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1- RESUMEN

La posibilidad de expresar grandes cantidades de proteinas recombinantes, no solo para
investigacion sino también para su uso en tratamientos clinicos tanto en humanos como en
animales, se ha acrecentado con el advenimiento de nuevas técnicas en el campo de la
biotecnologia. En un principio, el problema para producir algunas de estas proteinas era
principalmente la necesidad de modificaciones post-traduccionales por las que éstas debian pasar
durante su sintesis, como la glicosilacién, y que no podian ser realizadas por los sistemas de
expresion en bacterias. Nuevas tecnologias desarrolladas permitieron superar el problema antes
descrito utilizando lineas celulares de mamiferos e insectos. Si bien estas lineas celulares realizan
modificaciones post-traduccionales parecidas a las presentes en sistemas naturales de donde
proviene la proteina, las mismas no siempre son iguales. A su vez, un inconveniente mayor a tener
en cuenta al usar estas lineas celulares es el costo de produccidn alto en que se incurre. Debido a
esto es que se empieza a usar plantas como sistema de expresion pues presentan mayor
bioseguridad, mayor rendimiento y menores costos que sus contrapartes animales. En algunos
casos en que las modificaciones post-traducciales de plantas no resultan convenientes para la
funcionalidad de una proteina en particular (por ejemplo, el tipo de glicoislacién), se ha podido
subsanar el problema mediante ingenieria genética de la planta en cuestion, ya sea por
“knockouts” 0 por inserciones de genes, lo cual permite que ésta realice tales modificaciones de
forma idéntica a las de mamiferos.

Uno de los modelos en plantas es Physcomitrella patens, la cual presenta un alto
porcentaje de recombinacion homoéloga haciéndola buena candidata para ser modificada a nivel
gendmico, permitiendo los cambios antes mencionados. Es asi que el presente trabajo se centro en
la obtencion de un vector de expresion para plantas que por medio de recombinacion homéloga
integraria la secuencia codificante de la proteina seleccionada en el genoma de P. patens. La
proteina con la cual se trabajo es la hormona foliculo estimulante humana (FSHh), heterodimero
compuesto por las subunidades o y . En el laboratorio se cuenta con una cepa de P. patens
recombinante que presenta en su genoma el gen de la subunidad p humana de la FSH (B-FSHh).
El objetivo concreto de este trabajo fue construir un vector portador del gen de la subunidad o de
la FSH humana (a-FSHh) para luego transformar la cepa que expresa 3-FSHh.

Con el vector logrado en el presente trabajo se espera cumplir a futuro el objetivo general
de esta linea de investigacion, es decir una cepa de P. patens capaz de coexpresar ambas
subunidades que eventualmente permitira formar el heterodimero in vivo. Adicionalmente, en caso
de cumplirse las expectativas, podrian seguirse los estudios en cepas humanizadas de P. patens, y

asi obtener una proteina mas proxima al tipo humano.



2- INTRODUCCION

2.1- Generalidades de la FSH

La FSH es miembro de la familia de hormonas pituitarias glicoproteicas (GPH) y como tal
es una proteina heterodimérica, con dos subunidades N-glicosiladas asociadas no covalentemente
entre si. Dentro de esta familia se encuentran la hormona luteinizante (LH), la tiroideoestimulante
(TSH) y la gonadotrofina coridnica (CG). Las GPHs presentan una subunidad o comdn (92
aminoacidos y 5 enlaces disulfuros) y una subunidad [ caracteristica de cada una, que en el caso
de la FSH humana (FSHh) estd compuesta por 111 aminoacidos y 6 enlaces disulfuros. Cada
subunidad en dicha FSH, contiene dos sitios de glicosilacion: Asn52 y Asn78 en la subunidad o y
en la subunidad 3 Asn7 y Asn24 (Figura 1). Las funciones reproductivas de mamiferos (incluidos
los humanos) tanto en hembras como en machos son reguladas por la FSH. Esta hormona es de
suma importancia para la fertilidad permitiendo la foliculogénesis ovérica en mujeres y la
proliferacion de las células de Sertoli y el mantenimiento de la calidad del esperma en hombres.
La importancia de la FSH para la funcion gonadal en el hombre fue demostrada cuando se
describié un caso en el cual el individuo poseia la subunidad 8 de la FSH mutada provocando
infertilidad (Simoni et al. 1999). Los estudios realizados con esta hormona resaltan la importancia
de la glicosilacion para el correcto funcionamiento de la misma, asi como también infieren que la
clase de glicosilacién que presenta puede ser importante para el tipo de sefial que se genera luego
de unirse a su receptor, pudiendo influenciar en la regulacion de la via de activacion segun el tipo
de glicosilacion que presente. La importancia de la glicosilacion en las GPH no radica Unicamente
en el funcionamiento de la misma o el tipo de sefial que dan, sino que también tiene un papel
crucial en su persistencia y eliminacion del sistema circulatorio. (Simoni et al. 1999; Fox 2001;
A. Ulloa-Aguirre et al. 2003; Contents 1998)
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Figura 1. Secuencias aminoacidicas de la subunidad a-FSHh comudn a las GPH (hFSHa, panel
superior) y la B-FSHh (hFSHp, panel inferior) humanas. Las barras solidas representan la posicion
de los puentes disulfuros. Las estructuras en rama (rojo) indican los sitios de N-glicosilacion.
Figura modificada de (Ulloa-Aguirre & Timossi 1998)



Las hormonas glicoproteicas actlan a través de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) en la superficie de células blanco. Estos receptores pertenecen a la subfamilia de GPCRs
con repetidos ricos en leucina (LGRs), se caracterizan por tener un dominio extracelular rico en
repetidos de leucina (LRRs) y un dominio del tipo rodopsina de 7 heélices transmembrana (7TM).
El dominio extracelular es el responsable de la especificidad y alta afinidad de la union a ligandos,
mientras que el dominio transmembrana es responsable de la activacion del receptor y de la
transduccion de la sefial a través de proteinas G. Conforme la hormona se unen a su receptor se
desencadenan diferentes cambios conformacionales en el dominio transmembrana. Esta
informacién se propaga a través de la membrana plasmatica logrando el intercambio del
nucléotido guanina en la proteina G heterotrimérica. Esto lleva a la activacion de la adenilato
ciclasa produciéndose AMPCc iniciando una sefial en cascada que lleva a la sintesis de esteroides.
(Fan & Hendrickson 2005) Como fue mencionado antes, las hormonas glicoproteicas poseen
varias asparaginas unidas a oligosacaridos. Las cadenas carbohidratadas se adjuntan al “core” de
la proteina por union a nitrégeno (N). EI proceso de glicosilacion para esta hormona se da a través
del proceso secretorio, desde su sintesis en el reticulo endoplasmatico rugoso a través del aparato
de Golgi hacia varios destinos intra y extracelulares. Se cree gque el grado de glicosilacion depende
del tipo de estimulo brindado. Las cadenas carbohidratadas de la FSH exhiben diferencias grandes
en cuanto a tamafio y estructura, variando desde mono y disacaridos a oligosacéridos ramificados.
Las isoformas se diferencian a nivel de los carbohidratos terminales de los cuales generalmente la
mitad de los mismos se encuentran o bien sulfatados o con &cido sidlico como se muestra en la
figura 2 (Bousfield et al. 2008; Walton et al. 2001; Dahl & Stone 1992).
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Figura 2. Algunas de las estructuras de los oligosacaridos del tipo unido a N, presentes
en la FSH pituitaria de ovinos, bovinos y humanos. Se muestran las estructuras completas,
sin embargo muchos otros glicanos pueden encontrarse debido a que las formas de
produccion (células CHO y Hi-5 de insectos) no presentan la bateria enzimatica necesaria
para lograr estas estructuras produciendo formas parciales de las mismas. Modificada de
(Ulloa-Aguirre, A. et al. 2003)



Los usos de la FSH pueden ser de indole terapéutico o de diagnéstico. Dentro de los
primeros se incluyen tratamientos para mujeres con hipogonadismo hipogonadotrépico o sindrome
de ovario poliquistico, otros pacientes beneficiados del tratamiento con FSH incluyen a aquellos
con hiperprolactinemia. El uso de esta hormona en tecnologia de reproduccion asistida puede
dividirse en tres categorias; induccion de la ovulacion cuando un Unico ovocito saludable es
requerido, induccion de superovulacion para maximizar la eficiencia de la tecnologias de
reproduccion asistida y por Gltimo estimulacion de la espermatogénesis. En la tabla 1 pueden
verse causas comunes de infertilidad y tratamientos que requieren FSH. En cuanto a su uso como
herramienta de diagnostico mayoritariamente es empleada para verificar el funcionamiento
gonadal a traves de su concentracion en sangre y de las vias de retroalimentacion enddcrinas
clésicas (Grigorova et al. 2007; Messinis 2005; Rose et al. 2000; de Leeuw et al. 1996). El uso de
la FSH no se restringe a humanos unicamente, sino que también al ganado siendo suministrada
para la superovulacion con el propésito de maximizar la eficiencia de la tecnologia de
reproduccion asistida en ganado generando embriones viables (Braileanu et al. 1998; Anitza et al.
2003)

Tabla 1. Causas comunes de infertilidad y tratamientos que requieren de FSH. Abreviaciones: IVF, fertilizacion in vitro; GIFT,
transferencia intrafalopiana de gameto; IUI, inseminacion intrauterina; ICSI, inyeccion espermética intracitoplasmatica; ZIFT,
transferencia intrafalopiana de cigoto. Tabla modificada de (Rose et al. 2000)

Causa Tratamiento

Infertilidad Femenina

Falla ovulatoria Superovulacion seguida por IVF usando ovocitos denados
Disfuncion ovarica primaria Superovulacion e IVF
Endometriosis Supercovulacion e IVF, GIFT. IUI
Disfunciones o defectos en mucus cervical Superovulacion e IUL, GIFT.IVF_ ZIFT
Anticustpos anti esperma Superovulacion e IVF, TUI
Infertilidad idiopatica Superovulacion e IVF, GIFT, IUI
Infertilidad Masculina
Disfuncion espermatica IVF_ICSI
Azoospermia Estimulacion de espermatogénesis con FSH st sedebea

hipogonadismo hipogonadotrofico o falla pituitaria

2.2- Expresion de FSH

La obtencidn de la FSH para investigacion o tratamiento clinico se ha logrado basicamente
por dos estrategias; de su extraccion a partir de la orina de mujeres postmenopausicas para
conseguir las gonadotrofinas menopausicas humanas (hMG o altamente purificada HP-hMG) o a
partir de fuentes recombinantes (rFSH) para las cuales se usa como sistemas de expresion células
de ovario de hamster chino (CHO) y células Hi-5 de insecto. Segln ensayos realizados se vio que
la diferencia en produccion de isohormonas entre ambas estrategias radica en que las rFSH
presentan mas isohormonas basicas que la FSH urinaria. Sin embargo ambas preparaciones de
FSH demuestran propiedades bioldgicas comparables segln ensayos realizados “in-vitro” e “in-
vivo” en ratas (Lehert et al. 2010; de Leeuw et al. 1996).



