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Biografia

Quien hoy escribe vio la luz de nuestro mundo un jueves 15 de
septiembre del 1994. Hijo de dos joévenes alumnos de esta casa de
estudios, paso sus primeros afios, entre visitas a los parques de
Santiago, partidos de fatbol sobre el gris asfalto del pasaje de la
casa de sus abuelos. -su primer hogar- y tardes viendo los Power

Rangers, y X-Men. Seria desde ese animado programa, donde por

primera vez escucharia la palabra ADN, inscribiéndose en su piel
un mitico eco sobre la industria de alta tecnologia, la posibilidad de modificar lo que ya
es, y el misterio que se escondia tras aquella, en ese entonces, inentendible sigla. Los
tiempos pasarian, entre juegos y caminos por Nufioa, Pefialolén y la Reina, lugares donde
asistio a dos escuelas, el colegio Nazareth y el colegio Sagrado Corazon de la Reina.
Acérrimo hincha del club de su padre y su futura casa de estudios, Universidad de Chile,
viviria inolvidables experiencias familiares en el estadio, alentando desde temprana edad
en la galeria. Con el tiempo la familia crece, llegando sus dos pequefios hermanos:
Benjamin y maés tarde Matias. Ante este escenario, la familia decide buscar un nuevo
horizonte y encuentra la casa de sus suefios en un campestre condominio en las lomas de
Las Vizcachas, Puente Alto. Ahi, enfrentaria un nuevo colegio, el Monte de Asis, donde
viviria sus primeros amores, forjaria amistades Unicas, descubriria la magia de la musica
y aquel eco de la nifiez volveria a sonar, cuando en una inesperada clase de Biologia, el
ADN y la ingenieria genética volvieron a latir en el seno de su atencion. Desde ahi tomaria
la decision de entrar a la carrera de Ingenieria en Biotecnologia Molecular, motivado
ademas por compartir el alma mater con sus padres y tios. Durante el transcurso de su
formacion, tuvo la oportunidad de expandir sus pasiones, participando del Club de Rugby
de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas -los Diablos de Ingenieria- y
perfeccionando su amado idioma aleman en la Facultad de Filosofia y Humanidades. A
nivel profesional, tendria la oportunidad de hacer una provechosa pasantia en el

Laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias, donde por primera vez en
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su vida, se enfrentd a la realidad de la rutina del investigador. Mas tarde, un azar del
destino, lo llevaria a descubrir su verdadero norte y pasion en el mundo de la ciencia,
cuando se encargd de la administracion y gestion de un proyecto de Biologia Sintética,
siendo el lider de grupo del equipo iIGEM 2017 de la Facultad de Ciencias Fisicas y
Matematicas en conjunto con la Facultad de Ciencias, pudiendo llevar el proyecto a ser
expuesto en Boston ante mas de 300 equipos de todas partes del mundo. Con su norte
fijado y reforzado tras el pequefio ramo de gestion de proyectos, podria afrontar las Gltimas
dificultades que le quedaban por superar en su formacion hasta al fin poder egresar el afio
2018, afo en el que también iniciaria la bella experiencia de pertenecer al Laboratorio de
Regeneracion e Ingenieria de Tejidos del Instituto de Ingenieria Bioldgica y Médica UC
donde conoceria la luz y la sombra del quehacer cientifico y de la investigacion,
aprendiendo de todo el equipo diferentes habilidades, técnicas y conocimientos. En el
futuro, le gustaria migrar a Europa, donde espera poder perfeccionarse en materia de
administracion y negocios, extraer conocimiento y formacién de alguna gran empresa del
area farmacéutica o biomédica, donde la ingenieria genética juegue algun tipo de papel
fundamental. Con ello poder volver a Chile, para poder ayudar y poner su granito de arena
en el camino por recorrer para poner el nombre de nuestro pais en la frontera del desarrollo

