro
del genoma de la planta. Esto puede ser una razon del porque no todas las
plantas lleguen a ser adultas, mantengan el fenotipo silvestre o generen semillas
viable, ya que el ADN insertado puede interrumpir genes necesarios para el

desarrollo o reproduccion normal de la planta (Leeuwen y col., 2001).

ELISA
Lechuga T1 VSRsn

0.14 -
012
1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 - + 0

1
o 0.08 1
< 0.06
0.04
0.02 I
o L
1 2 3 4 5 8 7 8 9

Linea

Figura 8. Andlisis de la generacion TO de lechuga transgénica. A. Reaccion en
cadena de la polimerasa; los productos (460pb) fueron amplificados a partir de
ADN gendmico con los oligonucleétidos FSN y RSN, 1Kb es el marcador de peso

molecular, 1-15 plantas transgénicas; B. ELISA de plantas T1 de lechuga, se
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utilizé un anticuerpo comercial contra la proteina F y extractos solubles de las

plantas transgénicas (1-8) y planta silvestre (9).

Figura 9. Plantulas de lechuga transgénicas con el gen VSRsn (T2). Se germinaron
semillas de lechuga T1 en 200mg/L de kanamicina de las lineas 4, 24, 26, 27, 29, 32 y 46
y lechuga silvestre (WT).

5.1.2. Andlisis de transformantes de la generacion T2

Tanto a la generacion TO como a la T1 se le realizaron analisis de PCR y ELISA
que al ser positivos nos corroboraron la presencia del transgén y de la proteina
heter6loga respectivamente (Figura 8); sin embargo, se considera que las
generaciones TO son heterocigotas y la T1 en un alto porcentaje sigue siendo
heterocigotas para el transgén a pesar de haberse seleccionado en un medio con
antibiético; la homocigosis suele alcanzarse hasta la generacion T2 que sigue
creciendo en el agente de seleccion y, por lo tanto, es esta generacion la que
consideramos estable y es la que se utiliza en los ensayos de inmunogenicidad de
la proteina, por lo que antes de realizar los ensayos inmunoldgicos y con el fin se
seleccionar las plantas que nos serviran para dichos ensayos se realizan analisis
que nos confirmen la presencia del transgén y de la proteina heterdloga en las
plantas T2.
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5.1.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con la finalidad de comprobar la presencia del transgén se realiza un analisis por
PCR utilizando oligonucleotidos especificos para el gen VRSsn (FSN y RSN), a
partir de ADN genomico de las siete plantas transgénicas y una planta silvestre,
usando como control positivo el plasmido pBI-VSRsn; la Figura 10 muestra el
resultado de dicho analisis. La banda esperada es de 480pb; las siete plantas
analizadas resultaron positivas, 1o que nos indica que las plantas de la generacion

T2 presentan el transgén de VSRsn.

1Kb 1 2 3 4 5 6 7/ 8 9 +

«— 480pb

Figura 10. Detecciéon por PCR del gen VSRsn en plantas transgénicas. Los productos de
PCR fueron amplificados a partir de ADN gendmico con los oligonucleétidos FSN y RSN.
1kb es el marcador de peso molecular, 1 planta silvestre, 2-8 plantas transgénicas, 9

control negativo (blanco de reactivos), y + control positivo plasmido pBI-VSRsn.

5.1.2.2. Southern blot

Para confirmar la integracién del transgén VSRsn al genoma de la planta, se
analizaron 5 de las lineas positivas por PCR (ya que no se contaba con material
suficiente de las otras dos lineas) y una planta no transformada (control negativo)
mediante Southern blot, utilizando 70ug de ADN sometido a restriccion con la
enzima Hindlll, la cual reconoce un sitio de restriccion Unico en el T-DNA; la
hibridacién se realiza con la una sonda especifica para VSRsn (producto de PCR

marcado no radiactivamente).
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Este andlisis se realizd en varias ocasiones; sin embargo, solo fue posible ver la
sefial de hibridacion en las lineas 4C y 26A, con una sola copia del transgén
(Figura 11). Las siete lineas habian sido positivas para PCR y, como se vera mas
adelante, también son positivas por ELISA; la discrepancia en estos resultados
quiza se deba a las variantes de la metodologia como la calidad y pureza del ADN,
la eficiencia en la digestion con la enzima de restriccion o la técnica de revelado
(quimioluminescente) que es menos sensible que técnicas radiactivas no
disponibles en el laboratorio. Sin embargo, este resultado nos da una primera
pauta para seleccionar las plantas de las lineas 4C y 26A para los andlisis de
inmunogenicidad.

wWT 4ac 27B  46F  28F 26A pBI-VSRsn ;

Figura 11. Analisis tipo Southern blot para confirmar el patrén de integracién del gen
VSRsn en el genoma de lechuga. Los ADNs fueron digeridos con Hindlll e hibridados con
la sonda VSRsn (producto de PCR marcado con Digoxigenina). WT, planta silvestre;

carriles 4C, 27B, 46F, 24l y 26A plantas transgénicas, pBl-VSRsn, control positivo.

5.1.2.3. SDS-PAGE

Una vez que se confirm@ la presencia del transgén en las plantas transgénicas, es
necesario corroborar la presencia de la proteina heterdloga; para ello a la par del
Southern blot se realiza un ensayo con geles de SDS-PAGE. Para ello se
cuantifico por el método de Bradford el extracto soluble de 5 de las lineas
transgénicas y de una planta silvestre y se tomaron aproximadamente 20 ug de
proteina y se corrieron en un gel de SDS-Poliacrilamida al 16%. Los resultados se

muestran en la Figura 12.
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MP WT 4C9 26A3 26B5 27A1 28F2 46Al1

20 kDa

15kDa

10 kDa

Figura 12. Andlisis de SDS-PAGE de los extractos solubles de las plantas transgénicas.
Gel de SDS-Poliacrilamida al 16% tefido con azul de Coomassie coloidal; MP, marcador
de peso; WT extracto de planta silvestre, carriles 4C9, 26A3, 26B5, 27A1, 28F2 y 46A1l

extractos de plantas transgénicas.

Como se puede observar el Figura 12, los extractos de las seis plantas analizadas
(5 lineas; 26A3 y 26B5 son plantas diferentes de una misma linea), muestran una
banda diferencial con respecto al extracto de la planta silvestre, de
aproximadamente 19 kDa, que es la banda esperada; ello nos da un indicio de la
presencia de la proteina heterdloga en las plantas transgénicas; sin embargo, es

necesario realizar los ensayos de ELISA y Western blot para confirmar.

5.1.2.4. Inmunoensayo enziméatico (ELISA)

Para confirmar la antigenicidad de la proteina obtenida las plantas de lechuga se
realizdé un ensayo enzimatico (ELISA); nuestra proteina esta conformada por tres
epitopos de la proteina F y uno de la proteina G de VSR por lo cual se hizo este
andlisis usando un anticuerpo policlonal anti-F de RSV (Serotec MCA490) y un
anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina. Se analizaron 5 lineas de
la generacion T2; la Figura 13 muestra los resultados de este andlisis. Todas las
lineas analizadas presentaron una absorbancia mayor comparadas con la planta
silvestre (0.08-0.13 en comparacion con la silvestre que es 0.04), lo que indica que
la proteina heteréloga es reconocida por el anticuerpo policlonal anti-proteina F del
VRS; ademas, podemos observar que hay diferentes niveles de produccién de la
proteina en las 5 lineas, destacando la 4 (0.11) 26 (0.10) y 27 (0.13). La

variabilidad observada en la expresion del antigeno de linea a linea es comun y se
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ha informado anteriormente; esta variacion puede deberse a los diferentes sitios
de integracion del transgén, los cambios en la actividad del promotor y el nimero
de copias insertadas (Mlynarova y col., 1994;Leeuwen y col. , 2001).

0.14

0.12

0.1
0.08
Abs.
0.06
0.04
(]

28F1 4C9 46F1 26A3 2781 WT
Linea

Figura 13. Andlisis de ELISA para las plantas transgénicas de lechuga de generacién T2.
Se utiliz6 un anticuerpo comercial contra la proteina F de VSR y extractos solubles de las

plantas transgénicas y de una planta silvestre (WT).

5.1.2.5. Western blot

El analisis de ELISA descrito con anterioridad no solo confirma la presencia de la
proteina heterdloga que veiamos como banda diferencial en el SDS-PAGE,
ademas nos dice que nuestra proteina puede ser reconocida por un anticuerpo
policlonal contra la proteina F de VSR (Serotec MCA490); en otras palabras, que
es antigénica. Sin embargo, para confirmar esta afirmacién realizamos un analisis
de Western blot a las lineas 4C y 26A que seran utilizadas en los ensayos de
inmunogenicidad. En la Figura 14 podemos ver que ambas lineas son positivas

para este ensayo.