La eleccion de una u otra estrategia exige tener en cuenta los pro y contra de cada una. Las
gonadotrofinas recombinantes presentan un avance tecnoldgico bastante evidente en comparacion
a la antigua forma de extraccion a partir de orina de mujeres postmenopausicas. Los mas evidentes
son; la relativa facilidad para su administracion y la ausencia de contaminantes, los cuales en los
productos provenientes de orina prevalecen y pueden causar problemas inmunogénicos. Pero aun
asi no hay evidencia para afirmar que la rFSH mejora el producto clinico tanto en la induccion de
ovulacion estdndar como en la fertilizacion in vitro (IVF). Ademé&s de lo anterior, un factor
importante a tener en cuenta, es el precio de produccion, el cual con los bajos costos de
adquisicion de la u-FSH hacen que ésta sea elegida preferentemente ante la rFSH. A su vez la
apenas mayor eficiencia de la rFSH se ve contrarrestada o compensada por el costo alto de
produccion de la misma. Es asi que si bien ambos tipos de FSH pueden ser suministradas de forma
segura Yy eficiente para inducir la ovulacion con resultados parecidos, el costo de obtencion de
cada tipo de proteina es lo que suele sesgar la decision por el uso de una u otra (Gleicher 2003;
Revelli et al. 2006; van Wely et al. 2011)

2.3- Plantas como sistema de expresion alternativa
Debido al costo de produccion de las proteinas recombinantes es que se penso en las
plantas como un posible sistema de expresion heter6logo para las mismas. El término cultivo
molelcular de plantas (PMF “plant molecluar farming” por sus siglas en inglés) refiere a la
produccion de proteinas recombinantes y otros metabolitos secundarios en plantas. Este término
involucra el crecimiento, la cosecha, el transporte, el almacenado y el procesamiento de la
extraccion y la purificacién de la proteina. Las plantas ofrecen una alternativa a la fermentacién
microbiana y al cultivo de células animales para produccién de proteinas recombinantes. Ademas
de los costos menores presenta como ventaja la capacidad de realizar modificaciones
postraduccionales que otros sistemas, como las bacterias, no pueden. Hay tres acercamientos para
expresar proteinas recombinantes en plantas; expresion a partir del genoma nuclear de la planta,
expresion a partir del genoma de los plastidos y por dltimo, expresion en tejidos que llevan
secuencias recombinantes de virus de plantas. Ya que los costos de produccion son un factor
importante a la hora de decidir qué sistema utilizar es que se pretende lograr una relaciéon costo-
beneficio menor, potenciando la expresion de la proteina recombinante en la planta. Para este
objetivo de mayor expresion se busca solucionar los problemas de degradacion e inestabilidad de
proteina foranea en plantas y en cultivos de tejidos vegetales. Dichos inconvenientes son
frecuentes debido a los sistemas eficientes que poseen las plantas para hacer frente a agentes
externos. Las proteasas son el factor principal responsable por los niveles bajos de acumulacion
de proteinas heter6logas. Estas proteinas heter6logas producidas por las plantas difieren de su
contraparte animal en términos de plegamiento y mayor estructura ordenada lo cual las hace mas
5



vulnerable a la degradacion por proteasas. Las estrategias para evitar las proteasas incluyen la
expresion especifica en organelos o coexpresion ya sea con inhibidores de proteasas o de
cofactores y subunidades de las proteinas heterologas (Streatfield 2007; Doran 2006; Obembe et
al. 2011; Desai et al. 2010)

2.3.1- Physcomitrella patens como sistema de expresion

P. patens es un musgo perteneciente a la clase briopsida, el cual se encuentra dentro de la
division Briofitas y como tal posee un ciclo de vida heteromorfico. El mismo esta dominado por la
generacion gametofitica haploide autotrofica que mantiene un esporofito diploide relativamente
simple y principalmente heterotrofico. EI gametofito haploide en si mismo esta caracterizado por
dos etapas de desarrollo distintas. Una es el protonema, una red compuesta por dos tipos de
filamentos, cloronema y caulonema, que pueden diferenciarse facilmente por algunas
caracteristicas morfologicas de sus células (tamafio y cantidad de cloroplastos, y la posicién de los
tabiques respeto al eje del filamento). La otra etapa es el gametoforo el cual se diferencia por
crecimiento caulinar a partir de un simple meristema apical (Schaefer & J.-pierre Zryd 2001; Lang
et al. 2008)

El utilizar P. patens como sistema de expresion presenta algunas ventajas destacandose la
posibilidad de obtener modificaciones post-traduccionales similares a las de los mamiferos por ser
un organismo eucariota. Ademas presenta un muy bajo costo en comparacioén con los cultivos
celulares. Por ultimo se sabe también que P. patens posee un alto porcentaje de recombinacion
homologa, mecanismo que facilita la transformacién permanente de la planta integrando en el
genoma las secuencia codificante de interés dirigida a un sitio preestablecido. Sin embargo un
sistema de expresién basado en plantas presenta sus inconvenientes. La N-glicosilacion en células
animales/ humanas es diferente a la realizada en plantas porque difieren en cuanto a la maquinaria
necesaria para realizar dicho proceso. Las plantas adicionan al glicano azucares especificos no
presentes en glicoproteinas animales como xilosa y a-1,3-fucosa. Estas modificaciones pueden, en
teoria, activar la respuesta inmunogénica del organismo y provocar graves complicaciones en el
paciente o en el reconocimiento de la proteina por parte de su receptor especifico interfiriendo en
su actividad bioldgica. Asimismo, las plantas tampoco sintetizan azUcares especificos de animales
como lo son el &cido sialico o como la union -1,4 de galactosa al glicano. Para poder sobrellevar
estos inconvenientes existen trabajos de ingenieria genética en plantas que se focalizan en dichos
problemas y proponen una respuesta novedosa para lograr una glicosilacion del tipo humano en
plantas. La solucion consiste en crear plantas modificadas genéticamente desprovistas de las

enzimas que llevan a cabo el agregado de los residuos de xilosa y a-1,3-fucosa, suprimiendo los



genes involucrados en las vias metabodlicas de dichos azucares. A su vez, deben ser capaces de
glicosilar con residuos de p-1,4-galactosa mediante la integracion en su genoma y expresion de la
B-1,4-galactosiltransferasa humana (Bakker et al. 2006; Cox et al. 2006). Por lo anterior es que el
modelo P. patens no es solo una herramienta para el estudio de la funcion de genes, sino que
también para produccién de proteinas recombinantes. Posee por lo tanto varias ventajas para el
cultivo molecular de plantas como ser produccion de proteinas en suspensiones celulares, la
posibilidad de generar mutantes de “knockout” para glicoingenieria y por ultimo optimizacién
cuantitativa para la produccién de proteinas (Liénard & Nogué 2009). No obstante para el objetivo
general del presente trabajo se utilizara una cepa de P. patens sin las modificaciones recién
mencionadas, ya que antes de avanzar hasta ese punto se pretende purificar, caracterizar y evaluar
la actividad bioldgica que presenta la FSH producida por cepas de P. patens sin humanizar. Con el
fin de conseguir lo anterior se clonara la secuencia codificante para la subunidad a-FSH humana
en un vector de expresion para vegetales el cual posee varias caracteristicas importantes detalladas
en el punto 4.1 destacandose la presencia de secuencias de homologia que permitirian la
integracién de la construccién génica en el genoma de la planta a través del mecanismo de

recombinacion homdloga.

2.3.2- Recombinacion homologa

El término “Gene targeting” (GT) hace referencia a la generacion de mutaciones
especificas en un genoma por integracion de secuencias de ADN foraneo mediante recombinacion
homologa (RH). Dicha técnica es la base para la generacion de conocimiento genémico funcional
en bacterias, levaduras y varios hongos filamentosos, debido a que la integracion del ADN foraneo
en sus genomas mediante RH es muy eficiente por ser dirigida a sitios especificos por secuencias
de homologia e integrado al mismo por RH. Sin embargo, no puede ser usada rutinariamente en
animales y plantas debido a que la integracion de secuencias foraneas mediante RH ocurre a
magnitudes bastante inferiores a las deseadas, siendo el principal mecanismo la integracion
aleatoria por medio de un proceso de recombinacion ilegitima. A pesar de ello y contrariamente a
todas las demas plantas estudiadas hasta el momento la integracion de secuencias de ADN en el
genoma de P. patens ocurre predominantemente en sitios especificos por RH (Schaefer 2002).
Esta planta es la Unica terrestre conocida con una eficiencia de recombinacion homéloga tan alta
en su ADN nuclear. Segln trabajos anteriores y de forma informativa solamente, es posible
identificar al menos cuatro modelos por los cuales se cree que actuaria el mecanismo de
integracion de ADN transformante (Figura 3) (Kamisugi et al. 2006; Hohe et al. 2004; Schaefer &
J.-P. Zryd 1997; Kamisugi et al. 2005).
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Figura 3. Posibles modelos de integracion por ADN transformante. B1 y B2, son secuencias distintas no
homologas entre ellas, a, b y ¢ son regiones de un gen, s es el casete del marcador de seleccién. A) El
fragmento transformante se integra por RH en ambos brazos del vector y como resultado se tiene un
reemplazo del gen blanco perfecto. B) En este caso uno de los brazos del vector se integra por RH y el otro
por una union de extremos no homdlogos (NHEJ) C) Se producen concatémeros del vector, el cual
mediante dos RHs que ocurren en regiones separadas “a” del mismo se integra en la region “a” del
genoma. D) Circularizacion del fragmento por NHEJ y posterior RH en un solo punto en la region “a”
genera un locus transgénico indistinguible con el producido en C. Figura extraida de (Kamisugi et al.

2006)



3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo General

El objetivo general dentro de esta linea de investigacion, que trasciende la presente tesis, es
generar una cepa de P. patens que contenga en su genoma las dos CDSs pertenecientes a las
subunidades a y B de la FSH humana, necesarias para la produccion de la hormona heterodimérica
funcional. Para ello en nuestro laboratorio se dispone actualmente de una cepa de P. patens,
modificada, que presenta la CDS de la subunidad B-FSHh ya integrada a su genoma y que expresa
dicha cadena polipeptidica. Por lo tanto, como primer paso, seria necesaria la construccién de un
vector que permitiera integrar la CDS de la subunidad a-FSHh en un locus distinto al que se
encuentra la CDS de la subunidad B-FSHh. Una vez logrado lo anterior, como segundo paso,
deberia transformarse la cepa de P. patens que contiene la CDS de B-FSHh con dicho vector y
realizar el “screening” para detectar aquellas que posean ambas secuencias codificantes integradas
en su genoma. Al lograrse lo anterior se le estaria proporcionando a la planta la capacidad de
formar el heterodimero por coexpresion de ambas subunidades pudiéndose purificar y evaluar su

actividad biolégica.