tecnoldgico.
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RESUMEN

La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii ha sido utilizada como modelo de estudio
clasico en areas como fotosintesis, motilidad celular, control ciclo celular, entre otras. En
particular, durante el Gltimo tiempo se ha ido transformando en un organismo de interés
para el area biomédica con diversas aplicaciones. Desde liberacion in situ de oxigeno para
el tratamiento de heridas cronicas en ambientes hipdxicos, promoviendo su regeneracion,
hasta la produccion recombinante de factores de regeneracion u otros tipos de metabolitos
con alcances terapéuticos. En este Gltimo grupo destacan los llamados Nanocuerpos:
pequefios fragmentos peptidicos de alrededor de 15 [kDa] que mantienen la misma
capacidad de unién a un antigeno que la que tiene un anticuerpo convencional. Hasta el
momento existe s6lo un antecedente de produccion a nivel de cloroplasto de tres distintos
tipos de estas moléculas utilizando C. reinhardtii, pero disefios que permitan la liberacion
local de nanocuerpos desde este organismo no han sido publicados. Un nanocuerpo de
particular importancia es KNO035, asociado a la interrupcion especifica de la via
checkpoint inmunoldgica PD1-PD-L1, la cual naturalmente se asocia a fendmenos de
auto-tolerancia inmunologica. Sin embargo, en presencia de neoplasias ha mostrado ser
una ruta para que células tumorales cancerigenas puedan suprimir la actividad de los
linfocitos T circundantes. En el presente trabajo se propuso como objetivo general generar
una cepa recombinante de C. reinhardtii que permitiese la produccion del nanocuerpo
KNO035 en miras futuras de una posible aplicacion para liberacidn in situ de dicha molécula
en tumores. Utilizando herramientas bioinformaticas se disefié un casete de expresion que
permitiese la produccién y secrecion al medio del nanocuerpo KN035. Por medio de
Gibson Asembly se produjo satisfactoriamente un vector para la transformacién de C.
reinhardtii y la incorporacion nuclear de este casete, comprobandose por PCR el éxito de
la transformacion y la presencia de dicho casete en el DNA gendmico en tres poblaciones
clonales. Finalmente, mediante ensayos de RT-PCR se corrobor6 satisfactoriamente que
dos de dichas cepas, 11K1 y 11K5 mostraban presencia del transcrito asociado a KNO35.
Futuros ensayos seran necesarios para poder comprobar la presencia de la proteina tanto
en el medio intracelular como extracelular, asi como también la funcionalidad del
producto recombinante aqui obtenido.

XV
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ABSTRACT

The green microalgae Chlamydomonas reinhardtii has been used as a model organism in
different areas of research, such as photosynthesis, cellular motility and cellular cycle
control, among others. Recently, C. reinhardtii has become increasingly important in the
biomedical field due its many applications, from the in-situ delivery of oxygen for the
treatment of the hypoxic chronical wounds, to the recombinant production of regenerative
factors or numerous other therapeutic metabolites. Nanobodies are metabolites that has
shown particular importance, they are short peptide fragments of around 15 [kDa], which
demonstrate the same affinity for an antigen as a heavy chain antibody. To date, there is
just one report in which C. reinhardtii has been used as a cell factory for three nanobodies,
using chloroplast transformation, but strategies to allow the in-situ delivery remains
unpublished. On nanobody, KNO35, is of particular interest, as it is associated with the
specific interruption of the immunological checkpoint pathway PD1-PD-L1, which is
associated to immune autotolerance, which plays a role in the inactivation of T-cells and
tumor proliferation. In this work, our major aim was the generation of a recombinant strain
of C. reinhardtii that produces this KN035 nanobody in such a way that could potentially
support the in-situ delivery of KNO35 in cancer tumors. Using bioinformatic tools we have
designed an expression cassette that allows the expression and secretion of KN035 to the
extracellular medium. Making use of Gibson Assembly we have developed a functional
vector that allows the transformation of C. reinhardtii and the incorporation of this
expression cassette, which was checked by PCR showing a successful transformation and
the presence of the cassette in 3 different clonal lines. Lastly, we have subjected these
clonal lines to an RT-PCR assay where we have corroborated that two strains, 11K1 and
11K5, produce the KN035 mRNA transcript. Future assays will be necessary to verify the
presence of protein in both the extracellular and the intracellular medium, as well as the
functionality of the protein produced.

XVi
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1. INTRODUCCION

1. 1.- Chlamydomonas reinhardtii: Modelo de estudio en biologia molecular para su
aplicacion en ingenieria genética.

Durante mucho tiempo, la microalga verde Chlamydomona reinhardtii ha sido
considerada un organismo modelo para el estudio de motilidad celular, fotosintesis,
control de ciclo celular y biologia del cloroplasto, entre otros (Salomé & Merchant, 2019).
La razon de su éxito se debe; por un lado, a sus requerimientos de cultivo y al medio en
el que se propagan, los cuales son comparativamente simples, definidos y rentables.
Ademas, su versatilidad respecto a la forma de cultivo permite una sencilla escalabilidad
(Jarquin- Cordero y col, 2019). Esto se debe a diversas caracteristicas, dentro de las cuales
destacan; el hecho de ser un organismo fotoautdtrofo facultativo, lo que le permite
sobrevivir sin realizar fotosintesis si es provisto de una fuente de carbono reducido, como

acetato, y, ademas, permanecer verde en la oscuridad (Levine, 1960).

C. reinhardtii se caracteriza por tener dos tipos de ciclos reproductivos (Figura 1); uno
sexual, que aparece frente a condiciones nutricionales adversas; y uno asexual, por
division mitdtica, cuando las condiciones nutricionales no son limitantes, donde cada una
de las células hijas tendra informacion genética nuclear, mitocondrial y cloroplastica
idéntica a la célula madre (Salomé & Merchant 2019). Este ultimo tipo de ciclo
reproductivo, sumado con su genoma haploide, le permite, en contraste a un organismo
diploide, la expresion inmediata de mutaciones, lo cual facilita su observacién en el caso

de que estas mutaciones llegasen a tener efecto en su fenotipo (Salomé & Merchant 2019).
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Estas caracteristicas hacen de C. reinhardtii un modelo idéneo para estudios genéticos
clasicos, asi como también, un organismo atractivo para ser utilizado en ingenieria

genética y produccién heterdloga de proteinas.