4C 26A WT

Figura 14. Analisis de Western blot del extracto soluble de lechugas transgénicas. Lineas
transgénicas: 4C y 26A; linea silvestre: WT. Se utiliz6 como anticuerpo primario un
anticuerpo anti-F de VSR y un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa; la

membrana se reveld por quimioluminiscencia.
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5.1.3. Ensayos de inmunogenicidad por via oral en ratones Balb/c de la
proteina VSRsn producida en lechuga

Actualmente no existe una vacuna contra el VSR en el mercado; los estudios que
se han hecho tratando de encontrar una vacuna son diversos y varian tanto en las
proteinas del VSR utilizadas como en las dosis y las vias de inmunizacion.

Con el objetivo de comprobar la inmunogenicidad in vivo de la proteina
expresadas en lechuga se realizaron estudios inmunoldgicos en donde se evalud
la produccion de anticuerpos IgG, IgA, IgG2a e IgG1 en muestras de suero y
lavados traqueo-pulmonares obtenidos de ratones Balb/c de 8-12 semanas de
edad, a los que se les administrd por via oral 50 mg de lechuga transgénica de las
lineas 4 y 26, liofilizada y resuspendida en 500 uL de PBS.

Cada grupo consto de 5 ratones a los cuales se les aplicaron cuatro dosis a los 0,
7, 14 y 21 dias, como se describe en la seccion de metodologia.

Una semana después de la cuarta dosis los ratones se sacrificaron y se obtuvo
suero y lavados traqueo-pulmonares; ambos fueron analizados por ELISA para
determinar los niveles de anticuerpos.

Considerando que no hay una vacuna comercial que nos sirva de base sobre las
dosis que debemos utilizar, que en los intentos de vacunacién que se han
realizado no hay un consenso en las dosis utilizadas y que nuestra proteina es
una mezcla de epitopos que no ha sido reportada con anterioridad, la dosis
utilizada (50 mg de planta liofilizada) fue seleccionada con base en estudios que
se han hecho para otros antigenos en plantas y para la proteina F de VSR en
tomate (Shandu y col., 2000).

5.1.3.1. Determinacion de los niveles de anticuerpos en suero

Llos sueros obtenidos de cada una de los ratones (5 por grupo) fueron analizados
por ELISA indirecto en una dilucion 1:50 y utilizando un anticuerpo anti-lgG de
raton conjugado con fosfatasa alcalina. Podemos observar en la Figura 15 que la
absorbancia obtenida en las lineas transgénicas (L4 y L26) es mayor que la

obtenida en la planta silvestre y en el control negativo (PBS); esto nos indica que
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la proteina producida en las plantas transgénicas es capaz de generar anticuerpos
IgG y por lo tanto podemos considerarla como inmunogénica por via oral.

IgG
* %k
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Figura 15. Respuesta anti-VSR en suero (IgG). Se administraron cuatro dosis 50mg de
lechuga transgénica (L4 y L26), 50mg de lechuga silvestre (WT), 5 ug del antigeno
comercial VSR como control positivo y PBS como control negativo a ratones Balb/c. Los
sueros se analizaron por ELISA en dilucion 1:50 Se muestra el valor medio A492, de cada
grupo experimental (n=5).

La inmunoglobulina IgG representa el 80% de las inmunoglobulinas en sueroy se
genera como defensa a infecciones producidas por patbgenos como bacterias o
virus; por lo tanto la presencia de este anticuerpo es un reflejo de una exposicion

previa con un antigeno (Abbas y Lichtman, 2004).

5.1.3.2 Determinacion de los niveles de anticuerpos en lavados traqueo-
pulmonares.

Los lavados traqueo-pulmonares se analizaron en una dilucion 1:2 y, cémo
podemos observar en la Figura 16, la absorbancia correspondiente a los lavados
tragueo-pulmonares obtenidos de ratones inmunizados con la planta transgénicas
L4 (0.75 ) es mayor que la obtenida en los inmunizados con la planta silvestre

(0.3) y el control negativo (PBS); esto nos indica que la proteina producida en
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plantas es capaz de generar anticuerpos especificos IgG en la mucosa respiratoria

cuando se administra por via oral.
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Figura 16. Respuesta anti-VSR en lavados traqueo-pulmonares (IgG). Se administraron
cuatro dosis 50mg de lechuga transgénica (L4 y L26), 50mg de lechuga silvestre (WT), 5
Mg del antigeno comercial VSR como control positivo y PBS como control negativo a
ratones Balb/c. Se obtuvieron lavados traqueo-pulmonares y se analizaron por ELISA en

diluciéon 1:10; se muestra el valor medio A492 de cada grupo experimental (n=5).

Considerando que el VSR es un virus respiratorio, su via de entrada es aérea y su
tejido blanco las células pulmonares, obtener una respuesta inmune en las

mucosas del sistema respiratorio contribuye a la eficacia de la vacuna.

5.1.3.3 Determinacion de los isotipos IgG1 e IgG2a

A fin de caracterizar el tipo de la respuesta inmune inducida (Thl o Th2), se
cuantificaron por ELISA las subclases de anticuerpos IgG1 e IgG2a en los sueros
y lavados traqueo-pulmonares de los ratones inmunizados con las plantas

transgénicas.
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Se sensibilizaron placas de ELISA con el antigeno comercial VSR (Serotec), se
agrego el suero o los lavados traqueo-pulmonares de los ratones alimentados con
las lechugas transgénicas y se utilizaron como anticuerpos secundarios los
subtipos IgG1 e IgG2a conjugados con fosfatasa alcalina.

La Figura 17 muestra las absorbancias correspondientes a los sueros de ratones
inmunizados con la lechuga transgénica 4C9 (A) y la 26A3 (B) para cada uno de
los subtipos. Para ninguno de los dos grupos de ratones se observé una diferencia
significativa entre el resultado para los isotipos de IgG; este resultado fue
semejante cuando se analizaron los lavados traqueo-pulmonares (Figura 18).

Las respuestas del sistema inmune hacia los antigenos suelen ser complejas y
diferentes, dependiendo de la via de infeccion o inmunizacion, del tipo de
antigeno, del estado de salud de la persona, entre otras consideraciones.
Generalmente podemos distinguir dos tipos de respuesta inmune principales
debidos al equilibrio funcional de los linfocitos CD4 o Th. El estimulo de los
linfocitos CD4 por algunos antigenos da lugar a una respuesta Thl caracterizada
por la secrecion de gamma interferdn, interleucina 2, interleucina 12 y anticuerpos
IgG2a; esta respuesta origina una poblacién de linfocitos citotdéxicos, que es
fundamental en la defensa y aclaramiento de infecciones producidas por
microorganismos intracelulares, como bacterias, protozoos y virus.

Otros antigenos desencadenan una respuesta Th2; en este caso se produce una
secrecion de interleucina 4, interleucina 5, interleucina 6, interleucina 10 y
anticuerpos IgG1l esta respuesta favorece la produccién de anticuerpos que
median la destruccion de organismos extracelulares.

En el caso de una infeccion por VSR idealmente se genera una respuesta Thl que
en condiciones favorables resuelve la enfermedad (Openshaw y col., 2005), se ha
demostrado tanto en células humanas como en modelos experimentales de
ratones que la produccion de IFNy crea un ambiente antiviral contra el VSR
(Vergara y col.); sin embargo, los intentos previos de vacunacién contra este
patdgeno desencadenaron una respuesta inmune Th2 exacerbada en los
individuos vacunados cuando estuvieron en contacto con el virus, que no se

presento en los individuos a quienes se les administro el placebo. Es por ello que
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tener un equilibrio entre las respuestas Thl y Th2 es importante en el caso de
vacunas contra VSR.

Al no observar una diferencia entre los isotipos IgGl e IgG2a suponemos que
existe un balance entre los tipos de respuesta Thl y Th2; esto concuerda por lo
reportado por Shandu y col. en 2000, donde probaron por via oral la proteina F
viral producida en jitomate. También esta de acuerdo a los resultados de Stab y
col., (2013) en donde probaron una vacuna de ADN (F de VSR) por
electroporacion intramuscular y por Phan y col. (2014) donde probaron por via
intranasal una vacuna recombinante basada en la proteina F de VSR.

A L4 B L26
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Figura 17. Isotipos IgG1l e IgG2a en suero. Suero de ratones a los que se les
administraron cuatro dosis de 50mg de lechuga transgénica de la linea 4 (A) y de la linea
26 (B) fueron analizados por ELISA en dilucion 1:50 para los isotipos de IgG1 e IgG2a. Se

muestra el valor medio A492 de cada grupo experimental (n=5)
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Figura 18. Isotipos IgG1l e IgG2a en lavados traqueo-pulmonares. Liquidos tragueo-
pulmonares de ratones a los que se les administraron cuatro dosis de 50mg de lechuga
transgénica de la linea 4 (A) y de la linea 26 (B) fueron analizados por ELISA en dilucion
1:10 para los isotipos de 1gG1 e IgG2a. Se muestra el valor medio A492 de cada grupo

experimental (n=5).