3.2- Objetivo Especifico

El mismo se centra en el primero de los pasos mencionados en el parrafo anterior para
lograr el objetivo general y consiste en la produccién de un vector de expresion en plantas, que
permita la integracion de la secuencia codificante de la subunidad o-FSHh en el genoma de P.
patens. Para esto la construccion gendmica deberé formarse a partir de un plasmido, que contenga
secuencias reguladoras de plantas, y la CDS de la a-FSHh. Una vez lograda la misma sera posible
proseguir con la segunda parte de los objetivos, la obtencion en si, de una cepa de P. patens que
posea ambas CDSs integradas en su genoma.



4- ESTRATEGIAS

4.1- Estrategia General

Con el presente trabajo se busca acercarse al objetivo final de construccidn de una cepa de
P. patens cuyo genoma contenga y sea capaz de coexpresar ambas subunidades de la FSHh para
obtener dicho heterodimero. A su vez para lograr tanto una transformacion exitosa de P. patens
como un alto grado de expresion, es necesaria la correcta seleccion del vector de expresion que se
utilizara para incorporar la secuencia deseada en su genoma. Este vector requiere la presencia de
determinadas regiones que corresponden a: secuencias de homologia en 5" y en 3" para dirigir la
construccidn génica al locus de interés, un marcador de seleccion, un promotor y una secuencia de
terminacion de la transcripcion. Asimismo, deberd presentar un sitio de restriccion que permita
incorporar el inserto en el vector y otro que logre linealizar la construccion génica para
posteriormente realizar la transformacion en la planta.

En el laboratorio se dispone de dos vectores que cumplen con las especificaciones antes
mencionadas, un vector derivado de pTHAct, conteniendo la CDS de la subunidad alfa de la
FSHh, y un vector derivado de pTHUbi que contiene la secuencia codificante de la subunidad beta
de la FSHh. Ambos son vectores de expresion especificos para células vegetales ya que poseen
promotores de Actina de arroz y Ubiquitina de maiz (vectores pTHAct-hFSHa y pTHUbi-hFSHp
respectivamente). La desventaja para el objetivo particular de esta linea de investigacion es que
ambas construcciones tienen sus secuencias de homologia que apuntan al mismo locus del genoma
de P. patens (“locus 108”). Una cotransformacion con estos vectores daria lugar a una cepa de P.
patens portadora de una subunidad de la FSHh, ya sea la alfa o la beta, debido a que solo posee un
unico sitio en su genoma en el cual ambas secuencias pudieran recombinar e integrarse. Tanto los
vectores anteriores como las cepas de P. patens logradas por transformacién con los mismos
fueron obtenidos de trabajos previos realizados en el laboratorio.

Teniendo en cuenta lo anterior seria posible plantear dos estrategias para lograr el mismo
objetivo final. Una de ellas seria realizar una unica construccion dirigida al “locus 108” que
contuviese ambas CDSs de las subunidades de FSHh con promotores distintos para cada una
(promotor de Actina para la o—FSHh y de Ubiquitina para B—FSHh). Adicionalmente para la
eficiencia de la transformacion se requiere que las mismas estén ubicadas una a continuacion de la
otra y que a su vez en los extremos de dicho constructo se encuentren las regiones de homologia
que dirigiran la recombinacién homologa en el sitio blanco. Una estrategia alternativa consiste en
la construccion de un tercer vector que difiera de los antes mencionados en su region de
homologia, es decir que dirija la recombinacion homdloga a un sitio diferente al “locus 108”. En

este caso se utilizaria una de las cepas de P. patens, que contenga la CDS de una de las
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subunidades de FSH inserta en el “locus 108 para ser retransformada con el vector nuevo de
forma tal que la insercion de la CDS de la otra subunidad vaya dirigida a un sitio diferente del
“locus 108 y asi poder expresarse el heterodimero funcional de la FSHh.

Debido a que la primera estrategia mencionada fue abordada en el trabajo de pasantia de la
Lic. Milagros Mailhos, el presente trabajo se centro en la segunda estrategia planteada, con el fin
de crear un vector que contenga la CDS de la subunidad a-FSHh y que dirija la insercién al locus
Pphb7.

4.2- Estrategia Especifica

Para llevar a cabo este trabajo se utiliz6 un vector de expresion que cuenta con las
caracteristicas mencionadas en el punto 4.1, llamado pTFH15.3, el cual se muestra en la figura 4.
El mismo fue cedido por el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal (LBMV).

pAct
EcoRV

TrcbhS

Pphb7
5 half

nptll
Notl

Pphb7
3" half

Figura 4. Vector pTFH15.3. Amarillo, promotor de actina
de arroz. Naranja, terminador de la ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa oxigenasa (TrchbS). Celeste, casete de
resistencia a kanamicina. Verde oscuro, mitad de la
secuencia en 3" homologa al locus blanco y verde claro
mitad de la secuencia en 5 homologa al locus blanco. Notl
y EcoRV, sitios de restriccion para dichas enzimas que se

utilizaran para linealizar y clonado respectivamente.

Debido a que en trabajos anteriores la cepa de P. patens transformada con pTHUbi-hFSHf
fue la que dio mejores resultados a la hora de expresar la proteina recombinante, se decidié utilizar
la misma para ser retransformada con un vector que contenga la CDS de la subunidad alfa de la
FSHh. Por ello se concibié como estrategia especifica seguir los pasos que se muestran en la
figura 5, comenzando por amplificar la CDS de la subunidad o-FSHh humana a partir del

plasmido 4a-pENTR-2B Gateway, ya disponible en el laboratorio. Para la obtencion de la CDS se
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realizd la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores 320 y 321A (directo
y reverso respectivamente). El cebador 320 hibrida en el extremo 5 de la CDS al inicio de la
secuencia del péptido sefial PpXTH1 y el 321A hibrida en el extremo 3" sentido opuesto al
anterior y al final de la CDS. Para la amplificacion se utilizo la polimerasa Pfu, debido a que no
posee actividad transferasa terminal creando extremos romos, condicién necesaria para la
posterior ligaciéon con el vector digerido previamente con EcoRV (ver més adelante). Ademas,
debido a que los oligonucledtidos sintéticos que se usan como cebadores en la PCR tienen
extremos 5°-OH, fue necesario fosforilar el fragmento de ADN que contiene la CDS a-FSHh
obtenida por PCR para que pudiera tener lugar la reaccion de ligacion con el vector desfosforilado.

Para preparar el vector pTFH15.3 se realizo en primera instancia, una retransforamcion de
células de E. coli. de las cuales mediante preparacion de ADN plasmidico se obtuvo cantidad
suficiente de ADN con el cual trabajar. El sitio del plasmido pTFH15.3 donde se decidi6 insertar
la CDS es el sitio que reconoce la enzima ECORV, una enzima que produce extremos romos, y que
fue utilizada para linealizar el plasmido. Para evitar la religacion del vector sobre si mismo, fue
necesario desfosforilarlo una vez linealizado. Dicho paso se realizd incubando el vector con
fosfatasa alcalina la cual hidroliza el fosfato en 5 del ADN plasmidico lineal.

Una vez obtenidos el vector, linealizado y desfosforilado, y la CDS fosforilada se procedid
a efectuar la reaccion de ligacion utilizando la enzima T4 DNA ligasa. Esta enzima cataliza la
formacion de enlaces fosfodiester en moléculas de ADN doble cadena entre extremos 3”-hidroxilo
y 5”-fosfato proximos entre si.

Para realizar la transformacién con la construccion génica que se obtendria siguiendo los
pasos anteriores, se procedio a utilizar células competentes de E. coli, las cuales mediante “shock”
térmico ingresaran los diferentes constructos obtenidos. Luego se sembraron en medio de cultivo
LB-Agar-Kanamicina para seleccionar los clones transformantes que hayan ingresado el vector y
expresen el casete de resistencia al antibiético kanamicina. Una vez obtenidas las colonias
transformantes y con el propoésito de detectar cuéles de éstas poseen la molécula de interés, se
procede al “screening” como se explica a continuacion.

A partir de los clones crecidos en placas de LB-Agar-Kanamicina se inocularon medios de
cultivo liquido LB-Kanamicina para realizar minipreparaciones de ADN plasmidico. Estas
minipreparaciones de ADN plasmidico fueron analizadas con enzimas de restriccion vy
electroforesis. Dicho analisis consiste en la digestion de las mismas con la enzima de restriccion
Xbal, la cual de acuerdo a lo esperado para el vector con inserto produciria tres fragmentos de
5183, 2353 y 296 pb (pares de bases). En caso contrario se apreciarian unicamente dos fragmentos
de 7159 y 296 pb. El resultado de la digestion serd visualizado en una electroforesis en gel de
agarosa y una vez identificados los clones con el patrén de restriccion deseado se continuara con
un analisis por secuenciacion.
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Los clones con el patrén de restriccion esperado fueron enviados a secuenciar al servicio

de secuenciacion de ADN del Institut Pasteur de Montevideo, como forma de corroborar que las

secuencias obtenidas no se hayan visto modificadas durante el

proceso de clonado.

Adicionalmente y debido a que la clonacién que se realizara no es direccional, la secuenciacion

también permitira discriminar los vectores en los cuales el inserto se haya clonado en el sentido

adecuado. El cebador que se utilizara para corroborar la correcta insercion de la CDS serd el 311

(directo) el cual hibrida en el exon 11l de la CDS de a-FSHh. Si el sentido en que se integro el

inserto fue el correcto se esperaria que a continuacién de la CDS estuviese la secuencia de

terminacion de la rubisco (TrbcS). Una vez corroborado lo anterior se retransformaron bacterias

competentes de E. coli con el vector, cuya secuencia fue corroborada por secuenciacion, con la

finalidad de obtener mayor cantidad del mismo.

pAct

\ EcoRV
TrcbS
Pphb7
5" half

nptll

Pphb7
3 half

Digestion l

pTFH15.3 pTFH15.3

Desfosforilacion

Figura 5. Representacion esquematica de la estrategia especifica a utilizar para lograr el objetivo concreto del trabajo. Se
plantea la digestion y desfosforilacion del plasmido pTFH15.3, asi como también la fosforilacion de la CDS obtenida por
PCR. Posteriormente se realiza la reaccion de ligacién para seguir con la transformacion, seleccion y “screening”

CDS de la a—FSH

l Fosforilacion

CDS de la a—FSH

Ligacion
Transformacion

=
Seleccidn
“Screening”

_—

pTFH15.3 + Inserto

Construccidon génica buscada

pertinente para conseguir la construccion génica de interés. Circulos purpuras representan extremos 5 fosforilados.
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5- MATERIALES Y METODOS

5.1- Cepas de Escherichia coli

DH5a: Cepa proporcionada por el laboratorio, en estado de competencia, para
transformacion. Genotipo; F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ¢80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r my*), I.