/\ﬁ =
e

Células = Células
Vegetativas Reproducciéon Asexual Vegetativas

(n) Mitosis (n)

Adhesién ciliar y
formacién del par

Meiosis

Reproduccion Sexual

+N

Degradacién de
pared celular y
fusién de gametos

(2n) Célula cuadriciliar
(2n)

Figura 1: Ciclo de vida de C. reinhardtii. Se caracteriza por poseer dos ciclos, uno sexual y otro asexual.
El primero se manifiesta en las células vegetativas haploides que se reproducen por mitosis, existiendo dos
tipos de mating entre ellas: mt+y mt-. En condiciones de luz y déficit de nitrégeno (N en la figura) se induce
la fase de Reproduccion Sexual, a partir de la fusion de dos células gametos de mating distinto formando
finalmente un dnico cigoto diploide no motil. Con el paso de los dias, este cigoto se transformara en una
zigospora dormante altamente resistente. Al exponer esta zigospora a condiciones favorables de nitrégeno
y luz, se inducira el proceso de meiosis generando nuevos gametos haploides. (Modificado de Sasso y col,
2018)
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Desde el afio 1988, cuando se realizaron las primeras transformaciones nucleares y
cloroplésticas (Boynton y col, 1988; Blowers y col, 1989; Kindle y col, 1989), se han
desarrollado diversos avances que han perfilado a C. reinhardtii como un modelo
altamente utilizado en ingenieria genética, biologia sintética y produccién heteréloga de
proteinas (Scaife y col, 2015). Ejemplo de esto es el desarrollo mediante mutagénesis
inducida por luz ultravioleta (UV) de dos cepas, UVM4 y UVM11, que muestran un nivel
de produccion de reporteros YFP y GFP recombinantes altamente superior a la cepa
silvestre al ser transformadas para expresar dichos reporteros, independiente del sitio de
insercion del transgen. Este avance, marca un gran paso a la hora de sortear las bajas tasas
de produccion de proteinas recombinantes obtenidas a partir de transformaciones
nucleares de este microorganismo, asociado, en parte, a mecanismos de silenciamiento
epigenéticos, los cuales en estas dos cepas se encuentran aparentemente afectados,
especulandose que el gen knock out por UV jugaria un rol en la modulacion de la
cromatina y codificando, probablemente, un regulador clave de la heterocromatizacién

(Neupert y col, 2009).

Ademas de los mecanismos de silenciamiento génico asociados a factores epigenéticos,
se ha observado que parte importante de la maquinaria de expresion de C. reinhardtii
estaria asociada a un intenso procesamiento de su mRNA, el cual se cree que podria ser
utilizado como sistema inmune contra infecciones virales y elementos moviles. De este
modo, como las secuencias para expresion heter6loga corresponden en su mayoria a
cDNA, que son incluso mas largas que el exdn promedio de este organismo, existirian

dificultades para realizar el reconocimiento por parte de las estructuras regulatorias de
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splicing, induciendo al silenciamiento del transgen (Weiner y col, 2018; Baier y col,
2018). Esta dificultad ha sido abordada con diferentes aproximaciones experimentales;
recientemente se ha elaborado una estrategia en el disefio in silico del transgén, en el cual
se inserta la secuencia del intron rbcS2il (primer intron de la cadena pequefia Il de la
ribulosa bisfosfato carboxilasa) en zonas propicias de splicing (NG/GN.), que puedan
encontrarse a lo largo de la secuencia de interés, de manera que éste quede dividido en
exones de largos cercanos a 500 [pb] (Baier y col, 2018). Sin embargo, existen estrategias
experimentales mas sencillas cuando se trata de genes de interés con un largo inferior o
cercano a los 500 [pb], basadas en el uso de zonas regulatorias de genes enddgenos que
no contienen intrones dentro de ellas, como el caso del gen psaD (Centro de reaccion
subunidad Il del fotosistema 1). Este gen, posee toda su maquinaria regulatoria en el
promotor, en el 5°UTR y en el 3°UTR, permitiendo una alta y correcta produccion de
proteinas heter6logas, incluso con marcaje para secrecién al medio extracelular y para la

acumulacién en el cloroplasto (Fischer & Rochaix, 2001; Chavez y col, 2015).