La exacerbacién de la respuesta inmune Th2 generada por la vacuna F1-VSR
(vacuna de la década de los 60°s inactivada por formalina) se present6 cuando los
individuos vacunados estuvieron en contacto con el virus causando que el 80% de
los nifios que se infectaron necesitaran hospitalizacion frente a un 5% del grupo
control (Kim y col., 1969); por ello es necesario que evaluemos como siguiente
paso que este balance de la respuesta inmune generada por nuestra proteina se

mantenga después de la exposicién al virus.

El analisis de inmunogenicidad por via oral de péptidos antigénicos ya ha sido
descrito en trabajos donde han expresado diversas proteinas en plantas. El primer
trabajo donde se reporta la expresion de un antigeno en plantas fue realizado por
Curtiss y Cardineau (1990) quienes expresaron la proteina de superficie de
Streptococcus mutans en tabaco obteniendo una respuesta inmune en mucosas;
este estudio marca una pauta en la produccion de proteinas en plantas y sus

posteriores analisis. Asi, diversos antigenos han sido producidos en plantas y
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demostrado su inmunogenicidad en ratones: antigenos de la hepatitis B en papas
(Mason y col.,, 1998; Rukavtsova y col.,, 2015); E. coli (LTB) en zanahoria y
lechuga (Rosales-Mendoza y col., 2009; Martinez-Gonzalez y col.,, 2011);
antigenos de DPT en jitomate (Soria-Guerra y col., 2011); particularmente para
VSR se ha expresado la proteina F viral en tomate cherry, mostrando respuesta
inmune generando antigenos IgG e IgA en ratones Balb/c (Shandu y col., 2000).
En este trabajo nosotros logramos obtener en plantas de lechuga una proteina que
resulté ser inmunogénica en ratones Balb/c cuando se administra por via oral.
Este es un primer paso para la generacion de una vacuna en plantas contra el

VSR que contenga epitopos de las proteinas F y G.

Como siguiente paso debemos evaluar si nuestra proteina es capaz de generar

anticuerpos neutralizantes contra el VSR.
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5.2. Transformacidn genética de cloroplastos de tabaco con el gen VSRsc.
Para la transformacion genética de cloroplastos de tabaco contamos con un gen
bicistronico (Patifio-Rodriguez, 2007) derivado del vector pKCZ, el cual contiene
el gen aadA que confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina a las
células transformadas; en este vector fue clonado nuestro gen sintético VSRsc
optimizado segun el uso de codones para su expresion en cloropastos.

Este gen, al igual que el descrito para la transformacion genética de lechuga,
contiene la secuencia para tres epitopos de la proteina F y un epitopo de la
proteina G, ademas de dos adyuvantes de la toxina tétanica. A diferencia del gen
para transformacion nuclear que contiene una sefal de retencion al reticulo
endoplasmico, éste contiene un sitio de union a ribosomas y al ser clonado en el
vector biscistronico adquiere el promotor de cloroplastos Prrn y los sitios de
recombinaciéon homologa para el genoma de cloroplastos de tabaco (trnR-ACG y
trnN-GUU); de esta manera por doble recombinacion homdloga insertamos

nuestro gen en el genoma del cloroplasto de tabaco.

5.2.1. Obtencion de plantas transplastémicas de tabaco con el gen VSRsc.

La transformacion y regeneracion de hojas de tabaco ha sido estandarizada con
anterioridad en el laboratorio (Herrera-Diaz, 2005; Patifio-Rodriguez, 2007), y se
basa en el protocolo descrito por en Daniell y col. (2005); el proceso se
esquematiza en la Figura 19.

Se transformaron hojas de 3 a 4 semanas de edad de Nicotiana tabacum, usando
particulas de oro de 0.6 um de diametro cubiertas de ADN plasmidico; después
del bombardeo las hojas se cortaron en fragmentos pequefios y se colocaron en
medio de cultivo RMOP (sin antibiético), donde se incubaron durante 2 dias en
obscuridad. Posteriormente se transfirieron al medio RMOP de seleccion (RMOP
+ 500 mg/L de espectinomicina). Aproximadamente dos meses después se
observaron los primeros brotes organogénicos; una vez que se obtuvieron hojas
de aproximadamente 1 cm de didmetro se cortaron y se colocaron nuevamente en
medio de seleccion con la finalidad de formar nuevamente callo (primera ronda de

seleccion), este proceso se repitio tres veces mas. El objetivo de las 3 rondas de
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seleccion es obtener plantas homopléasticas; de este proceso se obtuvieron 5
lineas tentativamente transplastémicas de las cuales las plantulas resultantes de
la tercera ronda de seleccion fueron colocadas en medio MS sin reguladores de

crecimiento para generar raiz y posteriormente se transfirieron a tierra.

_Explame Disparo
Hojas de 3 a 4 Presion: 1400 psi
semanas Distancia: 9 cm

Plantas de tabaco con
tres rondas de seleccion

Primera ronda de Segunda ronda de
seleccion seleccion

Figura 19. Proceso de transformacion de hojas de tabaco por el método de biobalistica.

5.2.1.1 Obtencion de plantas de la generacion T2

Se obtuvieron semillas de 5 lineas de tabaco transplastomico T1 que habia sido
analizado por PCR y ELISA dando resultados positivos para el transgén y la
proteina; estas semillas se germinaron en medio de seleccibn (1/2 MS +
espectinomicina 500 mg/L). La Figura 20 muestra los resultados obtenidos.

Figura 20. Plantulas de tabaco transplastémico T2 con el gen VSRsc , germinadas en
medio con espectinomicina 500 mg/L. Las plantulas blancas corresponden a la linea
silvestre; en las plantas transplastomicas el primer nimero y letra se designan en la

generacion TO, las segundo en la T1.
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Como se menciond en la seccion 5.2 las plantas transplastdmicas, contienen el
gen aadA y se seleccionan con espectinomicina y estreptomicina, estos
antibioticos inhiben la sintesis de proteinas del cloroplasto en las plantas silvestres
y por ello presentan un fenotipo blanco cuando se someten al agente de seleccion
como se observa en la Figura 20, por otro lado, las plantas transformadas no

deberan presentar cambios en su fenotipo.

5.2.2. Andlisis de transformantes de la generacion T2

5.2.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La presencia del transgéen se verific6 por medio de un ensayo de PCR con
oligonucledtidos especificos para el transgén (FSC y RSC) a partir de ADN
gendmico de cuatro plantas transplastdmicas y una planta silvestre, usando como
control positivo el plasmido pKCZ-VSRsc. La Figura 21 muestra el resultado de
dicho andlisis.

La banda esperada es de 480pb; las cuatro plantas analizadas resultaron
positivas, lo que nos indica que las plantas de la generacion T2 presentan el

transgén de VSRsc.

dkb 1A1 1B1 1C1 1D1 WT pKCZv-SRsc -

(S & < o

Figura 21. Deteccion por PCR del gen VSRsc en plantas transplastémicas. Los productos
de PCR fueron amplificados a partir de ADN gendmico con los oligonucleétidos FSC y
RSC; usando el pldsmido pKCZ-VSRsc como control positivo. 1kb es el marcador de

peso molecular, WT es la planta silvestre.
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5.2.2.2. Inmunoensayo enzimético (ELISA).

A las plantas de tabaco positivas por PCR se realizdé un analisis de ELISA para
comprobar la antigenicidad de la proteina heterdloga, el protocolo se describe en
la metodologia. Se sensibilizaron las placas con extracto acuoso obtenido de
plantas de tabaco, se utilizd un anticuerpo policlonal anti-F de VSR y un anticuerpo
secundario conjugado con fosfatasa alcalina, la placa se leyé a 405 nm en un
lector de microplacas; en la Figura 22 se muestran los resultados de este ensayo.
Todas las lineas analizadas presentaron una absorbancia mayor comparadas con
la planta silvestre (0.06-0.08 en comparacion con la silvestre que es 0.04), lo que
indica que la proteina heterdloga es reconocida por el anticuerpo policlonal anti-
proteina F del VRS.

Tabaco T2 VSRsc

0.1

110010

0
1 2 3 4 5
Linea

A

Figura 22. Analisis de ELISA para las plantas transplastomicas de tabaco de generacion
T2. Se utiliz6 un anticuerpo comercial contra la proteina F de VSR y extractos solubles de

las plantas transplastémicas (1-4) y de una planta silvestre (5).