TOP10F": Proporcionada por el laboratorio. Para preparar electrocompetentes se siguié el
protocolo del punto 5.5.13 del presente indice. Genotipo; F [lacl® Tn10(Tet')] mcrA (mrr-
hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74 recAlaraD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl
nupG

5.2- Medios de cultivo

Para la preparacion de medios de cultivo liquido se utiliz6 LB (Sigma-Aldrich, USA)
siguiendo las especificaciones del fabricante a una concentracion final de 20 gramos por litro. En
los casos en que se necesito preparar medio de cultivo solido (LB-Agar) se agregaron 15 gramos
de agar por litro de LB. La esterilizacion se realiz6 por autoclave programando el equipo a 120 °C
por 20 minutos. Los antibidticos utilizados para preparar medios selectivos (LB-Kanamicina, LB-
Agar-Kanamicina, LB-Ampicilina y LB-Agar-Ampicilina) fueron agregados mediante técnica

aseptica, post esterilizacion de los medios, a una concentracion final de 50 ug/mL.

5.3- Cebadores

Los cebadores utilizados fueron proporcionados por el laboratorio y son los listados en la
tabla 2.

Tabla 2: Cebadores utilizados durante la tesis, se especifican sus respectivas secuencias y Tms. Los cebadores 320 y
321A, se usaron para las reacciones de PCR. Los restantes (311, 318 y 319) fueron los empleados para el “screening”
por andlisis por secuenciacion.

Cebador Secuencia Tm (°C)
311 5"-cctgatgtgcaggattgcccagaatgeac-3 64.8
318 5"-gctctgecgattttgetgetgetgtgttgccacgegatggteg-3° 72.6
319 5"-tccatggggttcaatagagggttgcaatgcgctctgecgattttge-3° 70.5
320 5"-gtgggatccatggggttcaatagagg-3” 60.7

321A 5 -attgaattcttaagatttgtgataataacaagtactgc-3 53.7

5.4- Soluciones y buffers
Todas las soluciones y buffers se prepararon siguiendo sus respectivos protocolos,
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proporcionados por el laboratorio.

5.4.1- Soluciones para preparacion de ADN plasmidico
Solucion I: Tris-HCI 25 mM pH=8, EDTA 10 mM pH=8
Solucién 11: NaOH 0.2 M, SDS 1%
Solucion 111: 60 mL de acetato de potasio 5M, 11.5 mL de acido acético glacial y 28.5 mL
de H,O miliQ.

5.4.2- Buffers

Preparacion stock de Tris-acetato-EDTA (TAE 50X) como buffer de corrida
electroforética:
Se disuelven 48.4 gramos de Tris-base (Sigma-Aldrich, USA) en 20 mL de EDTA 0.5M (Arnesco,
USA), 11.42 mL de acido acético glacial y H,O miliQ c.s.p 200 mL.

Para preparar buffer TAE 0.5X
Se diluyen 10 mL de buffer TAE 50X en 990 mL de H,O miliQ.

5.5- Técnicas utilizadas

5.5.1- Amplificacidn por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR tuvo como propdsito la obtencion de la CDS de la subunidad o-FSHh. Para dicho
fin se decidio utilizar el plasmido 4a-pENTR-2B como molde para recuperarla. La reaccion se
realiz6 en un termociclador Perkin ElImer modelo 2400.

Las alicuotas utilizadas para la amplificacion por PCR fueron calculadas en base a un
volumen final de reaccion de 50 pL. Segun lo anterior es que fueron empleados 1 pL del plasmido
(equivalente a 1:30 del producto de una minipreparacion de plasmido), 5 uL de Pfu PCR buffer
10X (SBS, China), 1 uL de dNTPs 10Mm, 2 uL de cada cebador (320 y 321A), 0.5 uL de enzima
Pfu ADN Polimerasa 5 u/uL (SBS, China). Se utiliz6 agua miliQ para completar el volumen
restante para cada reaccion. La programacion del termociclador fue la siguiente; para la fase de
desnaturalizacion inicial se realiz6 un ciclo Unico a 94 °C durante 5 minutos, la segunda fase, en la
cual se da la amplificacion, es de 30 ciclos de tres etapas desnaturalizacion, hibridacion y
elongacion con temperaturas y tiempos de 94 °C/30 segundos, 53 °C/30 segundos y 72 °C/40

segundos respectivamente. Por ultimo se programé una etapa final a 72 °C por 10 minutos.
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5.5.2- Electroforesis en gel de agarosa

Esta técnica fue utilizada para analizar los productos de digestion, de ligacion, la correcta
fosforilacion o desfosforilacion del inserto y el plasmido respectivamente, asi como también para
visualizar los productos de las minipreparaciones de ADN plasmidico, lo positivo o no de las
reacciones de amplificacién de ADN por PCR vy las purificaciones de ADN. Para cualquiera de los
casos anteriores los geles fueron preparados en buffer TAE 0.5X con una misma concentracion de
agarosa 0.8% (m/v) para la cual se us6 un horno microondas para ser fundida. Con el propdsito de
visualizar las muestras de ADN en el transiluminador UV, se le adiciond 1uL de “Goldview
Nucleic Acid Stain” (Beijing SBS, China) por cada 50 mL de gel preparado.

Para realizar la electroforesis se acondicionaron las muestras agregandole buffer de carga
6X (Fermentas, USA) conteniendo azul de bromofenol, xylene cyanol y glicerol. En cuanto al
marcador de peso molecular se utilizé el mismo para todos los casos “GeneRuler™™ DNA Ladder
Mix” 100-10000 pb (Fermentas, Lituania). Para todos los casos el voltaje empleado fue de 100 V
variando el tiempo de corrida en base al tamafio de los fragmentos de ADN analizados.

5.5.3- Purificacion de ADN

Se realizaron dos tipos de purificaciones, una a partir de las bandas visualizadas en geles
de agarosa y otra a partir de las reacciones de desfosforilacién, fosforilacion, amplificacién por
PCR y minipreparaciones de ADN plasmidico. Para todos los casos, menos minipreparaciones de
ADN plasmidico, se siguieron las recomendaciones de los fabricantes del kit PureLink™ Quick
Gel Extraction Kit, K2100-12 50 preparaciones (Invitrogen). La purificacion de minipreparaciones
de ADN plasmidico para secuenciar se realizd segun protocolo del kit Ron’s Gel Extraction Kit
(BioRon GmbH, Alemania)

Dependiendo del caso, el volumen final de elucién para las columnas de purificacion fue
de 40-50 uL. Para verificar el correcto proceder del protocolo de purificacion se realiz6 para cada

instancia electroforesis en gel de agarosa a una concentracion de 0.8% (v/m)

5.5.4- Cuantificacion de ADN

Para el analisis cuantitativo y cualitativo del grado de pureza de las muestras purificadas
obtenidas segun el punto 5.5.3 del presente item, se realizaron medidas de absorbancia a A=260

nm y 280 nm mediante un espectrofotometro de microvolimenes en gota (“nanodrop”, equipo

ACTGgene ASP-3700- New Jersey, USA).
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Medidas estimativas en cuanto a concentracion de ADN también fueron realizadas
comparando las intensidades de fluorescencia entre las bandas del marcador del peso molecular y

las muestras en gel.

5.5.5- Transformacion de células quimiocompetentes

Las transformaciones y retransformaciones de células quimiocompetentes se realizaron en
cepas de E. coli DH5a. Se agregaron 1-5 uL de mezcla de ligacién o vector para retransformar
(dilucion 1/10 para retransformar) a cada eppendorf con 50 uL de células competentes
previamente descongeladas. Posteriormente se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. El
proceso de transformacion en si, se realizé por choque térmico en el paso siguiente colocando los
eppendorfs en bafio a 42 °C durante 90 segundos para luego incubarse en hielo por 2 minutos. A
continuacidn se le agregaron 500 uL de LB liquido y se dej6 en agitacion a 37 °C de 30 minutos a
1 hora. Finalmente se sembraron 50-200 uL de la transformacion en medio so6lido LB-Agar-

Kanamicina y se dejo incubando durante la noche a 37 °C.

5.5.6- Minipreparacion de ADN plasmidico

Para lisar las células bacterianas y obtener el ADN plasmidico se utilizé el método de lisis
alcalina. Para ello la noche anterior se tomd una colonia, crecida aisladamente de las demas en
placas de LB-Agar-Kanamicina, y se colocé en un tubo conteniendo 3 mL de medio de cultivo
LB-Kanamicina. Se dejo crecer durante la noche con agitacion y a 37 °C. Al dia siguiente, luego
de corroborar crecimiento bacteriano por grado de turbidez en el tubo, se centrifugd en
microcentrifuga (Beckman E™) 1.5 mL de los 3 mL iniciales a 12000 rpm durante 2 minutos.
Luego de descartar el sobrenadante se adicionaron los 1.5 mL restantes volviéndose a centrifugar
de igual manera. A continuacion se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 200 uL
de Solucion |, luego se le agregaron 200 uL de Solucién Il mezclandose suavemente por
inversion. Seguidamente se le agregaron 200 uL de Solucion 111, se mezclé agitando rapidamente
y se volvio a centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos. Se recuperaron los 600 uL del
sobrenadante depositandose en otro eppendorf conteniendo 900 uL de Isopropanol. Una vez mas,
se centrifugd por 30 minutos a 14000 rpm descartando el sobrenadante. Se agregaron 0.5 mL de
etanol 70% se realiz6 una ultima centrifugacion de 15 minutos a 13000 rpm descartando el
sobrenadante y dejando secar el precipitado. Para eliminar la contaminacion por fragmentos de
ARN, una vez evaporado el etanol, se resuspendio el precipitado en 30 uL de agua miliQ con

ARNasa 50 ug/ml.
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Para corroborar la presencia de ADN plasmidico se realizaron electroforesis en geles de
agarosa 0.8%. Las minipreparaciones de ADN plasmidico se guardaron en freezer a -20 °C.

5.5.7- Digestion de plasmidos

Los mapas de restriccion fueron obtenidos con el programa BioEdit 7.0.5.3. En la tabla 3
se muestran las caracteristicas de las digestiones realizadas en el vector y en el constructo

(vector+inserto) que producen las enzimas utilizadas en el proyecto.

Tabla 3: Cuadro de enzimas de restriccion y digestion utilizadas en la tesis. Se
especifican nombres de enzimas, fragmentos en cantidad y tamafio que genera cada una
tanto en el vector como en la construccion génica buscada.

N° de fragmentos creados Tamafio fragmentos (pb)

ENZIMA Vector/Construccion génica (Vector+Inserto)
Bcll 2/2 4926, 2529/5303, 2529
Dpnl Digiere ADN metilado ~  -------m-mm--

EcoRV 1/1 7455/7832 circular ovillo
Notl 1/1 7455/7832
Swal 1/1 7455/7832
Xbal 2/3 7159, 296/5183, 2353, 296

Digestion del vector pTFH15.3 con EcoRV:

Las digestiones realizadas en este vector con la enzima de restriccion EcoRV tuvieron
como proposito prepararle para la reaccion de ligacion con la CDS de la subunidad o-FSHh. El
mismo posee un Unico sitio de restriccién ubicado en el sitio de policlonado. Las digestiones
fueron planeadas para efectuarse en un volumen total de 20 pL, 2 uL buffer NEB3 10X (New
England Biolabs, USA), 0.2 uL BSA, 1 uL del pldsmido pTFH15.3, 0.5 uL de enzima EcoRV
(10U) y 16.3 pL de agua miliQ. La reaccién transcurrié en estufa a 37 °C durante 2 horas. El
producto de esta digestion es un plasmido linealizado con extremos romos. La presente reaccion
también se realizd para corroborar la insercion de la CDS en el vector ya que si esto ocurria se
perderia el sitio de restriccion para EcoRV visualizdndose un pldsmido no digerido y de un

tamafo mayor al esperado para el plasmido sin inserto una vez realizada la corrida electroforética.