Por otro lado, sobre C. reinhardtii se han desarrollado estrategias para enfrentar, el Gltimo
problema comun que este microorganismo podria oponer a la hora de ser utilizado como
plataforma productora de moléculas recombinantes. Su altisimo contenido de guanina y
citosina en su genoma, alcanzando el 62% de este (Fischer & Rochaix, 2001). Esto
conlleva a una preferencia de codones diferentes al canon para Escherichia coli o
Saccharomyces cerevisiae, modelos altamente utilizados en ingenieria genética, por lo
tanto, es necesario ajustar los transgenes, sometiéndolos a un ajuste de codones especifico

para este microorganismo. Este proceso se ha vuelto comin a la hora de realizar cualquier
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tipo de trabajo asociado a produccion de proteina recombinante existiendo varios ejemplos
en la literatura (Barahimipour y col 2015; Chavez y col, 2015; Weinery col, 2018; Jarquin-

Cordero 2019).

1.2.- Biologia Sintética: la nueva era de la biologia molecular y de la Ingenieria

Genética.

A principios de la década anterior, emerge en el seno de la biologia molecular y la
ingenieria genética una nueva disciplina llamada biologia sintética. Esta disciplina, aplica
los paradigmas de la ingenieria de forma racional y sistemética para producir sistemas
biomoleculares artificiales que posean funciones predecibles y reproducibles permitiendo
incluso montar versiones minimas de sistemas naturales sintéticos para estudiarlos en
condiciones mas controladas. Esta disciplina, posee la caracteristica de simplificar la
expresion génica, al tomar las redes genéticas como subconjuntos de partes mas simples
[lamadas “mdédulos”. Estos mdédulos pueden considerarse como partes individuales de
expresion que pueden ser caracterizadas de forma independiente y ser utilizadas para la
construccion de circuitos genéticos (Dean y col, 2016). En relacion con lo anterior, las
técnicas de trabajo ligadas a la manipulacion genética también han tenido un importante
desarrollo, especialmente aquellas asociadas a ensamblaje de secuencias y al clonamiento,

destac&ndose dos técnicas en particular: Gibson Assembly y Golden Gate.

Gibson Assembly corresponde a un sistema de recombinacion in vitro que posee la
capacidad de ensamblar y reparar moléculas de DNA que se sobreponen en un Unico paso

isotérmico utilizando un coctel enzimatico basado en una T5 exonucleasa, una DNA



UNIVERSIDAD DE CHILE- FACULTAD DE CIENCIAS- ESCUELA DE PREGRADO

polimerasa de alta fidelidad y una Tag DNA ligasa (Gibson y col, 2009). Las ventajas de
esta técnica por sobre el clonamiento tradicional son que ésta incluye menos etapas y
reactantes, obteniendo un producto final libre de secuencias cicatrices. Utilizando esta
técnica se han podido producir satisfactoriamente librerias gendmicas completas (Thomas
y col, 2015). Ademas, Gibson Assembly remueve diversos obstaculos como la
incompatibilidad con enzimas de restriccion entre las piezas, la necesidad de pasos de
ligacion intermedios, y el limitado tamafio de los segmentos objetivos (McAllaster y col,
2016). Otra ventaja importante que esta técnica posee es que, al unir covalentemente cada
una de las piezas, los fragmentos formados pueden rapidamente amplificarse mediante
PCR, en contraste con la clonacion en un organismo hospedero para producir mas del
fragmento ensamblado, donde se estaria forzando a confiar en su maquinaria de clonacion

(Gibson, 2014). La metodologia de cloning se resume a continuacion:
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Figura 2: Metodologia de cloning utilizada por Gibson Assembly. Dos piezas de DNA pueden ser ligadas
en una etapa isotérmica, debido a la presencia de zonas de homologia, de alrededor de 20 a 40 [pb] en sus
bordes permitiendo su superposicién, dando paso a la accién de la enzima T5 exonucleasa la cual remueve
nucledtidos en sentido 5’ 3. Los extremos homaélogos expuestos hibridan a esa temperatura mientras que
la enzima, inestable a esa temperatura termina perdiendo su actividad. Finalmente, la polimerasa rellena los

espacios dejados y la ligasa repara los cortes. (Figura modificada de Gibson y col, 2009)

En el caso de Golden Gate, corresponde a un método de cloning basado en la actividad de
las enzimas restriccion tipo II’s. Este tipo de enzimas de restriccion permiten cortar el
DNA fuera del sitio de reconocimiento, formando overhangs de 4 nucledtidos en el 3’ o
5’ que pueden consistir en cualquier secuencia definida. Esto permite, que, con el debido
disefio de los sitios de corte, los fragmentos digeridos puedan ser ligados para generar un
producto que no posea los sitios originales de restriccion (Engler y col, 2008). Para
minimizar errores de ensamblaje, las piezas basicas a ensamblar son normalmente puestas
en “vectores de entrada”, para luego ser digeridos y ligados a “vectores de destino”. De
este modo, cuando se desea utilizar este método para ensamblaje jerarquico, se adopta un
ensamblaje escalonado: en un primer nivel los genes son ensamblados desde sus partes
béasicas, es decir, promotores, ORFs (abreviacién inglesa para marcos de lectura abiertos)
y terminadores, mientras que, en un segundo nivel, estos genes son combinados para
formar sistemas multigénicos (Casini y col, 2015). La idea de que las secuencias de
reconocimiento de las enzimas de restriccion tipo II’s se encuentren en el exterior del
fragmento de interes respecto al sitio de corte, permite generar una estrategia general de
cloning que no depende de la secuencia del fragmento de interés. Lo que conlleva a