5.2.2.3 Southern blot

Con el fin de realizar un ensayo confirmatorio de la integracion del transgén en el
genoma del cloroplasto de tabaco, se decidi6 realizar el ensayo de Southern blot.
Para detectar la integracién al genoma de cloroplasto se utilizé una sonda dirigida
a uno de los sitios de recombinacién homoéloga (trnN) En la Figura 23 se muestra

el andlisis de Southern blot y el mapa de restriccion y la localizacion de la sonda.
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En el genoma de cloroplasto de tabaco silvestre se encuentran naturalmente tres
sitios de corte de la enzima Bglll en la zona de recombinacién homologa donde se
encuentran los genes rrm23-trnR/trnN-ndhF, por lo tanto al digerir totalmente el
genoma silvestre de cloroplastos y utilizar una sonda que detecta el gen trnN se
debe detectar una sefal con el peso molecular de 2.0 kb. Sin embargo, al
transformar el genoma de cloroplastos en este mismo sitio se pierde uno de los
sitios de corte de la enzima Bglll; por lo tanto, el resultado de la sefial usando la
sonda contra el gen trnN permite detectar la sefial correspondiente al peso
molecular de 7.5 kb que incluye la zona de recombinacion homologa junto con el
gen bicistrénico que esta formado por el gen de VSRsc y el gen del agente de
seleccién a espectinomicina.

Los resultados observados en del Southern blot con la sonda trnN, nos
comprueban la integracién del gen VSRsc en el genoma de cloroplastos de tabaco
y nos sugiere que las plantas analizadas alcanzaron la homoplastia; esto ya que
solo observamos una banda de 7.5 kb. Si en nuestras plantas hubiera
heteroplastia, observariamos también la banda de 2.0 kb correspondiente al

genoma silvestre.

A WT 1A1 1B1 1C1 1D1

= = <«—— 75Kb
Bl B/l Bglll s g 2 g

Genomasilvestre
trnN

Bylll Bglll
trnR VSRsc: aadA trnN

Genoma transformado

Sonda trnN . <4+—— 2.0Kb

2.0kb

7.5kb

Figura 23. Andlisis de Southern blot de plantas transplastémicas de tabaco con el gen
VSRsc. Los ADNSs fueron digeridos con Bglll e hibridados con la sonda TRN (producto de
PCR marcado con Digoxigenina). A. esquema de localizacién de la sonda marcada; B.
resultado del andlisis, WT, planta silvestre; 1A1, 1B1, 1Cl1 y 1D1 plantas

transplastémicas.
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Los andlisis hechos a las plantas transplastomicas nos demuestran que es posible
expresar un gen sintético del VSR en cloroplastos de tabaco y que la proteina
heter6loga resultante es reconocida por un anticuerpo policlonal contra la VSR;
anteriormente se comprob6 que cuando se obtiene una proteina semejante por
transformacion nuclear en plantas de lechuga dicha proteina es inmunogénica en
ratones Balb/c por via oral;, queda por evaluar si la proteina obtenida en

cloroplastos de tabaco tiene un resultado semejante.
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5.3 Transformacion genética de plantas de lechuga y tabaco con los genes
VRSsnAG y VSRscAG.

5.3.1 Genes VRSsnAG y VSRscAG

Las vacunas generadas contra el VSR han resultado con una respuesta
exacerbada y dafiina del sistema inmune; algunos autores adjudican ésto a la
proteina G (Shandu y col.,, 1999); es por esto que los genes sintéticos se
disefiaron de manera que el epitopo de la proteina G quede flanqueado por sitios
de restriccion que permitan eliminarlo de la construccion para expresar solo los
epitopos de la proteina F.

Se elimind la secuencia que codifica para la proteina G tanto en la construccion

para transformacién nuclear como en la de cloroplastos.

5.3.2 Transformacién de plantas

La construccion modificada para transformaciéon nuclear se introdujo en la bacteria
Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 y con ella se realiz6 la transformacion
genética de plantas de lechuga.

Con la construccion modificada para transformacion de cloroplastos se recubrieron
particulas de oro que fueron usadas para la transformacion de cloroplastos de
tabaco via biobalistica.

Se lograron obtener 7 lineas de tabaco transplastbmico de generaciéon Tl y 3

lineas transgénicas de lechuga.

5.3.3 Andlisis de transformantes

5.3.3.1 Reaccién en cadena de la polimerasa

La presencia del transgén se verificO por medio de un ensayo de PCR con
oligonucledtidos especificos para el transgén (FSC y RSC para tabaco y FSN y
RSN para lechuga) a partir de ADN gendmico de las plantas transformadas y una
planta silvestre, usando como controles positivos los plasmidos pKCZ-VSRscAG y
pBI-VSRsnAG. La Figura 24 muestra el resultado del analisis hecho a las plantas
de tabaco (A) y lechuga (B).
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La banda esperada es de 380pb; las 7 plantas de tabaco y las 5 de lechuga
analizadas resultaron positivas, lo que nos indica que las plantas de la generacion
T1 presentan el transgén de VSRscAG en tabaco y VSRcnAG en lechuga.

123 4 5678 91011

Figura 24. Analisis por PCR de plantas transgénicas y transplastomicas. A. Plantas de
tabaco transplastémicas con el gen VSRscAG. Carril 1 marcador de peso molecular,
carriles 2-8 plantas transplastomicas, carril 9 planta silvestre, carriles 10 y 11 controles
negativo y positivo respectivamente; B. Plantas de lechuga transgénicas con el gen
VSRsnAG: carril 1 marcador de peso molecular, carriles 2-6 plantas transgénicas, carriles

7 y 8 control positivo y negativo respectivamente.

Por cuestiones de tiempo no fue posible obtener las generaciones estables en
ambas transformaciones; es necesario tener la T2 y realizar los analisis para
comprobar la presencia de la proteina recombinante y posteriormente los analisis
de inmunogenicidad en ratones y hacer una comparaciéon entre los resultados
obtenidos cuando se tienen epitopos de las proteinas F y G o solo F, poniendo
especial énfasis en los subtipos de IgGs ya que nos daria una idea de si se altera
el balance de respuesta Th1/Th2.

Una de las principales causas de mortalidad y morbilidad alrededor del mundo son
las enfermedades respiratorias de las cuales los principales agentes etioldgicos

son los virus y de estos el virus sincicial respiratorio ocupa un lugar preponderante
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(Melero y Mas, 2015); el VSR es el responsable de 33.8 millones de casos al afio
en nifios menores de 5 afos, de 3.4 millones de hospitalizaciones y de 66,000-
190,000 muertes (Nair y col., 2010) y a la fecha no existe una medida profilactica o
terapéutica totalmente efectiva; es por ello que el desarrollo de una vacuna contra
este patdogeno es importante; este trabajo presenta un primer paso para el
desarrollo de dicha vacuna. La proteina heterdloga obtenida en las plantas
demostré ser inmunogénica en ratones Balb/c; ahora nos queda por comprobar
gue puede también generar anticuerpos neuralizantes. Por otro lado, actualmente
mueren miles de personas alrededor del mundo a causa de enfermedades que
podrian ser prevenidas por vacunacion; sin embargo, las vacunas no son siempre
accesibles y necesitan de personal capacitado y condiciones especiales para su
manejo, generar vacunas en plantas nos permitiria un manejo mas sencillo (al no
necesitar cadena de frio) y un menor costo lo que permitiria que las vacunas

fueran mas accesibles.
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VI. CONCLUSIONES

e La transformacioén genética de plantas con los diferentes genes sintéticos
del virus sincicial respiratorio es exitosa al poder corroborar la presencia del
transgén hasta la generacion T2.

e Es posible producir polipéptidos con epitopos antigénicos relevantes del
VSR en plantas.

e Las proteinas heterdlogas son reconocidas por un anticuerpo especifico
contra VSR, demostrando asi que son antigénicas.

e La proteina obtenida del gen nuclear VSRsn en plantas de lechuga es
inmunogénica ya que induce anticuerpos especificos en ratones Balb/c.

e La respuesta inmune humoral de ratones Balb/c muestra el balance
Th1/Th2 deseable para VSR.
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ABSTRACT

Recently, plants are being exploited to express recombinant proteins of
pharmaceutical value at low cost; plant-based vaccines present an attractive
system for the production of antigenic peptides. Respiratory syncytial virus (RSV)
is the most important pathogen leading to hospitalizations in young children but is
also important in elderly people. Although RSV has been well studied for more than
40 years, an effective vaccine is not yet available. The current work focused on the
expression of antigenic peptides derived from RSV in plants as a first step for the
development of an edible vaccine. The vector for transformation of lettuce plant,
harboring antigenic sequences of the F and G genes of RSV was obtained. The
synthetic genes were optimized in the codon-usage bias for their expression in
plants. These genes encode for two adjuvants and three epitopes from the F
protein and an epitope from the G protein fused by linkers. The lettuce
transformation was achieved by co-cultivation with Agrobacterium tumefaciens. We
demonstrated the presence of the synthetic gene by PCR and Southern blot
analysis; in addition, the antigenicity of the heterologous protein was demonstrated
by ELISA using a monoclonal antibody against F protein and finally we performed
immunogenic analysis in Balb/c mice; three groups of five female mice were
immunized with transgenic lettuce, wild type lettuce and positive control, the
transgenic lettuce group showed higher IgG antibodies levels than the wild type
lettuce group. This work is a first step towards the generation of an edible vaccine

in plant systems against RSV harboring epitopes from F and G proteins.