Digestiones para analisis de plasmidos:

Durante el “screening” una de las primeras estrategias abordadas para analizar los
plasmidos con los que se trabajo y los obtenidos en los experimentos fue el andlisis de restriccion.
El mismo infiere, pero no corrobora, la identidad del plasmido digerido mediante patrones de

restriccion.

18



Notl (Promega, USA): Produce un unico corte en el plasmido, linealiza y prepara al mismo
para la transformacion en P. patens. La digestion fue planeada y realizada de igual manera que
con EcoRV son la salvedad de que se agregaron 2 uL de la minipreparacion de ADN plasmidico
envezdel L.

Swal (Fermentas, USA): Provoca un unico corte en el plasmido linealizandolo. Digestion
planificada de igual forma que para Notl, se incubd por 2 horas a 30 °C en Terrmoblock del
laboratorio de Biologia Molecular Vegetal.

Bcll (Promega, USA): Produce dos fragmentos de ADN por poseer dos sitios de restriccion
en el plasmido a ser analizado. El protocolo de digestién es el mismo que para las enzimas
anteriores, su incubacion se realiza a 50 °C durante 2 horas.

Xbal (New England Biolabs, USA): Produce una variante segin se esté digiriendo el
vector con el inserto incorporado o el vector sin inserto, en el primer caso la enzima produce tres
cortes creando tres tipos de fragmentos de ADN, en el segundo produce Unicamente dos cortes y
por lo tanto dos tipos de fragmentos. La reaccion se planifico de igual manera que para los tres
casos anteriores y la incubacién de la mezcla de reaccion fue a 37 °C durante 3 horas.

Digestion para descontaminar el inserto:

Para eliminar los problemas de contaminacién, por ADN metilado que pudiese estar
presente en la muestra, se realizé la digestién del mismo con la enzima Dpnl.

Dpnl (Fermentas, USA): La reaccion fue planificada para un volumen total de 20 ulL, 2 uL
de buffer Tango 10X, 2 uL de inserto, 1 uL de Dpnl y 15 uL de agua miliQ para completar el
volumen final de reaccion. Se mezcld suavemente y se dio un “spin” de unos segundos en la
microcentrifuga para homogenizar la mezcla. Se incubd en termociclador Perkin EImer modelo
2400 programando dos ciclos, uno a 37 °C durante 1 hora 30 minutos para la reaccién de digestién

y otro a 80 °C durante 20 minutos para inactivar la enzima.

Todos los productos de digestion fueron analizados en gel de agarosa 0.8% (m/v).

5.5.8- Desfosforilacion del plasmido digerido

Una vez digerido el plasmido pTFH15.3 se prosiguio a la desfosforilacion del mismo para
evitar su recircularizacion al momento de la ligacion dandole preferencia a la reaccion plasmido-
inserto. Para esta reaccion se calculd la cantidad de enzima a usar, para los 49 uL (170 ng/ uL) de
vector digerido, teniendo en cuenta que por pmol de extremos se necesitan 0.01 U de enzima. El
volumen total en el que se dio la desfosforilacion fue de 60 pL. De esta forma es que la mezcla de

reaccion de desfosforilacion se compuso de 6 uL de CIAP buffer 10X, 0.5 uL de fosfatasa alcalina
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CIAP (Promega, USA), 49 uL de vector digerido y 4.5 uL de agua miliQ. Se usaron 0.5 uL de
enzima por no poder alicuotar lo calculado (0.033 uL) para la concentraciéon de pmoles disponible
en esta reaccion. Se incubd en termociclador programando un ciclo de 15 minutos a 37 °C seguido
de 15 minutos a 56 °C, una vez terminado el mismo se le agregé a la mezcla otros 0.5 uL de
enzimay se volvio a repetir el ciclo una ultima vez.

La purificacion de la reaccion de desfosforilacion se realizé por kit segin punto 5.5.3 para
muestras en solucion.

Para corroborar que tuvo lugar la desfosforilacion se planted, con una alicuota del producto
de la misma, una reaccion de ligacion como se especifica en el punto 5.5.13 y una posterior

electroforesis en gel de agarosa 0.8% para ver si hubo o no ligacion de los fragmentos de ADN.

5.5.9- Fosforilacion de la CDS

Para la fosforilacion de la CDS de la subunidad a-FSHh amplificada por PCR se realizaron
dos acercamientos.

Fosforilacion de la CDS ya amplificada por PCR:

Una vez realizada la PCR, se purifica por kit segun punto 5.5.3. Se plantea la reaccion para
un volumen total de 10 uL siendo, 6 uL de inserto, 2 uL de agua miliQ, 1 uL de buffer T4
polinucledtido quinasa 10X y 1 uL de enzima T4 polinucledtido quinasa (10U). La mezcla se
incubd a 37 °C por 30 minutos para que se diese la reaccion, seguido se realizé una etapa de

inactivacion de la enzima que consistia en una incubacion a 65 °C por 20 minutos.

Fosforilacion de cebadores (320, 321A) pre amplificacién por PCR:

Otra forma de lograr la CDS fosforilada es realizar la reaccion de fosforilacién con los
cebadores antes de llevar a cabo la PCR. Los cebadores (100 mM) fueron proporcionados por el
laboratorio, se necesitan en dilucion 1/10 para un volumen final de 20 uL. Se toman 2 uL de cada
cebador y se diluyen en 18 plL de agua miliQ cada uno. La reaccion de fosforilacion se planteo
para un volumen final de 50 uL y 200 pmoles de extremos. 20 uL de cebador (320 0 321A), 5 uL
buffer T4 polinucleotido quinasa 10X, 1 uL de enzima T4 polinucleétido quinasa (10U) y 24 uL
de agua miliQ. Los pasos siguientes de incubacién e inactivacion de la enzima son los mismos

descritos en el parrafo anterior.
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5.5.10- Construccion plasmido T

Esta estrategia se piensa para evitar la recircularizacion del plasmido y dar especificidad a
la reaccion de ligacion vector-inserto, crea extremos cohesivos. A partir de dTTP 100 mM
proporcionado por el laboratorio se tom6 1 uL y se diluyo en 10 uL de agua miliQ para una
concentracion final 10 mM. Para un volumen total de 50 uL se colocaron 4 uL de plasmido
pTFH15.3 digerido, 5 uL de buffer enzima Tagq polimerasa 10X, 1 uL dTTP (10 mM), 0.5 uL de
enzima Taq polimerasa (100 U) y 39.5 uL de agua miliQ. Se incub6 1 horaa 72 °C.

5.5.11- Adenilacion del inserto

El inserto utilizado se obtuvo con cebadores fosforilados y fue tratado con Dpnl segln se
especifica en el punto 5.5.7 para posteriormente ser purificado por kit eluyéndose en 20 pL. Para
un volumen total de 50 uL se incorporaron 20 pL de inserto tratado, 5 pL de buffer enzima Taq
polimerasa 10X, 1 uL dNTP (10 Mm), 0.5 uL de enzima Taq polimerasa (100 U) y 22.5 uL de

agua miliQ. Se incubo 1 hora a 72 °C.

5.5.12- Ligacion

Se realizaron dos tipos de ligacion, una para extremos romos y otra para extremos
cohesivos, la diferencia entre ambos es el agregado en el primer caso de polietilenglicol (PEG), el
mismo incrementa la eficiencia de la reaccion cuando la ligacién es entre extremos romos. La
mezcla de ligacion se penso para un volumen final de 10 uL, 5 uL de inserto fosforilado, 1 pL
plasmido digerido y desfosforilado, 1 uL buffer de ligacién 10X, 1 uL PEG, 1 uL de T4 DNA
ligasa (New England BioLabs) y 1 uL agua miliQ. Para el segundo caso, ligacion entre inserto
adenilado y fosforilado con plasmido T, se utilizaron los mismos volimenes de buffer, inserto,
plasmido y enzima que para la reaccion anterior, pero se prescindié de PEG utilizandose en
cambio 2 uL de agua miliQ en vez de 1 pL.

En ambos casos los controles para las reacciones de ligacion se realizan sustituyendo el
volumen que corresponde al inserto por agua miliQ.

Cada mezcla de ligacion y sus controles respectivos se realizaron por duplicado para
efectuar métodos diferentes de incubacion, uno a 4 °C durante la noche y otra a temperatura

ambiente por 1 hora.
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5.5.13- Bacterias electrocompetentes

Para preparar las bacterias electrocompetentes para transformacion, el dia anterior se
sembraron en 5 mL de medio precultivo liquido LB un inoculo de bacterias TOP 10 F" en glicerol.
Se le adiciono tetraciclina a una concentracion final de 50 ug/mL y se dejaron crecer toda la noche
a 37 °C. El dia siguiente se inoculé un matraz conteniendo 200 mL de LB con los 5 mL de
precultivo y se dejé crecer hasta alcanzar una densidad Optica a A=600 nm de 0.8. Manteniendo en
hielo se realizaron 3 lavados consecutivos con agua miliQ estéril, centrifugando a 2000 g por 10
minutos. Se efectud un ultimo lavado con solucion de glicerol 10 %. Por ultimo se resuspendié en
500-800 uL de glicerol 10 % y se alicuot6 de a 40 uL.

5.5.14- Electroporacion

Para electroporar, las mezclas de ligacion y controles debieron ser purificados por kit
(segun item 5.5.3) antes de agregarselos a las células electrocompetentes, de esta forma se
eliminan las sales que podrian provocar la lisis celular una vez aplicada la descarga eléctrica.

Se usaron cubetas para electroporacion de 0.2 cm y el “Bacterial protocol 2” de la
electroporadora Gene Pulser Xcell de BioRad. Dicho protocolo realiza un pulso de 2500V por 8.0
milisegundos para 40 uL de bacterias electrocompetentes. Se utilizaron 4 uL de ADN para
electroporar el cual podria provenir de la mezcla de ligacion o del control de ésta. Inmediatamente
luego de generado el pulso, se agregaron 500 uL de LB a la cubeta, se homogeneizé y se paso el
contenido de dicha cubeta a un eppendorf para incubar a 37 °C durante 1 hora 40 minutos en
agitador. Una vez transcurrido este tiempo se sembrd en LB-Agar-Kanamicina (o Ampicilina)
100-200 uL de suspension bacteriana y se dejo crecer a 37 °C durante la noche en estufa.

Para retransformaciones se realizaron diluciones 1/10 del vector a retransformar,

tomandose 1 pL para electroporar.

5.5.15- Calculo de Eficiencia de Transformacion

Utilizando las bacterias electrocompetentes preparadas, se realizé una transformacion por
electroporacion con el plasmido estandarizado pUC 19 (10 pg/uL, Invitrogen) con la finalidad de
medir la eficiencia de transformacion de las mismas.