multiples ventajas: (1) el sitio de reconocimiento es independiente de la secuencia del
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maodulo de interés y serd eliminado despues del clonamiento, (2) permite que el corte por
las enzimas de restriccion y la ligacion sean realizadas en un mismo paso, (3) los sitios de
reconocimiento de las enzimas de restriccion tipo II’s, pueden ser disefiados, de forma que
permitan tener diferentes sitios de corte, permitiendo un clonamiento dirigido e
impidiendo la religacion del vector, (4) los overhangs se pueden disefiar para que no sean
palindromicos, de manera de impedir que los fragmentos puedan ligarse a una copia de
ellos mismos, aumentando asi, la eficiencia del clonamiento y, (5) se evitan, ademas, los
problemas asociados a la incompatibilidad del buffer de la enzima, ya que en ambos cortes
se realizan con la misma enzima de restriccion (Engler y col, 2008). La metodologia de

Golden Gate se describe a continuacion:
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Figura 3: Metodologia de cloning utilizada por Golden Gate. Para la generacion de un fragmento de
expresion funcional, tres médulos distintos, un promotor, un ORF y un terminador son ligados a vectores
de entrada para posteriormente ensamblarse como modulo funcional en un vector destino. Cada uno de estos
modulos es flanqueado por la secuencia de corte de una enzima de restriccion tipo II’s como Bsal, y su sitio
de reconocimiento en el extremo. Los overhangs generados, tendran complementariedad dirigida de modo
gue puedan hibridar y ensamblar por accién de una ligasa en un orden definido y deseado para formar la
unidad funcional. A su vez, hay complementariedad entre los overhangs de los moédulos que queden al
extremo con los del vector destino, pudiendo de esa forma ser ligado a él toda la construccion. (Figura
modificada de Casini y col, 2015).



UNIVERSIDAD DE CHILE- FACULTAD DE CIENCIAS- ESCUELA DE PREGRADO

Ambas estrategias han tenido gran impacto en C. reinhardtii: Para el caso de Gibson
Assembly, esta técnica de manera satisfactoria ha permitido el ensamblaje de vectores de
expresion genética para diversas aplicaciones, como la produccion de proteinas
recombinantes (Dejtisakdi & Miller, 2016; Ramos-Martinez y col, 2017) y la edicion
gendmica en conjunto con técnicas como CRISPR/Cas 9 (Shin y col, 2016). Por su parte
con Golden Gate se han desarrollado tool kits con diversos modulos estandarizados segun
Mocloning, una submetodologia estdndar basada en Golden Gate (Crozet y col, 2018).
Este enfoque ha conducido al desarrollo de diversos componentes genéticos
estandarizados y compatibles entre si para diferentes organismos, facilitando y reduciendo
los pasos de clonamiento al reutilizarse piezas ya existentes, formando repositorios
completos de alto impacto. Asi mismo, se han disefiado sistemas de expresion a nivel de

cloroplastos utilizando Golden Gate como metodologia central (Bertalan y col, 2015).

10
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1.3.- Liberacion in situ: Alianza estratégica entre C. reinhardtii y moléculas con

alcances terapéuticos.

La combinacidn de las estrategias ya expuestas para C. reinhardtii, en conjunto con los
avances en técnicas de biologia sintética como Gibson Assembly o Golden Gate, han
permitido abrir puertas para el uso de C. reinhardtii como plataforma productora de
proteinas recombinantes, en especial aquellas con uso terapéutico para liberacion in situ,
ya sea desde una cépsula, un biomaterial o directamente sobre un tejido. Proteinas como
VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular) han logrado ser sintetizadas de
manera recombinante en estas microalgas. Ademas, se ha logrado esta produccion en
cultivos de microalgas sobre andamios de colageno biocompatibles. De esta manera, se
han generado biomateriales fotosintéticos que, por un lado, secreten estas proteinas y por
otro sean fuente de oxigeno, siendo destinados al tratamiento de heridas en condiciones
hipoxicas (Chavez y col, 2015). Siguiendo la misma linea, estas microalgas se han
utilizado en suturas de heridas, liberando altas concentraciones de oxigeno, de origen
fotosintético, y que ademas secretan no solo VEGF, sino que también proteinas como
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) y SDF-1a (Factor derivado del
estroma 1), la cuales también poseen aplicaciones terapéuticas (Centeno-Cerdas y col

2018).

11
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1.4.- Nanocuerpos.