Este articulo esta en proceso de publicacién
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Abstract Transgenic plants serve as attractive systems following Agrobacterium-mediated transformation. Selec-
for the production and delivery of subunit vaccines, thus  ted lettuce lines were subjected to GMI-ELISA to confirm
expression of an enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)  the proper quatermnary structure of the LTB protein. Levels
antigen in an edible plant may lead to the development of a2 of accumulation of the pentameric LTB reached up to
viable oral vaccine against cholera and ETEC diarrhea. In 0.05% of the total soluble protein (TSP) in T1 and T2
this study, expression of the beat labile toxin B subunit  progenies of these lines. Oral immunization of Balb/c mice
(LTB) from ETEC was performed in lettuce, and its was conducted using three weekly doses of lettuce-derived
immunological characterization was investigated. A total LTB. This elicited specific and significant antibody
of 27 independent transgenic lines were established responses in both serum and intestinal tissues. Moreover,
mice immunized with lettuce-derived LTB showed
diminished intestinal fluid accumulation following chal-
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Summary

Enterotoxigenic Escherichia coli[ETEC) strains are important pathogens in developing countries. Some vaccine
formulations containing the heat labile toxin B subunit (LTB) have been used in clinical trials; however, the
induction of neutralizing antibodies against the heat-stable toxin (ST), a poor immunogenic peptide, is
necessary, as most ETEC strains can produce both toxins. In this study, a plant optimized synthetic gene
encoding for the LTB-ST fusion protein has been introduced into plastids of tobacco leaf tissues, using biolistic
microprojectile bombardment, in an effort to develop a single plant-based candidate vaccine against both
toxins. Transplastomic tobacco plants carrying the LTB-ST transgene have been recovered. Transgene insertion
into the plastid was confirmed by both PCR and Southern blot analysis. GM1-ELISA revealed that the LTB-ST
fusion protein retained its oligomeric structure, and displayed antigenic determinants for both LTB and ST.
Western blot analysis, using LTB antisera, confirmed the presence of a 17-KDa protein in transplastomic lines,
with the correct antigenicity of the fusion protein. Expression levels of this fusion protein in different lines
reached up to 2.3% total soluble protein. Oral immunization of mice with freeze-dried transplastomic tobacco
leaves led to the induction of both serum and mucosal LTB-ST specific antibodies. Following cholera toxin
challenge, a decrease of intestinal fluid accumulation was observed in mice immunized with LTB-ST-containing
tobacco. These findings suggest that tobacco plants expressing LTB-ST could serve as a plant-based candidate
vaccine model providing broad-spectrum protection against ETEC-induced diarrhoeal disease.

Keywords: ETEC-induced diarrhea, plant-based vaccine, fusion protein, broad-spectrum vaccine, plastid
transformation, oral immunogenicity.
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Expression of a multi-epitope DPT fusion protein
in transplastomic tobacco plants retains both antigenicity
and immunogenicity of all three components of the functional

oligomer
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Abstract Expression of genes in plant chloroplasts
provides an opportunity for enhanced production of target
proteins. We report the introduction and expression of a
fusion DPT protein containing immunoprotective exotoxin
epitopes of Corvaebacterium diphtheriae, Bordetella per-
tussis, and Clostridium tetani in tobacco chloroplasts.
Using biolistic-mediated transformation. a plant-optimized
synthetic DPT gene was successfully transferred to tobacco
plastomes. Putative transplastomic TO plants were identi-
fied by PCR, and Southern blot analysis confirmed homo-
plasmy in T1 progeny. ELISA assays demonstrated that the
DPT protein retained antigenicity of the three components
of the fusion protein. The highest level of expression ir
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these transplastomic plants reached (.8% of total soluble
protein. To assess whether the functional recombinant pro-
tein expressed in tobacco plants would induce specific anti-
bodies in test animals, a mice feeding experiment was
conducted. For mice orally immunized with freeze-dried
transplastomic leaves, production of 1gG and IgA antibod-
ies specific to each toxin were detected in serum and muco-
sal tissues.
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Expression of an immunogenic F1-V fusion protein in lettuce
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Abstract Yersinia pestis is a pathogenic agent that causes
the bubonic and pneumonic plague. The development of an
efficient and low-cost oral vaccine against these diseases is
highly desirable. In this study, the immunogenic fusion
protein F1-V from Y. pestis was introduced into leftuce via
Agrobacterium-mediated  transformation, and putative
transgenic lines were developed. The presence of the
transgene in these putative transgenic lines was determined
using polymerase chain reaction (PCR). and transgene
integration and transgene copy number were confirmed
following Southerm blot analysis. The presence of specific
F1-V transcripts was confirmed by reverse-transcriptase
(RT)-PCR. Using monoclonal antibodies, ELISA and
western blot analysis revealed that the expected antigenic
F1-V protein was successfully expressed in transgenic
lines. Mice immunized subcutaneously with lettuce
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expressing the F1-V antigen developed systemic humoral
responses as ‘proof of concept’ of using lettuce as a pro-
duction platform for the FI-V immunogen that could be
used as a candidate plant-based vaccine against plague.
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IX. PROTOCOLOS

9.1 Reactivos generales:

TAE 50X
— 98.8 g de Tris base
— 22.84 ml de &cido acético
— 40 ml de EDTAO0.5M pH 8
Disolver y aforar a 1 L con agua destilada, esterilizar y almacenar a temperatura

ambiente.

Soluciones Bradford
Solucién A
— 25 ml de etanol al 95%
— 50 ml de &cido fosférico al 85%
— 87.5 mg de azul de Coomassie
Agitar hasta disolver completamente, almacenar a 4°C.

Solucion B
— 7.5 ml de etanol al 95%
— 15 ml de é&cido fosférico
— 15 ml de la solucién A

Aforar a 250 ml con agua destilada estéril y almacenar a 4 °C.

Buffer salino de fosfatos 10X (PBS 10X)
— 14.2 g de fosfato de sodio
— 4.08 g de fosfato de monobésico de potasio
— 58.5 g de cloruro de sodio
Disolver en agua destilada estéril, ajustar el pH a 7.2 con acido clorhidrico 1 N /

hidroxido de sodio 1.0 N, aforar a un litro. Almacenar a temperatura ambiente.
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Buffer de carbonatos

Disolver en agua destilada estéril, ajustar el pH a 9.6 con acido clorhidrico 1 N.

1.59 g de carbonato de sodio

2.94 g de bicarbonato de sodio

Aforar a un litro.

Buffer de fosfatasa alcalina

Disolver en agua destilada estéril, ajustar el pH a 9.5 con acido clorhidrico 1

1.017 g de cloruro de magnesio
1.211 g de Tris base

584.4 mg de cloruro de sodio

N/hidréxido de sodio 1.0 N. Aforar a 100mL.

9.2 Antibidticos

Kanamicina

Para preparar un stock de 100 mg/ml.

1.

Disolver 2 gramos de sulfato de kanamicina en agua desionizada.

2. Aforar a 20 ml
3.
4

. Almacenar en alicuotas de 1.5ml a -20 °C.

Esterilizar por filtacion (filtro Miller-GP, 0.2 um)

Cefotaxima

Para preparar un stock de 250 mg/ml.

1.
2. Aforar a 10 ml.

3.

4. Almacenar en alicuotas de 1.5ml a -20 °C.

Disolver 2.5 gramos de cefotaxima en agua desionizada.

Esterilizar por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 pum)
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Ampicilina

Para preparar un stock de 100 mg/ml.

1.
2.
3.
4.

Disolver 500 g de Ampicilina en agua desionizada.
Aforar a 5 ml
Esterilizar por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 um)

Almacenar en alicuotas de 1.5 ml a -20 °C.

*Este antibiotico se mantiene en buen estado hasta 6 meses

Espectinomicina

Para preparar un stock de 200 mg/ml

1.

Disolver 2 gramos de sulfato espectinomicina en agua desionizada

2. Aforara 10 ml
3.
4

. Almacenar en alicuotas de 1.5ml| a -20 °C.