Se utilizaron tres tubos eppendorf conteniendo 40 pL de electrocompetentes cada uno, a
dos de ellos se les adiciond 5 puL de plasmido estandarizado (T; y To) y al tercero 1 uL del

plasmido pTFH 15.3 de stock obtenido mediante minipreparacion de ADN plasmidico. Una vez
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realizada la transformacion, agregados los 500 uL de LB e incubado una hora cuarenta minutos se
prepard una dilucion 1:5 (10 uL Ty, + 40 uL LB) tanto para T, como T,, para sembrar en medio
LB-Agar-Ampicilina, por ultimo se incub6 a 37 °C durante la noche. Cada placa se dividio en
cuatro cuadrantes y el promedio de células transformantes por placa se realizdé contando dos de
ellos y promediandolos entre si, luego se multiplicd por cuatro para obtener el total de colonias
estimadas por placa. Por Gltimo se promedié entre las dos placas dando de este modo la cantidad
estimada de células transformantes para 10 uL de los 545 uL totales de la transformacion (5 uL
plasmido estandarizado + 40 uL de células electrocompetentes + 500 uL LB). De la relacion
anterior se obtiene la cantidad estimada de células transformantes totales por transformacion.
Dividiendo este valor entre ug de ADN usado en la transformacién (50x10° pg), se obtuvo la

eficiencia de transformacion (resultados en punto 6.5.1).

5.5.16- Purificacion de plasmidos para secuenciacion

De las colonias crecidas en placas LB-Agar-Kanamicina, que hayan dado como resultado
de digestion un patron de restriccion de interés, se realizaron minipreparaciones de ADN
plasmidico para secuenciar y obtener stock de esos plasmidos.

Para secuenciar se tomaron 60 pL, de los 510 uL obtenidos por miniprep, y se purificaron
segun recomendaciones del fabricante por kit Ron’s Gel Extraction Kit (BioRon GmbH,

Alemania), el volumen total en que se eluyo fue de 67 uL.
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6- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1- Obtencion de la CDS

La correcta amplificacion de la CDS es crucial para asegurar la conservacion de la
secuencia nucleotidica y por lo tanto aminoacidica de la proteina, asi como también para obtener
concentracion suficiente de la misma para los ensayos a realizar en instancias posteriores. Como
fue referido en la seccion 4.2, la CDS de o-FSH debe ser clonada en el vector pTFH15.3
linealizado con EcoRYV y desfosforilado. Por lo tanto, el fragmento a clonar debe ser fosforilado, y
para esto, existen dos posibilidades (1) Fosforilar el producto de PCR o (2) fosforilar los
cebadores antes de hacer la amplificacion.

Para la primera de las opciones se amplifico la CDS de la subunidad o de la FSH humana a
partir del plasmido 4a-pENTR-2B, utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa (SBS, China) segin
se especifica en el punto 5.5.1. Se corroboré la amplificacién por electroforesis en gel de agarosa

como se muestra en la figura 6.

Producto
PM
« PCR

Figura 6. Electroforesis en gel
de agarosa del fragmento de
ADN obtenido por PCR con
cebadores 320 y 321A. MPM;
marcador de peso molecular en
pb.

Se puede observar que el producto de PCR presenta el tamafio esperado para la secuencia
gue se esta buscando, aproximado de 400 pb como se muestra en la imagen. ElI fragmento
amplificado de esta forma tiene como caracteristicas el poseer extremos romos y desfosforilados.
Para poder seguir con los ensayos de ligacion se prosiguio con la fosforilacion de este fragmento

de ADN, segun primera parte del punto 5.5.9. Para ello se purificé el producto de amplificacion
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realizando una electroforesis en gel de agarosa y cortando del gel la banda para luego extraer el
ADN segun punto 5.5.3. Se cuantificd el ADN extraido de la banda por medida de la absorbancia
a A=260 nm en un espectrofotometro de microvolimenes (“nanodrop”). Este producto de PCR fue
fosforilado con polinucledtido kinasa segun lo descrito en el punto 5.5.9.

Paralelamente a lo anterior se realizo la segunda opcion para obtener la CDS fosforliada.

Se fosforilaron los cebadores 320 y 321A antes de la amplificacion por PCR de la CDS de la
subunidad o de la FSHh. Ya realizada la PCR con dichos cebadores, se analizo la presencia del

amplicon por electroforesis en gel de agarosa logrando ademas un estimativo de la concentracion
de la CDS lograda (Figura 7).

MPM __ Producto
PCR

R

il

Figura 7. Electroforesis en gel de
agarosa del producto de PCR obtenido
con cebadores 320 y 321A fosforilados
pre amplificacion. MPM; marcador de

peso molecular en pb.

Segun se observa en la figura 7 hubo amplificacion de la CDS utilizandose cebadores
fosforilados en la reaccion. Sin embargo debido a que parece no haber una concentracion
suficiente para seguir con los ensayos de ligacion se decide hacer otra PCR con cebadores
fosforilados. Luego de analizada la presencia del amplicon por electroforesis en gel de agarosa de
esta ultima PCR se unieron los productos de amplificacién de ambas reacciones. Acto seguido se
realizd otra electroforesis en gel de agarosa para observar si la nueva concentracion de CDS,
obtenida de esta forma, es suficiente para seguir con los ensayos (Figura 8A). Luego de verificar
lo anterior se purifica por electroforesis en gel de agarosa utilizando el volumen restante de la
mezcla. Las bandas de 400 pb fueron extraidas del gel y purificadas con un kit comercial (ver
seccion 5.5.3). Luego de la purificacion se realizd otra electroforesis en gel de agarosa para
analizar el producto amplificado (Figura 8B).
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Figura 8. A. Electroforesis en gel de agarosa del producto
de PCR, obtenido con cebadores 320 y 321A fosforilados
pre amplificacion. B. Electroforesis en gel de agarosa de la
CDS purificada por kit a partir de bandas en gel de un
tamarfio de 400 pb. Las bandas purificadas provienen de un
gel realizado con la totalidad de muestra disponible de
donde se extrajo para la corrida del gel A. MPM; marcador
de peso molecular en pb.

Para verificar la fosforilacion de los amplicones, obtenidos a partir de cebadores
fosforilados, se realiz6 una reaccién de ligacion cuya mezcla contenia solamente estos fragmentos
de ADN. Al analizar este producto de ligacion por una electroforesis en gel de agarosa se esperaba
obtener una “escalera” de bandas correspondientes a 1, 2, 3, etc. amplicones unidos entre si, si los
fragmentos estaban fosforilados, o una unica banda si la fosforilacion no habia sido exitosa. Como

puede verse en la figura 9, se verifica que los amplicones estan fosforilados.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa del
inserto sin ligar (Ins s/L) e inserto en mezcla de
ligacion consigo mismo (Ins PF Lig). MPM;

marcador de peso molecular en kb.
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La figura 9 muestra, de forma indirecta, que los cebadores fueron fosforilados
correctamente antes de la amplificacion por PCR, ya que en el carril correspondiente a la muestra
de ligacion (Ins PF Lig) se observan varias bandas a lo largo del mismo evidenciando distintos
grupos de fragmentos cada uno formado por cantidades diferentes de CDS de la subunidad o de la
FSHh unidas entre si. Lo anterior es validado por el carril del control negativo (Ins s/L) en el cual

se ve, como es de esperar para el inserto sin ligar, una unica banda a 400 pb aproximadamente.

6.2- Preparacion del Vector

Para conseguir concentracion suficiente del vector pTFH15.3 con el cual trabajar se realizé
una retransformacion con este vector en células competentes de E.coli DH5a. Luego se sembraron
e incubaron en placa LB-Agar-Kanamicina, se utilizaron colonias crecidas para iniciar un cultivo
en medio LB 50 mL. A partir de este cultivo se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico
corroborando la presencia del vector en éstas, por electroforesis en gel de agarosa de
concentraciones diluidas (1/10X), sin diluir (1X) y concentrada (5X), asi como también por
analisis por patrones de restriccion usando EcoRV seglin muestra la figura 10.

De la figura 10 se puede corroborar que el vector obtenido luego de realizar las
minipreparaciones de ADN plasmidico, no es el buscado. La figura 10A muestra dos bandas por
carril lo cual podria deberse a diferentes conformaciones del mismo vector, adicionalmente éste
presenta un tamafio aproximado de 3000 pb y no de 7500 pb como se esperaba para el vector
pTFH15.3. La figura 10B, donde se observa el vector utilizado en la figura 10A tratado con
EcoRV, verifica lo anterior al apreciarse dos bandas (carriles donde se sembraron 18uL y 6uL del

vector) a 3000 pb y no a 7500 pb como es de esperar para el vector buscado.

A mpm Mp Mp Mp B : MP1
MPM. ¢
s 18ul 6ul
== (@MOX  1X  sX 18u
1§ .
000 3000 - -
e .~ =
3000 we—— « e
| —
-
= 500 -
-

Figura 10. Electroforesis en geles de agarosa 0.8%. A. Electroforesis en gel de agarosa de
minipreparacion de ADN plasmidico (Mp) en varias concentraciones, proveniente de
retransformacion para recuperar el vector pTFH15.3. B. Electroforesis de la digestion de
Mp con EcoRV (MP1) para analisis por restriccion del plasmido obtenido. MPM;

marcador de peso molecular en pb.
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Se decidio realizar nuevamente una electroforesis en gel de agarosa de la minipreparacion
de ADN plasmidico lograda en primera instancia (MP1) y el vector pTFH15.3 presente en “stock”

luego de digestion con EcoRV segun se ve en la figura 11.

MPS
16ul  8SulL
o s
6000 -
3000 p— T —
1000
500

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de
minipreparacion de ADN plasmidico (MP1), obtenido de
la retransformacion, y el plasmido presente en “stock”
(MPS) digeridos con EcoRV. MPM; marcador de peso
molecular en pb.

En la figura 11 se observa que la digestion de MP1 presenta el mismo patrén de restriccién
que la vez anterior con bandas de un tamafio aproximado a 3000 pb, en cambio el vector “stock”
(MPS) proporcionado por el laboratorio, tiene un patron de restriccion y tamafio adecuados al
plasmido buscado (1 banda a 7500 pb aproximadamente). Por lo anterior y de ahora en mas, se
usara el vector MPS para los futuros ensayos en gque se requiera el vector pTFH15.3.

Una vez obtenido el vector pTFH15.3, en el cual se insertard la CDS de la subunidad a-
FSHh, se realiz6 su digestion con EcoRV para linealizarlo y asi poder desfosforilarlo evitando la

recircularizacion del mismo en la reaccién de ligacion del punto 6.3.

6.3- Ligacion

Los ensayos de ligacion se realizaron segun lo expuesto en el punto 5.5.12. Para la
reaccion de ligacion se utilizd la CDS de la subunidad o de la FSHh, fosforilada post
amplificacion por PCR, obtenida en el punto 6.1 y el vector linealizado y desfosforilado del punto

6.2. Los resultados de la ligacion entre ambos se visualizan en la figura 12.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de la CDS
sin ligar (Ins s/Lig), reaccion de ligacion sin CDS y con
vector pTFH15.3 (Control negativo) y mezcla de
ligacién entre la CDS vy el vector pTFH15.3 (Mezcla de
Ligacion). MPM; marcador de peso molecular en pb.