Una de las proteinas con enfoque terapéutico que mas repercusion ha tenido en este Gltimo
tiempo son los nanocuerpos. Estos corresponden al fragmento de unién antigénica
disponible més pequefio de un anticuerpo, el cual puede mantener igual capacidad de
unidén a un antigeno que un anticuerpo de cadena pesada (HCADbs). Estos nanocuerpos han
evolucionado para ser completamente funcionales en ausencia de cadena ligera (Revets y
col, 2005). En la Figura 4, se muestra, de manera grafica, la estructura de los anticuerpos

Y nanocCuerpos:

(A) Anticuerpo convencional (B) Anticuerpos de cadena
150 kDa pesada de camélidos
% {e 95 kDa
Fv Nanocuerpo
30 kDa 12-14 kDa

Figura 4: Comparacion grafica de las diferentes estructuras de los anticuerpos. En (A) se observa la
estructura de anticuerpos tradicionales, los cuales estdn formados por dos cadenas pesadas idénticas
(compuestas por la region variable, Vi y tres dominios constantes CH 1/2/3) y dos cadenas livianas
(compuestas por la region variable Vi, y la region constante C,) unidas por un enlace disulfuro. Abajo, en
Fv se muestra la region de unién a antigeno, compuesta por Vu 'y Vi unidos por un linker peptidico. En (B),

se observa la estructura de los anticuerpos de cadena pesada provenientes de camélidos, que consisten en

12
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dos cadenas pesadas idénticas compuestas por la region variable (VuH) y dos regiones constantes, (CH 2/3).
Abajo, se muestra la regién de unién al antigeno compuesta por un dominio variable Gnico (VxH) o

nanocuerpo (Figura modificada de Jovéevska & Muyldermans, 2019).

Estos nanocuerpos muestran grandes ventajas comparativas respecto a los anticuerpos
tradicionales, entre las cuales se encuentra su prolongada vida media, en un rango entre -
20 [°C] a 4[°C], mayor tolerancia a incrementos de temperatura (rangos entre 60[°C] a
80[°C] y varias semanas a 37[°C]). Ademas, de singular resistencia a degradacion
proteolitica, denaturantes quimicos, presiones elevadas, pH no fisioldgico (Jov¢evska &
Muyldermans, 2019) y facilidad de produccién recombinante. Por otro lado, se han
obtenido niveles de hasta 10 [mg-L™] utilizando E. coli en matraces de Erlenmayer, y
niveles incluso mayores a 100 [mg-L] en cultivos de S. cerevisiae (Revets y col, 2005).
Las aplicaciones en medicina de estos nanocuerpos son variadas, se han utilizado para
diagnostico y terapia inmunogeénica contra el cancer, imagineria médica, tratamiento de
enfermedades intestinales, enfermedades inflamatorias inmunomediadas y patologias

asociadas al sistema nervioso central, entre otras (Singh y col 2019; Salvador y col 2019).

Como se mencion0 anteriormente, estos nanocuerpos se han producido exitosamente en
sistemas tradicionales como E. coli y S. cerevisiae. En el caso de C. reinhardtii, se tiene
el antecedente de produccion de tres distintos nanocuerpos asociados a la actividad
antitoxina contra la neurotoxina botulinica, la cual se ha desarrollado a nivel de cloroplasto
(Barrera y col, 2015). Sin embargo, desde la perspectiva de transformacion nuclear, la
cual permite que posteriormente la proteina transgénica pueda ser secretada al medio, no
hay evidencia de produccion de nanocuerpos. En dicho marco C. reinhardtii puede tomar

especial interés, debido a la escasa inmunogenicidad que han presentado al ser aplicada in

13
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vivo en modelos murinos (Chavez y col, 2015), transformando a este microorganismo, en

la biofabrica ideal para liberacion local de estas moléculas.

1.5.- El nanocuerpo KNO035: Nueva alternativa para el tratamiento del cancer.

Dentro de los nanocuerpos asociados a patologias cancerigenas destaca el nanocuerpo
KNO35. Este nanocuerpo, de 127 aminoacidos con un peso de 13,5 [kDa], ha sido descrito
como un competidor de PD-1 en términos de afinidad por PD-L1. La molécula PD-1 es
un receptor de transmembrana tipo I, que es expresado en la superficie de las células T, y
que naturalmente posee afinidad por PD-L1 la cual, es expresada en Linfocitos T y B,
macrofagos y células dendriticas (Okazaki & Honjo, 2006; Zhang y col, 2017). KNO035
tiene la capacidad de unirse a la misma superficie de PD-L1 en cual PD-1 se une,
interrumpiendo asi la interaccion PD-1//PD-L1, la cual a su vez esti asociada a una
limitacion de la actividad de células T, células B, macrofagos y células dendriticas. La
reciente interaccion mencionada, corresponde a un grupo de interacciones conocidas
como vias checkpoint del sistema inmune que se encargan de mantener la autotolerancia
y prevenir la autoinmunidad (Okazaki y col, 2001; Okazaki & Honj, 2006; Zhang y col,
2017). Sin embargo, estas vias checkpoint, incluyendo la que media la interaccion PD-
1//PD-L1, pueden ser usurpadas por células tumorales para generar inmunosupresiones
locales y atenuar la respuesta antitumoral enddgena. Este fendmeno se ha observado en
cancer de intestino, mama, leucemia y melanomas (Akbay y col 2013; Shi y col, 2013;
Zhang y col, 2017). Es asi como, se torna atractiva la posibilidad de interrumpir la

interaccién PD1//PD-L1, con el objetivo de revertir los efectos que ésta conlleva cuando
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es ejecutada por células tumorales. En este plano, el nanocuerpo KNO035 toma fuerza como

alternativa terapéutica debido a su fuerte afinidad con PD-L1.