Esterilizar por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 um)

Estreptomicina

Para preparar un stock de 200 mg/ml,

1.

Disolver 2 gramos de sulfato de estreptomicina en agua desionizada

2. Aforar a 10 ml
3.
4

. Almacenar en alicuotas de 1.5ml a -20 °C

Esterilizar por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 um)

9.3 Reguladores de crecimiento

Acido naftalenacético (ANA)

Para preparar un stock de 1.5 mg/mi

1.
2.

Disolver 150 mg de ANA en 1.0 ml de hidréxido de sodio

Aforar a 100 ml con agua desionizada y se almacenar a -20 °C

82

Luzmila Martinez Gonzélez



Benciladenina (BA)
Para preparar un stock de 0.6 mg/mi
1. Disolver 60 mg de BA en 1.0 ml de acido clorhidrico 1 N

2. Aforar a 100 ml con agua desionizada y se almacenar a -20 °C

Cinetina (Cin)
Para preparar un stock de 1.0 mg/mi
1. Disolver 100 mg de cinetina en 1.0 ml de acido clorhidrico 1 N.

2. Aforar a 100 ml con agua desionizada y almacenar a -20 °C.

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
Para preparar un stock de 1.0 mg/ml
1. Disolver 100 mg de 2,4-D en 1.0 ml de hidréxido de sodio 1 N

2. Aforar a 100 ml con agua desionizada y almacenar a -20 °C.

9.4 Medios de cultivo bacterianos
Medio de cultivo LB
— 5 mg de extracto de levadura
— 10 mg de cloruro de sodio
— 10 mg de bactotriptona

Disolver en agua destilada, aforar a un litro y esterilizar

Medio de cultivo YM
— 400 mg de extracto de levadura

— 10 g de manitol

100 mg de cloruro de sodio

200 mg de sulfato de magnesio

500 mg de fosfato de potasio.
Disolver en agua destilada, ajustar el pH a 7.0 con hidréxido de sodio 1.0 N, Aforar

a un litro con agua destilada y esterilizar.
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11.5 Medios de cultivo para plantas

Mezcla basal de sales MS

Solucion Compuesto Concentracion Concentracion del
final (mg/L) stock 100 X (g/L)
MS | Nitrato de amonio 1650.0 165.0
Nitrato de potasio 1900.0 190.0
MS I Sulfato de magnesio 342.5 34.25
Sulfato de manganeso 16.9 1.69
Sulfato de zinc 8.6 0.86
Sulfato de cobre 0.025 0.0025
MS 1l Cloruro de calcio 440.0 44.0
Yoduro de potasio 0.83 0.083
Cloruro de cobalto 0.025 0.0025
MS IV Fosfato de potasio 7.0
o 70.0
monobasico
Acido bérico 6.2 0.62
Molibdato de sodio 0.025
o 0.25
dihidratado
MS V Sulfato ferroso 2.78
_ 27.8
heptahidratado
EDTA dihidratado 37.3 3.73

Los compuestos se disuelven en agua destilada estéril y se almacenan en alicuotas de

250 ml a 4°C.
Vitaminas MS
Compuesto Concentracion final Concentracion del Stock
(mgl/L) 1000 X (mg/ml)
Myoinositol 100.0 100.0
Tiamina 10.0 10.0
Acido nicotinico 1.0 1.0
Piridoxina 1.0 1.0

Los compuestos se disuelven en agua destilada estéril y se almacenaron en alicuotas de

25 ml a-20 °C.
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Vitaminas B5

Compuesto Concentraciéon (mg/L) Concentracion del Stock
1000 X (mg/ml)
Myoinositol 100 100
Tiamina 0.1 0.1
Acido nicotinico 0.5 0.5
Piridoxina 0.5 0.5
Glicina 2.0 2.0

Los compuestos se disuelven en agua destilada estéril y se almacenan en alicuotas de 25
ml a -70 °C.
Procedimiento general para la preparacién de medios de cultivo
Para preparar un litro de medio de cultivo.
1. Anadir 10 ml de cada solucibn MS (MS | — MS V) a 700 ml de agua
desionizada.
2. Adicionar 30 gramos de sacarosa
3. Afadir reguladores de crecimiento y vitaminas apropiados
4. Ajustar el pH a 5.7 con hidréxido de sodio 1 N / &cido clorhidrico 1 N y se
aforan con agua destilada estéril.
5. Para los medios semisélidos se afiaden 2.5 gramos de fitagel.
6. Los medios se esterilizan a 15 Ib/pulgada® por 15 minutos.
*Si es necesario agregar antibioticos al medio de cultivo, estos se agregan
previamente estériles una vez que el medio esté estéril y a una temperatura
inferior a los 50°C.

Composicion de medios de cultivo

Medio Vitaminas ANA BA Cinetina 2,4-D Caseina

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (g/L)
MS MS
MSO B5 - - - - -
MS104 B5 0.05 0.02 - - -
MSJ MS 1.0 0.5 - - -
UM MS - - 0.25 2.0 2.0
RMOP B5 1.0 0.1 - - -
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9.6 Protocolos generales

Preparacion de células competentes y transformacién de E. coli por choque
térmico
Células competentes de E. coli Top 10 F’
— Tomar 250ul un preinoculo de E. coli Top 10 crecido en caldo LB a 37 °C
por 24 horas y agregar a 25 ml de caldo LB
— Incubar por 90 minutos a 37°C y agitacion de 150 rpm.
— Enfriar el cultivo se en bafio de hielo y centrifugar 30 segundos a 12,000
rpm.
— Lavar la pastilla con 4 ml de cloruro de calcio 0.1M vy glicerol al 15%, y
centrifugar nuevamente.
— Finalmente resuspender las células en 630 pl de cloruro de calcio 0.1 M +

15% glicerol y almacenar a -70 °C en alicuotas de 30 pl.

Para realizar la transformacion,

— Descongelar sobre hielo las células competentes y afiadir 3.0ul del ADN de
interés, mezclar e incubar en hielo por 15 minutos.

— Llevar los tubos a un bafio a 43°C por 45 segundos y regresar
inmediatamente al hielo por 10 minutos.

— Anadir 1 ml de medio de cultivo LB e incubar 40 minutos a 37°C y 150 rpm.

— Centrifugar y sembrar en medio de cultivo LB adicionado del antibiético

correspondiente.

Preparaciéon de células electrocompetentes y transformacion por
elecroporacion de Agrobacterium tumefaciens
Cepa LBA4404, de acuerdo al protocolo de Cangelosi y col (1991).
— Inocular la cepa en medio de cultivo YM por dos dias, de este cultivo (DO.
0.04-0.08 a 600nm), tomar 5 ml y agregar medio YM hasta 100 ml, incubar
a 28 °C hasta obtener una densidad optica de 0.5 (aproximadamente 4 h).
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Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C, eliminar el sobrenadante y
resuspender la bacteria en 40 ml de buffer HEPES 1mM pH 7

Centrifugar nuevamente a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C, Eliminar el
sobrenadante y resuspender la bacteria en 40 ml de buffer HEPES 1mM pH
7y 10% de glicerol

Centrifugar y resuspender la bacteria en 2 ml de buffer HEPES 1 mM pH 7 y
10% de glicerol

Finalmente centrifugar a 12,000 rpm por 5 minutos a 4°C, resuspender la
pastilla en 400 ul de buffer HEPES y 10% de glicerol, tomar alicuotas de
50ul y almacenar a -70°C

Para realizar la trasformacion:

Agregar 3.0 ul de ADN a 50ul de células competentes

Incubar en hielo por 2 minutos y trasferir a una cubeta de electroporacion
Bio-Rad para aplicar corriente bajo los parametros establecidos por el
proveedor Bio-Rad (25uF, 40002, 2.5kV por 8-9 milisegundos).
Inmediatamente afiadir 1.0 ml de medio de cultivo YM y pasar a un tubo
Eppendorff de 1.5 ml

Las células se recuperan a 28°C por dos horas.

Finalmente centrifugar a 12,000 rpm por 2 minutos, rsuspender la pastilla en
200 pl de medio de cultivo YM e inocularon en el medio de cultivo YM

adicionado del antibittico correspondiente.

Extraccion de ADN plasmidico

Método de lisis alcalina (Sambrook y col., 1989).

1.

2.

Tomar 1.5 ml de cultivo bacteriano crecido en el medio de seleccion
apropiado durante 12 horas y se centrifugar a 12,000 rpm por 2 minutos
Eliminar el sobrenadante, resuspender la pastilla con vértex y afadir 150 pl
de la solucién | de Birnbioim (BD) (Tris 0.25 M, pH 8, EDTA 10 mM, glucosa
10 mM)

87

Luzmila Martinez Gonzélez



9.