La figura 12 se logré cargando en los pocillos de los carriles las siguientes cantidades de
mezclas; 4 uL de MPM (MPM), 2 uL de inserto sin ligar + 0.5 buffer de carga (BC) (Inserto
s/Lig), 5 uL de mezcla de ligacion + 1 uL de BC (Mezcla de Ligacion) y 5 uL del control
negativo de la ligacion + 1 uL de BC (Control Negativo). La mezcla para el control negativo se
obtuvo sustituyendo el volumen de la CDS por agua miliQ. La reaccion de ligacion se realizé a
temperatura ambiente durante 1 hora con posterior inactivacion de la enzima a 65 °C por 10
minutos. Segun se ve en dicha figura, parece haber funcionado la ligacién entre la CDS vy el

vector.

6.4- Transformacion y seleccion

Se usaron células de E.coli quimiocompetentes proporcionadas por el laboratorio para ser
transformadas mediante “shock” térmico.

La seleccion se realizé con el antibiotico kanamicina debido a que el vector pTFH15.3
porta un casete de resistencia al mismo. Por ello, aquellas bacterias capaces de crecer en un medio
con kanamicina indicaran haber internalizado al vector y estar expresando el casete de resistencia

a dicho antibi6tico, de esta forma se estaran seleccionando las bacterias transformantes.
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La transformacién se realizd con la mezcla de ligacidn descrita en la seccion anterior, de la
cual se extrajo una alicuota con la que se realizé la electroforesis en gel de agarosa que se muestra
en la figura 12. Luego de sembrar e incubar dicha transformacion en medio LB-Agar-Kanamicina
a 37 °C toda la noche no se vio crecimiento alguno en placa. Este hecho podria deberse a que si
bien se aprecia ligacion de fragmentos en la figura 12, la misma sea mayoritariamente entre las
CDSs y muy poca entre ésta y el vector.

Se decidio volver a repetir la reaccion de ligacion de igual forma en que se realizé para
obtener la mezcla de ligacion utilizada en la figura 12. Luego de obtenida dicha mezcla se
volvieron a transformar células quimiocompetentes de E. coli para luego sembrar e incubar en
medio LB-Agar-Kanamicina. En esta ocasion se constatd crecimiento de colonias en la placa
donde se sembro esta transformacion.

En total se obtuvieron 12 colonias transformantes. Para la identificacion de colonias
transformantes recombinantes de interés fue necesario seguir con los pasos de analisis por enzimas
de restriccion y secuenciacion de los clones plasmidicos, de forma en que se expone a

continuacion.

6.5- Andlisis de los clones

El “screening” de colonias crecidas en medio LB-Agar-Kanamicina se realizd en dos
etapas. La primera etapa consistio en el analisis de las colonias por patron de restriccion utilizando
las enzimas de la tabla 3 (punto 5.5.7). La segunda etapa, una vez identificadas las colonias que
cumplen con el patron de restriccion que se busca, se basé en el secuenciado del vector presente
en ellas. Debido a que el clonado realizado no se hizo de forma direccional, esta dentro de las
posibilidades que la CDS se encuentre inserta en el vector de dos formas posibles, siendo solo una
de estas la correcta.

Para la totalidad de colonias crecidas en las placas de seleccién con el antibidtico
kanamicina, se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico para seguir con los analisis por

restriccion y secuenciacion.

6.5.1- Analisis por restriccion

A partir de las minipreparaciones de ADN plasmidico, de las 12 colonias logradas por
transformacion mediante “shock” térmico en el punto 6.4, se realizaron electroforesis en gel de

agarosa para analizar el plasmido contenido en cada clon (Figura 13).
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Figura 13. A. Electroforesis en gel de agarosa de las minipreparaciones de ADN
plasmidico proveniente de las 12 colonias crecidas en placas LB-Agar-Kanamicina y
mediante transformacion por “shock” térmico. MPM, marcador de peso molecular en
kb. B. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones realizadas con Notl a partir de
las minipreparaciones de ADN plasmidico utilizadas para A. MPM, marcador de peso
molecular en pb.

La figura 13A muestra dos bandas por carril, las mismas podrian explicarse cémo distintas
conformaciones del mismo plasmido, dichas bandas se encuentran entre 2000 y 3000 pb. Estos
tamafios no corresponden con lo esperado para la construccion génica que se pretende de 7900 pb
aproximadamente. Es posible que lo sucedido haya sido consecuencia de una contaminacion con
otro plasmido, presumiblemente el 4a-pENTR-2B, utilizado como molde en la PCR ya que
coincide en tamafio con el mismo y posee un casete de resistencia a kanamicinia. Para verificar lo
anterior se digirieron las 12 minipreparaciones con la enzima Notl la cual es capaz de linealizar al
vector 4o-pENTR-2B por poseer éste un sitio de restriccion para dicha enzima (Figura 13B). El
resultado de la anterior digestion se visualizo por electroforesis en gel de agarosa. Este ultimo
ensayo confirmd lo pensado al producirse la digestion con Notl y crear un Unico fragmento que
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ronda las 3000 pb. Estos datos infieren que la contaminacion podria encontrarse en el stock de
CDS generado por PCR. Para corroborar esto, se realizd otra transformacion con la salvedad de
que en la mezcla de ligacion no se encontrara el plasmido pTFH15.3, sustituyéndose el volumen
correspondiente al mismo por agua miliQ. Una vez realizada la transformacion se sembré en
placas LB-Agar-Kanamicina dejandose a 37 °C durante la noche. El resultado verifico la
contaminacion de la CDS al encontrarse nuevamente colonias crecidas en dichas placas cuando no
deberia verse ninguna, ya que a la mezcla de ligacién no se le habia agregado ningun vector.

Se decide realizar una PCR, pero con cebadores fosforilados y cambiar el método de
transformacion por “shock” térmico a electroporacion (puntos 5.5.5 y 5.5.14 respectivamente).
Para ello se hizo una preparacion de células electrocompetentes segun se especifica en el punto
5.5.13. Como resultado se obtuvieron células electrocompetentes con una eficiencia de
transformacion de 1,5x10° células transformantes/ug de ADN superenrollado.

Luego de amplificar nuevamente la CDS utilizando cebadores fosforilados, se procedié a
su ligacion con el vector pTFH15.3 logrado en el punto 6.3 y transformacidn por electroporacién
de las células electrocompetentes. Como resultado se obtuvo crecimiento de colonias de las cuales
se seleccionaron 12 al azar para realizar miniperpaciones de ADN plasmidico y ser analizadas.
Para analizar estos clones se realizaron dos digestiones de cada minipreparacion lograda, una con
EcoRV y otra con Swal (Figuras 14A y 14B respectivamente).

Una vez mas puede corroborarse que el vector obtenido de esta Gltima transformacién no
es el esperado, denotando nuevamente contaminacion con el mismo plasmido que en
minipreparaciones anteriores (4o-pENTR-2B). Este plasmido no es digerido por Swal, pero si por
EcoRV y Notl dando, junto con su tamafio y caracteristicas fenotipicas aportadas a la bacteria, una
confirmacion parcial del plasmido contaminante. En la figura 14A puede verse que hubo digestidn
con EcoRV de los clones analizados, corroborado por el carril 1 correspondiente a la colonia 1 sin
digerir. En el mismo, al igual que en los carriles correspondientes a las 12 colonias de la figura
14B, se ven dos bandas por carril, nuevamente debido a diferentes conformaciones de un mismo
plasmido por no haber digestion con Swal. De lo anterior se puede concluir que ninguna de las
colonias analizadas por digestion y electroforesis en gel de agarosa presenta el vector de interés.
Asimismo, el hecho de encontrarse este plasmido contaminante en las minipreparaciones
provenientes de ambas transformaciones donde se usaron distintas mezclas de ligacion (las
obtenidas a partir de la CDS fosforilada post amplificacion, y de cebadores fosforilados) corrobora
la presencia de trazas del plasmido contaminante en el “stock” de ambas CDSs aun luego de

purificados los productos de PCR.
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Figura 14. A. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones realizadas con EcoRV a partir de las
minipreparaciones de ADN plasmidico de las 12 colonias seleccionadas. B. Electroforesis en gel de
agarosa de las digestiones realizadas con Swal a partir de las minipreparaciones de ADN plasmidico
de las 12 colonias seleccionadas MPM, marcador de peso molecular en kb. Mp C s/d.
Minipreparaciones de colonias 1 o 12 sin digerir. pTFH EcoRV/Swal. Plasmido pTFH15.3 digerido
con EcoRV o Swal.

Para solucionar el problema de contaminacion con otros pldsmidos se incubd la CDS
proveniente de cebadores fosforilados con Dpnl, una enzima de restriccion que digiere el ADN en
los sitios GATC solamente cuando la Adenina esta metilada. A diferencia del ADN plasmidico
que se extrae de E. coli y del cual procederia el agente contaminante, el ADN obtenido por
amplificacion por PCR (in vitro) no se encuentra metilado por lo que no se degradaria al ser
incubado con Dpnl. Este ensayo fue realizado segun punto 5.5.7 y una vez desactivada la enzima
se prosiguio a la purificacion por kit (punto 5.5.3) de la mezcla de digestion. Paso seguido se
realizd una electroforesis en gel de agarosa para corroborar la presencia de la CDS luego del
tratamiento con la enzima (Figura 15).

En la figura 15 puede verse que la digestion de ADN metilado no afecté la CDS al
corroborarse la presencia de la misma por una banda de aproximadamente 400 pb. Para verificar la
ausencia de ADN plasmidico luego de la digestidn se realizaron dos transformaciones, una a partir
de la mezcla de digestion purificada y otra con el inserto sin tratar. Ambas transformaciones

fueron sembradas en medio LB-Agar-Kanamicina. Luego de incubadas a 37 °C durante la noche,
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se observo ausencia de colonias en la placa que habia sido tratada con Dpnl y presencia de
colonias en la otra, indicando por lo tanto éxito en la digestion del plasmido contaminante.

MPM

Ins di
Dpn

Figura 15. Electroforesis en gel de
agarosa de la CDS fosforilada, tratada con
Dpnl (Ins dig Dpnl) y purificada por Kit,
para eliminar ADN metilado de la muestra.
MPM; marcador de peso molecular en pb.

Aun tomando los recaudos anteriores, las transformaciones de las reacciones de ligacion
pTFH15.3 con las CDS de a-FSH fueron infructuosas. Debido a esto se modifico la estrategia
inicial para la ligacion de la CDS con el vector pTFH15.3. Se buscé aumentar la eficiencia de la
reaccion de ligacion adiciondndole a los pasos anteriores de fosforilacion de cebadores,
amplificacion de CDS y digestion con Dpnl de ADN metilado, uno de adenilacion de la CDS
(punto 5.5.11). Una vez realizado esto fue necesario modificar de igual forma la estrategia para
obtener el vector pTFH15.3 haciendo de éste un vector-T segun se especifica en el punto 5.5.10.
De esta forma se pasa de un clonado entre extremos romos a un clonado entre extremos cohesivos,
aumentando la especificidad de la reaccion inserto-vector y evitando la recircularizacion del
vector.