Considerando las estrategias de ingenieria genética desarrolladas para C. reinhardtii en
materias de produccion heter6loga de proteinas, junto con los avances en biologia
molecular y biologia sintética para el disefio tanto in silico como molecular de vectores y

construcciones genéticas, se propone la siguiente hipétesis de trabajo:

C. reinhardtii puede ser utilizada como plataforma para la produccion del

nanocuerpo recombinante KN035.

Para comprobar aquello, se propone como objetivo general:

Generar una cepa genéticamente modificada de C. reinhardtii que produzca el

nanocuerpo recombinante KNO035.

Del objetivo general, se desprenden los siguientes objetivos especificos:

O.E 1: Disefiar y generar un vector que permita la insercion de un casete de

expresion para KNO35 en C. reinhardtii.

O.E 2: Generar lineas genéticamente independientes que presenten en su genoma el

casete de expresion para KNO35.

O. E 3: Corroborar la expresion de la construccién codificante para KN035 en C.
reinhardtii a nivel de transcrito
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.- Obtencion de secuencias y generacion de la construccion Ars2-KNO035-6xHis.

A partir de la literatura (Zhang y col, 2017) se obtuvo la secuencia aminoacidica
codificante para KNO35 la cual posteriormente fue llevada a secuencia de bases
nitrogenadas utilizando la herramienta de conversion de secuencias ofrecida por el
European Bioinformatic Institut (EMBL-EBI), seleccionando especificamente la tabla
propuesta para C. reinhardtii. Tras esto, se introdujo la secuencia obtenida en el
optimizador de codones de IDT configurandolo para que realice la optimizacion especifica
para C. reinhardtii. En una ldgica similar, la secuencia codificante para el péptido sefial
de la proteina Arilsulfatasa 11 (Ars2) fue obtenido desde la base de datos Uniprot, los
primeros 21 aminoacidos de su secuencia de acuerdo con la literatura (Chavez y col,
2015). Esta secuencia fue transformada utilizando las mismas herramientas y siguiendo el
mismo protocolo ya mencionado para finalmente, ser anexada en el 5° de la construccion

para KNO35.

Respecto al marcaje de histidina, éste se disefid utilizando los tripletes CAT y CAC en
repeticiones de forma que no existiera posibilidad de auto hibridacion, para luego agregar
un codon de término (TAA) tras el arreglo. Posteriormente, se anex6 al 3’ de la secuencia
para KNO035 de forma que se generara una proteina quimera Ars2-KNO035-6xHis.
Finalmente, al extremo 5’ de la construccion se le anexaron 20 [pb] homologos al extremo

3’ del promotor psaD presente en el vector Pbc1-VEGF y al extremo 3’ de la construccion
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se le agregaron 20 [pb] homologos al extremo 5’ del terminador psaD del vector Pbcl-

VEGF (Tabla 3).

La sintesis artificial de la construccion se realizo utilizando la tecnologia g-block
(Integrated DNA Technologies, Coralville, USA) para lo cual, la secuencia fue sometida
a los algoritmos de prueba de sintesis, modificandose segln los requerimientos del
fabricante y la tecnologia, detallado en la seccion de resultados. Para referenciar a dicha
construccion dentro de las siguientes secciones se utilizaré el termino Lg. Finalmente, se
disefid un par de partidores que pudiese amplificar en su totalidad dicha construccion
anclandose en la zona de homologia antes descrita. Estos partidores corresponden a R

gblock y F gblock (Tabla 1)

2.2.- Disefio in silico de las piezas de DNA y partidores para Gibson Assembly.

Con la mocion de ensamblar un vector capaz de permitir la transformacion de las algas y,
que ademas asegure la posibilidad de que la construccion disefiada anteriormente sea
expresado, se decidi6 que la metodologia utilizada para obtener dicho vector seria Gibson
Assembly. Para disefiar las piezas de DNA que conformarian el vector se utilizo el software
Snap Gene (Insightful Science, San Diego, USA), el vector Pbc1-VEGF fue designado
como molde para generar las piezas de DNA del nuevo vector. De esta manera se
disefiaron 6 partidores, notados F por Forward y R, por Reverse los cuales traerian como
resultado 3 de las piezas esenciales, amplificando 3 regiones distintas de este vector. Los

partidores utilizados se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1: Partidores diseflados para la generacién de piezas para Gibson Assembly. El dltimo

corresponde a un par de partidores que amplifican una regién de un gen endégeno de C. reinhardtii sirviendo

por ende como control positivo de las reacciones posteriores.