Mezclar en vortex y agregar 300 uL de la solucion Il de BD (NaOH 0.2M,
SDS 1%) recién preparada, agitar por inversion 5 veces

Anadir 225 pl de la solucion Il de BD (Acetato de sodio 3M, pH 4.8),
mezclar por inversién y colocar los tubos por 5 minutos en hielo

Centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos, recuperar la fase acuosa, agregar
un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), mezclar
suavemente y Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm

Recuperar el sobrenadante y adicionar un décimo de volumen de acetato
de sodio 3 M, pH 7 y un volumen de isopropanol frio, mezclar por inversion.
Precipitar a -20°C por 30 minutos

Centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C, eliminar el sobrenadante y
lavar la pastilla con 300 ul de etanol al 70 %, centrifugar por 5 minutos a
12,000 rpm

Agregar RNAsa e incubar a 37°C por una hora

10.Repetir el proceso de lavado con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico,

precipitar y lavar con etanol al 70%

11.Secar la pastilla a 50-60 °C y resuspender en 20 ul de agua milli Q.
12.Almacenar a -20 °C

9.7 Protocolos para la transformacion genética de plantas

Esterilizacion de semillas

Las semillas deben estar en constante agitacion.

1.
2.
3.

Anadir etanol al 70% por un minuto

Enjuagar con agua destilada estéril tres veces

Agregar una soluciéon de hipoclorito de sodio al 20%, twen 20 al 5% y
desinfectante comercial “microdin”; en esta mezcla se quedan las semillas
por 10 minutos

Enjuagar con agua destilada estéril tres veces

5. Sembrar en medio de cultivo MS al 50%
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Transformacion genética de lechuga via A. tumefaciens
La metodologia para la transformacién genética de lechuga es una mezcla de tres
diferentes protocolos que se probaron y adecuaron a nuestras condiciones de

laboratorio con anterioridad; la tabla describe las caracteristicas del protocolo final.

Variable Condicién Protocolo
Variedad de lechuga Green Wave Nakano y col. (2003)
Explante utilizado (.Zotllgdones heridos co.n Curtis y col. (1994)

bisturi, por la cara abaxial
Carga bacteriana medida
0.2 Nakano y col. (2003

en DO goonm y ( )
Tlempp de exposicion a la 5-10 minutos Curtis y col. (1994)
bacteria
Tiempo de cocultivo 2 dias Curtis y col. (1994)
Medio de cocultivo UM Curtis y col. (1994)

. ., Nakano y col. (2003)
Medio de regeneracion MS104, MSJ Pileggi y col. (2001)

. : . Curtis y col. (1994)
Medio de enraizamiento MS Nakano y col. (2003)

Transformacion de cloroplastos por el método de biobalistica
Preparaciéon de la suspension de microparticulas de oro
Las particulas de oro que se utilizan para el bombardeo deben ser preparadas por
lo menos con un dia de anticipacién, se siguid el protocolo descrito por Daniell y
col. 2004.

1. Pesar 50 mg de particulas de oro 0.6um (Bio-Rad) en un tubo Eppendorf de

1.5 ml.
2. Agregar 1 ml de etanol grado reactivo al 100% y mezclar en vortex durante

3 minutos, centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos
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Descartar el sobrenadante y afiadir 1 ml de etanol grado reactivo al 70%,
mezclar con vértex durante 2 minutos.

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos, agitando cada 5 minutos,
Centrifugar por 3 minutos a 13,000 rpm Yy descartar el sobrenadante
Agregar 1 ml de agua estéril, y mezclar con vortex durante 1 minuto, hasta
que las particulas estén resuspendidas completamente.

Dejar a temperatura ambiente durante 1 minuto para permitir que las
particulas se bajen al fondo.

Centrifugar durante 2 minutos a 13,000 rpm, y descartar el sobrenadante

8. Repetir el lavado cinco veces, o0 hasta que las pastilla se resuspenda con

9.

facilidad
Finalmente agregar 850 pul de glicerol al 50%.

La suspension particulas de oro preparadas se almacenan a -20°C hasta al

momento de usarlas.

Cobertura de particulas de oro con el ADN de interés

1.

Mezclar en vortex la suspension de particulas de oro previamente
preparadas hasta estar completamente resuspendidas.

Tomar 50yl de estas particulas y en estricto orden agregar: 10 ul de ADN
plasmidico de concentracion 1 ug/ul, 50 ul de CaCl, 2.5M recién preparado
y 20ul de espermidina 0.1M; después de afadir cada solucién agitar con
vortex durante 5 segundos, posteriormente mezclar con vortex durante 20
min a 4°C.

Agregar 200 pl de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclar en
vortex durante 5 segundos, Centrifugar durante 30 segundos a 13,000 rpm.
Desechar el sobrenadante y repetir los lavados con etanol durante al menos
5 veces, hasta que las particulas de oro sean facilmente resuspendidas.
Resuspender las particulas en 35ul de etanol al 100% y dejar en hielo hasta
Su uso.

Este material es suficiente para 6 bombardeos y debe ser preparado el

mismo dia que se piense disparar.
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9.8 Extraccién de ADN vegetal (Michiels y col., 2002)

Buffer de extraccion.

— 100 mM Tris, pH 8
— 1.4 M NacCl
— 20 mM EDTA, pH 8

— 0.2 % (v/v) p-mercaptoetanol.

Se esteriliza y se afiaden 2 % de polivinilpirrolidona y 2 % de CTAB

inmediatamente antes de usarse.

Metodologia

1.

Triturar 50 mg de material vegetal en nitrogeno liquido en un mortero.
Agregar 750 pl de buffer de extraccion a 60 °C y mezclar con cuidado.
Incubar las muestras a 60 °C por 60 minutos con mezclado ocasional para
evitar agregaciones en el homogenizado.

Afadir 750 pl de cloroformo alcohol isoamilico (24/1) sobre el extracto,
agitar con vortex. Centrifugar por 5 minutos a 2500 g (20 °C). transferir la
fase superior a un tubo limpio. Repetir la extraccion con cloroformo alcohol
isoamilico hasta limpiar la fase acuosa.

Mezclar la fase acuosa con 2/3 de volumen de isopropanol, mezclar por
inversion e incubar a 25 °C toda la noche. (25 °C, es mejor que 4 °C
usados comunmente).

Centrifugar a 5000 g por 10 minutos (20 °C). Separar el sobrenedante y
afadir 750 pl de solucion de lavado (10 mM acetato de amonio, 70% de
etanol).

Resuspender la pastilla en la solucion de lavado e incubar a temperatura
ambiente por 15 minutos. Centrifugar a 2500 g por 6 minutos (20 °C).
Repetir el lavado.

Eliminar el sobrenadante y secar la pastilla al aire. Resuspender en 50 pl
de buffer TE e incubar a 37 °C con RNasa en una concentracion final de

10 pg/ml por 30 minutos.
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8. Afadir un volumen de fenol y mezclar vigorosamente para formar una
emulsion. Centrifugar por 5 minutos a 2500 g (20 °C). transferir la fase
superior a un tubo de centrifuga estéril y repetir la extraccion con fenol
cloroformo alcohol isoamilico (25/24/1) y con cloroformo alcohol isoamilico
(24/1).

9. Afnadir NH4Ac, 7.5 M, pH 7.7, en una concentracion final de 2.5 M y dos
volumenes de etanol frio a la fase acuosa transferida, mezclar e incubar en
hielo por algunos minutos. Precipitar por centrifugacion a 5000 g por 10
minutos a 4 °C.

10.Lavar la pastilla dos veces con etanol al 70 %, secar al aire y resuspender

en 30 ul de agua libre de DNasa.

9.9 Southern Blot

Marcaje de la sonda
El marcaje de la sonda se realiza por medio de una reaccion de PCR utilizando
dNTPs marcados con digoxigenina.
Se realiza una mezcla de reaccion de PCR:

— 20 ng de ADN gendmico

— Buffer de Taqg polimerasa 1X

— 1.5mM de MgCl,

— 0.1mM de dNTPs sin marca

— 0.1mM de dNTPs marcados

— 10 uM de oligonucleodtidos

— Taq polimerasa (1U)
Se realiza la PCR siguiendo el protocolo indicado para cada par de oligos que se
esteé utilizando.
El marcaje de la sonda se verifica en un gel de agarosa al 1%; el producto
marcado debe ser alrededor de 50 pb mas pesado que el no marcado.
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Tratamiento del ADN

1.