Cabe mencionar que de las transformaciones realizadas, una vez implementados estos
cambios, se esperaba crecimiento de colonias tanto en los controles negativos como en los
positivos, aunque en menor medida en los primeros que en los segundos. Esto se debe a que tanto
en el control negativo (mezcla de ligacién sin CDS) como en la mezcla de ligacion con CDS se
encontrarian plasmidos que no hubiesen agregado timidina cuando se prepard el plasmido T.
Como consecuencia de lo anterior los mismos podrian recircularizarse y por lo tanto, ser aptos
para ingresar a la célula y estabilizarse, produciendo colonias con dichos plasmidos en vez del
buscado.

Efectivamente, una vez realizadas las transformaciones luego de implementados los

arreglos mencionados, se encontrd crecimiento en las placas de control negativo y en las que se
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uso la mezcla de ligacion con CDS. Como se realizaron dos modos de ligacion, una a 4 °C durante
la noche y otra a temperatura ambiente durante una hora, se diferenciaron las colonias de la
siguiente manera. Las colonias crecidas segun una u otra modalidad se identifican con los nimeros
1 0 2 (4 °C durante la noche o temperatura ambiente por una hora respectivamente) luego del
namero de colonia.

Se tomaron 8 colonias provenientes de la transformacién con ligacion a 4 °C toda la noche
y 6 de las de temperatura ambiente por una hora. Se realizaron las minipreparaciones y se
prosiguio a la digestion de las mismas con Swal y Bcll visualizando el resultado por electroforesis

en gel de agarosa (Figura 16).
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Figura 16. A. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones realizadas con Swal a partir de las
minipreparaciones de ADN plasmidico. B. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones
realizadas con Bcll a partir de las minipreparaciones de ADN. 1.1 — 8.1 Colonias transformadas con
ligacion a 4 °C toda la noche. 1.2-6.2 Colonias transformadas con ligacién a temperatura ambiente
durante una hora. MPM, marcador de peso molecular en kb. pTFH dig. Plasmido pTFH15.3 digerido
con Swal o Bell (A 'y B respectivamente).

La figura 16A muestra la digestion de las minipreparaciones con la enzima Swal la cual
segun tabla 3 linealiza al vector al producir un unico corte en el mismo. Debido a la alta

concentracion de ADN plasmidico en las minipreparaciones, no es clara la diferencia entre
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distintas colonias con respecto al grado de migracion en gel. Sin embargo, las colonias 2.1, 4.1y
6.1 presentan una movilidad electroforética ligeramente menor a las demaés, evidenciando un
vector de mayor tamafio, aproximadamente 8000 pb, y por lo tanto coincidiendo con la
construccidn génica buscada. En la figura 16B, digestion con Bcll, en caso de ser exitosa la misma
deberian observarse dos bandas por carril tanto para el plasmido pTFH15.3 como para la
construccion génica buscada. La identidad de los vectores no pudo ser constatada de esta forma ya
que la digestién con esta enzima no funciond. La colonia 1.2, con diferentes conformaciones del
mismo plasmido en la figura 16A, presenta caracteristicas de migracion en gel diferentes a las
demas, con un tamafio que ronda los 3000 pb. Es asi que podemos concluir que sigue existiendo
contaminacion con el plasmido 4a-pENTR-2B, siendo explicado por una digestion no completa
del ADN metilado cuando la CDS fue tratada con Dpnl. Pese a lo anterior fue posible disminuir su
concentracion en gran medida en comparacion a los casos ya descritos, favoreciendo las
transformaciones buscadas.

Para tener un mejor patron de restriccion, que permitiese discernir sin duda alguna entre el
plasmido pTFH15.3 y el constructo CDS-pTFH15.3, se decidio utilizar la enzima Xbal. Esta
enzima produce 2 fragmentos a partir de la digestion del vector pTFH15.3 y tres fragmentos en la
construccidn génica. Se realizd una electroforesis en gel de agarosa luego de realizada la digestién

de los plasmidos extraidos de cada colonia (Figura 17).
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones realizadas con Xbal a partir de las
minipreparaciones de ADN plasmidico. 1.1 — 8.1 Colonias transformadas con ligacion a 4 °C durante
la noche. 1.2-6.2 Colonias transformadas con ligacion a temperatura ambiente durante una hora.
MPM, marcador de peso molecular en kb. pTFH dig. Plasmido pTFH15.3 digerido con Xbal. Cs/d.
Clon 1 sin digerir.
La figura 17 muestra 3 clones (2.1, 4.1 y 6.1) logrados por transformacién con ligacion a 4
°C que presentan un patron de restriccion coincidente con el esperado para el constructo que se

busca. Este dato estaria corroborando lo anteriormente discutido para dichos clones en la figura
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16A. Cada plasmido digerido con Xbal presenta tres bandas de 300, 2300 y 5200 pb
aproximadamente. Estos tamarios de fragmentos se corresponden con los calculados a partir de los
mapas de restriccion realizados con el programa BioEdit 7.0.5.3 para la construccién génica
buscada. Los clones restantes, con excepcion del 1.2, fueron identificados como portadoras del
vector pTFH15.3 sin inserto, por producir dos bandas de 300 y 7200 pb aproximadamente.

Debido al bajo nimero de moléculas recombinantes encontradas y a la posibilidad de que
las mismas no sean de utilidad por poder encontrarse insertas en sentido opuesto al de interés, se
decidié hacer minipreparaciones para digestion, de las colonias restantes logradas a partir de la
ligacion a 4 °C. Una vez realizadas las minipreparaciones se digirieron con Xbal y su resultado fue

visualizado en una electroforesis en gel de agarosa (Figura 18)
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones realizadas con Xbal a partir de las
minipreparaciones de ADN plasmidico. A. Clones C1-C15. B. Clones C16-C29. Todas las colonias
provienen de la transformacion con ligacion a 4 °C durante la noche. MPM, marcador de peso molecular en
kb. pTFH. Plasmido pTFH15.3 digerido con Xbal.
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De los 29 clones analizadas por digestion con Xbal (C1-C29) la C-3, C-11, C-24 y C-29
fueron las que dieron un patron de restriccion acorde al buscado y con las mismas caracteristicas
que los clones 2.1, 4.1y 6.1 de la figura anterior. Con excepcién de los clones C-6, C-12 y C-22,
que fueron identificadas como portadoras del vector 4a-pENTR-2B, las demas, en su gran

mayoria, presentan el vector pTFH15.3 sin la CDS integrada al mismo.

6.5.2- Analisis por secuenciacion

Ya identificadas las colonias portadoras del constructo de interés se avanzé al analisis por
secuenciacion de los mismos. Para este ensayo se debieron purificar las minipreparaciones de
ADN plasmidico de dichas colonias segun se especifica en el punto 5.5.16. Una vez purificadas se
enviaron al servicio de secuenciacion de ADN del Institut Pasteur de Montevideo. Este Gltimo
paso de andlisis es necesario por dos motivos, primero para cerciorarse que la CDS se haya
amplificado correctamente y sin errores. Segundo, debido a que la clonacion realizada no fue
direccional, este paso es crucial para verificar que el sentido en el cual se encuentra inserta la CDS
en el vector sea el deseado.

Para analizar las secuencias enviadas por el Institut Pasteur de Montevideo se utilizo la
herramienta BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool” por sus siglas en inglés) disponible en
el sitio web del banco de genes online “GenBank”
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Web&PAGETYPE=BLASTHome)

El cebador que se utiliz para asegurar la correcta insercion en sentido de la CDS es el 311
(directo) el cual hibrida en el exon 111 de la CDS para la a-FSHh. Si el sentido en que se integro el
inserto fue el correcto se esperaria que a continuacién de la CDS estuviese la secuencia de
terminacion de la rubisco (TrbcS). Con este cebador se puede corroborar ademas del sentido de la
CDS, su secuencia desde el exon 11l en adelante. Sin embargo para verificar la secuencia del
péptido sefial y del exdn Il debe secuenciarse con otros cebadores que hibriden antes en la CDS,
pues estas se encuentran al comienzo de la misma. Los utilizados para este proposito fueron los
cebadores 319 y 318 (ambos directos) que hibridan al inicio y al final de la secuencia del péptido
sefial respectivamente. De esta forma uniendo los datos obtenidos a partir del uso de los tres
cebadores fue posible analizar la totalidad de la secuencia de CDS.

Como resultado se obtuvo que de los 7 clones que dieron positivo en cuanto al patrén de
restriccion buscado con la enzima Xbal solo uno de ellos cumple con ambas condiciones de
sentido y secuencia correctas. EI clon seleccionado de esta forma es el 4.1

(4.1_oFSHh_pTFH15.3). Como ultimo paso se realiz0 wuna retransformacion con

38



4.1 aFSHh _pTFH15.3 segun punto 5.5.14 para posteriormente iniciar un cultivo y realizar

minipreparaciones de ADN plasmidico para obtener “stock’ de dicho vector.
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7- CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

La estrategia especifica inicial presentada no resultd apropiada para lograr el objetivo
planteado en este trabajo, sin embargo fue posible superar este obstaculo mediante una serie de
modificaciones a la misma. Los cambios mas significativos fueron; la fosforilacion de los
cebadores pre PCR, la adenilacion del inserto y la modificacion a plasmido T del vector
pTFH15.3. Estos cambios mayores junto con otros menores, como ser digestion de ADN metilado
contaminante y cambio en el método de transformacion, aseguraron un aumento en la eficiencia de
los ensayos. Como consecuencia se logré el objetivo especifico que consistia en la construccion de
un vector de expresion en plantas, que llevase la secuencia codificante para la subunidad a de la
FSHh (4.1_aFSHh_pTFH15.3).

A futuro se espera usar esta nueva construccion génica para transformar una cepa de P.
patens modificada que expresa la subunidad 3 de la FSHh. Se lograria la insercion de la secuencia
perteneciente a la CDS de la subunidad o de la FSHh en un locus distinto al cual se encuentra
inserta la CDS de la subunidad beta. Como resultado se espera la coexpresion de ambas
subunidades para formar, en este caso, el heterodimero funcional de la FSHh y asi proseguir el
analisis cuantitativo y cualitativo de dicho producto. Adicionalmente, en caso de cumplirse las
expectativas, podrian seguirse los estudios en cepas humanizadas de P. patens, y asi obtener una
proteina mas proxima al tipo humano. Como ventaja a esto Ultimo, ya comentado en la
introduccion, estaria la disminucién en los costos de produccion, teniendo repercusiones
importantes tanto en la investigacion como en su aplicacion clinica. Asimismo, de lograrse la
integracién y la coexpresion de ambas subunidades de la FSHh, se abriria el campo para
produccion de otros heterodimeros.
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