Digerir 70 pg de ADN gendmico con enzimas de restriccion durante 12

horas

2. Verifica la digestion en un gel de agarosa

A las muestras digeridas hacer una extraccibn con un volumen de
fenol/cloroformo/alcohol Isoamilico.
Precipitar con un décimo de volumen de acetato de sodio 3M y 0.7

volumenes de isopropanol por 30 minutos

5. Recuperar la pastilla por centrifugacion a 10,000 rpm por 5 minutos

6. Lavar con etanol al 80%.

7. Resuspender en 20 yL de agua Milli “Q”, Incubar por 20-30 minutos a 65° C

para ayudar a la resuspension.
Separar las muestras en un gel de agarosa al 1% corrido en TAE 1X a 40
volts.

tefir el gel con bromuro de etidio (1 ug/mL) y observar bajo luz UV.

Tratamiento del gel

1.
2.
3.
4.

Incubar en una solucién de HCI 0.5 M por 15 min,

Enjuagar con agua destilada

Incubar en una solucién de NaCl 0.6M / NaOH 0.5 M por 45 minutos
Neutralizar por 30 minutos en una solucion de Tris 0.5 M pH 7.5/ NaCl 1.5
M.

Tratamiento de la membrana de nylon

1.

Antes de transferir el gel, enjuagar la membrana de nylon (Hybond-
N+Amersham Pharmacia Biotech) con agua destilada.

Equilibra por 5 minutos en buffer de transferencia SSC 6X (NaCl 3M, Citrato
de sodio 0.3 M pH 7).
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Transferencia a la membrana

1.

2.

La transferencia se realiza durante toda la noche en la modalidad “down
blot”.
Colocar sobre una superficie plana los componentes en el siguiente orden
— Papel absorbente de 20x20 cm (de aproximadamente 10 cm de
altura)
— 3 capas de papel Whatman 3MM,
— Tiras de parafilm (que delimitan la zona de transferencia)
— Membrana de nylon encima
- Gel
— 3 capas de papel Whatman humedecido con la solucion de SSC 10X.
— Cristal de 15 x 15 cm y 6 mm de grosor

— Un peso de 500 g.

Tratamiento de la membrana después de la transferencia

1. Después de 12 horas, Enjuagar la membrana con SSC 6X

2. Colocar sobre un papel Whatman 3 M,

3. Fijar el ADN usando luz UV (120, 000 uJ, Spectrolinker XL-1500 UV
Crosslinker).

4. Sellar en una bolsa de plastico y almacenar a 4° C hasta su uso.

Hibridacién

1. 500 ng de sonda marcada para una membrana de aproximadamente 100
cm? La membrana se hibrida por 12 horas a 42° C en el buffer de
hibridacién Dig Easy Hyb.

2. Posteriormente lavar a temperatura ambiente con 10-20 mL del buffer de
lavado primario (SSC 2X, SDS 0.1%) por 10 minutos con agitacion
constante

3. Después dos lavados con 10-20 mL del buffer de lavado secundario (SSC

0.5 X, SDS 0.1%) a 68° C por 15 minutos con agitacion constante.
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Deteccién inmunolégica

Para revelar la reaccion de hibridacion:

1.

8.
9.

Equilibrar la membrana en el buffer de lavado (Acido maléico 0.1 M, NaCl
0.15 M, pH 7.5y Tween 20 0.3%) por 10 minutos.

Incubar por 30 minutos en 50 mL de la solucién de bloqueo (Diluir 1:10 el
vial 6 en buffer de acido maléico, el cual contiene &cido maléico 0.1 M, NacCl
0.15 M, pH 7.5)

Incubar por 30 minutos en 10 mL de la solucién con el anticuerpo (dilucion
1:10 000 en solucién de bloqueo).

Lavar en dos ocasiones a temperatura ambiente por 20 minutos c/u con 10-
15 mL del buffer de lavado a temperatura ambiente y con agitacion
constante

Equilibrar por 5 minutos en 10 mL de buffer de deteccion (Tris-HCI 0.1 M,
NaCl 0.1 M pH 9.5)

Colocar en una bolsa sellarla.

Afade el reactivo de deteccién CSPD ready to use (1 mL por cada 100 cm?
de membrana)

Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente

Retirar el liquido de la bolsa

10.La deteccion de la sefial luminiscente se realiza exponiendo la membrana

en el fotodocumentador por 1 h en oscuridad utilizando el filtro claro y la luz

UV apagada.

9.10 SDS - PAGE

Soluciones:

Stock de Arcrilamida-bisacrilamida al 30%.

— Arcrilamida 29.2 g

Bisacrilamida 0.8 g

Aforar a 100 ml con agua destilada estéril.
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Buffer de resolucion.

Mezclar 9.08 g de Tris y 2.0g de SDS en 25ml de agua destilada, ajustar el pH a

8.8 y aforar a 50ml.

Buffer de concentracion.

Mezclar 3.02 g de Tris y 2.0g de SDS en 25ml de agua destilada, ajustar el pH a

6.8 y aforar a 50ml.

Buffer de electroforesis SDS (5X).
Tris — base 0.125M

Glicina 0.96 M

SDS 5 %

pH 8.3

Buffer de carga SDS (6X).

Tris—HCI 0.3 M pH 6.8
2-p mercaptoetanol 0.3 M
Azul de bromofenol 0.6 %
Glicerol 60%

SDS 12%

Para preparar el gel de acrilamida 16%

1.

2.

Mezclar 2.68 ml de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 1.87 ml de buffer de
resolucién, .405 ml de agua destilada, 37.5ul de persulfato de amonio al
20% y 2.5 pl de TEMED.

Vaciar inmediatamente en la camara de electroforesis vertical (BIO-RAD), y
sobre ella agregar 1ml de etanol para eliminar el aire que pueda interferir en
la polimerizacion, dejar polimerizar por 60 minutos.

Mezclar 536 pl de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 800 pl de buffer
concentrador, 635 pl de agua destilada, 24 ul de persulfato de amonio al
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20% y 2.5 pl de TEMED. Eliminar el etanol de la caAmara de electroforesis y
en su lugar agregar esta solucion, se deja polimerizar por 45 minutos.

Antes de cargar la muestra en el gel; se mezcla con el buffer de carga 6X y
se calienta a 95 °C por 5 minutos, posteriormente se deja enfriar a
temperatura ambiente.

El gel se corre a amperaje constante (10mA) hasta que las muestras pasan
el gel de concentracion, posteriormente se aumenta a 20 mA hasta que el
colorante indicador llegara antes de 1 cm del fondo del gel

(aproximadamente 45 minutos).

Tincion con Coomassie coloidal

1.

Colocar el gel en una solucion de fijado (50% metanol 2% ac. Fosférico) de
3 h atoda la noche.

Lavar con agua destilada 3 veces durante 10 minutos

Dejar el gel en 10 ml de la solucion de equilibrio (33% metanol, 17% sulfato
amonico, 3 % Ac. Fosforico) por una hora.

Afadir a la solucién de equilibrio 100 ul de solucién de Coomassie (66%
Azul de Coomasie en metanol) durante toda la noche.

Lavar con agua destilada hasta que las bandas se definan.

9.11 Western Blot

Se sigui6 la metodologia de Gelvin y Schilperroort (1997).

Transferencia a membrana de nitrocelulosa

1.
2.

Se separan las muestras en un gel de poliacrilamida

La proteina separada en el gel se transfiere a una membrana de
nitrocelulosa por electrotransferencia liquida en el equipo miniprotean Il de
BIO-RAD.
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3. Humedecer la membrana, dos hojas de papel filtro y las esponjas en el
buffer de electroforesis (Tris — base 0.025 M, glicina 0.192 M, metanol 20 %
y SDS 0.1%)

4. Colocar en el soporte de plastico del equipo miniprotean lll, en estricto
orden: esponja, papel filtro, membrana de nitrocelulosa, gel de acrilamida,
papel filtro, esponja; cerrar el soporte de plastico y colocar en la camara de
electroforesis de manera que la membrana de nitrocelulosa este en
direccion al anodo.

5. Latransferencia se lleva a cabo a 200-300 mA por dos horas.

Tincion con Ponceau S

Para comprobar la transferencia se cubre la membrana con el colorante Ponceau
S por 5 minutos, este colorante mostrara las bandas de proteinas tefiidas de color
rojo.

Para eliminar el colorante se lava la membrana con agua destilada en varias

ocasiones.

Deteccion inmunoldgica.

1. Bloquear los sitios libres de proteina de la membrana con una solucion de
leche descremada al 2% en PBS, incubar con agitacion constante por 30
minutos a temperatura ambiente.

2. Agregar el anticuerpo primario (1:1500) en PBS y 1% de leche descremada,
Incubar por 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.

3. Incubar por 2 horas a temperatura ambiente con agitacion constante con el
anticuerpo secundario, conjugado con fosfatasa alcalina en una dilucion
1:10000 en PBS y 1% de leche descremada.

4. Se agrego el reactivo de revelado (BCIP/NTB-BLUE, SIGMA, México), se
incub6é de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente, las bandas debieron

observarse de color parpura.
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