Nombre

R gblock

F gblock

F1
R4
F4
R3
F3
R2

psbD F
psbD R

Larg  Tm
0 [°C]
[pb]

21 57
21 60
45 75
21 60
26 61
20 62
22 63
42 70
19 54
16 50

Molde

Ars2-
KNO035-
6xHis
Ars2-
KNO035-
6xHis
Pbci-
VEGF
Pbcl-
VEGF
Pbc1-
VEGF
Pbcl-
VEGF
Pbcl-
VEGF
Pbcl-
VEGF
psbD
psbD

Amplicon
esperado

[pb]
505

505

2099
2099
2051
2051
2161
2161

413
413

Secuencia

TGCTACTCACAACAAGCCCAA

TCCAGCTGCTGCCAGAATTCT

AACACGGCGAGAGCACCCATTGGGCTTGTTGT
GAGTAGCAGTGGG

GTTAGCTCCTTCGGTCCTCCG
CGGCCAACTTACTTCTGACAACGATC
ATGGGGCGGTATCGGAGGAA
CAGCCGGTAAAACGCCAGCTTT
ACCACCATCACCATCATTAAGAATTCTGGCAG
CAGCTGGACC

GTTGGTGTCAACTTGGTGG
GCCGTAGGGTTGAATG

Las secuencias notadas, L1, L2 y L3 tienen igual secuencia al molde Pbcl1-VEGF, donde

cada una tiene homologia en los extremos 5’ y 3” con aquella que es contigua debido al

propio disefio de los partidores. Las homologias predisefiadas entre cada pieza de DNA se

detallan a continuacion incluyendo también la construccion Lg.

Tabla 2: Piezas de DNA disefiadas con zonas de homologia. Se detalla el largo de los brazos de homologia

presente entre cada una de las piezas.

Pieza

L2

L3

L1

Largo zona homologia
[pb]

46
20
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Lg L2 20

Cada uno de los PCR se simulé en el software Snap Gene (Insightful Science, San Diego,
USA), utilizando la herramienta PCR para luego con la herramienta “Gibson Assembly”
seleccionar cada una de estas piezas y ensamblarlos, obteniendo un vector titulado Pbcl-

KNO035 de un tamarfio esperado de 6649 [pb] (Tabla 3).

Tabla 3: Vectores binarios utilizados para generar distintas variantes de C. reinhardtii.

Nombre Tamafio [pb] Descripcion Referencia
Pbcl-VEGF 6755 Binario. Permite expresion y Chavez y col, 2015.
secrecion de VEGF en C.
reinhardtii
Pbc1-KNO035 6649 Binario. Permite expresion y Este trabajo

secrecion de nanocuerpo
KNO35 en C. reinhardtii

2.3.- Transformacién de bacterias quimiocompententes.

Una alicuota de bacterias E. coli TOP 10 quimiocompetentes previamente fue
descongelada por 17 [min] en hielo para luego afadir un [ug] de vector agitando
suavemente con micropipeta. Tras ello, se incub6 por 20 [min] en hielo para luego ser
sometidas a un heat shock a 42 [°C] por un [min]. De inmediato fueron traspasadas a hielo
y se incubaron por 5 [min]. Posteriormente, en presencia de un mechero bunsen se

traspasaron 250 [uL] de medio LB estéril al tubo con las bacterias y se incubé a 37 [°C]
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por 1 [h], en agitacién constante para luego sembrar 100 [UL] en placas de LB agar con

ampicilina 100 [pug-mL1]. Finalmente, se incubo a 37 [°C] por una noche.

2.4.- Extraccion de DNA plasmidial desde bacterias transformadas.

Se inoculo tubos para crecimiento bacteriano con colonias de E. coli TOP 10
transformados que contenian 10 [mL] de medio LB liquido con 100 [ug-mL™] de
ampicilina. Estas se dejaron creciendo a 37 [°C] con agitacién constante por una noche.
Al dia siguiente, los cultivos se centrifugaron a 3.000 [rpm] por 10 [min]. La extraccion
del DNA plasmidial se realiz6 utilizando el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega, Madison, USA) siguiendo el protocolo del fabricante. Los
pellets fueron resuspendidos en 250 [pL] de solucion de resuspension y traspasados a un
tubo de 1,5 [mL] donde se les afiadi6 250 [pL] de solucién de lisis, se mezcl6 por inversion
del tubo. Posteriormente, se afiadi6 10 [uL] de proteasa alcalina 'y se mezcl6 por inversion,
se dejo incubar por 5 [min] a temperatura ambiente. Luego se agreg6 350 [jL] de solucion
neutralizadora y se mezcld por inversion. Finalmente, los tubos fueron centrifugados a
13.000 [rpm] por 15 [min]. Paralelamente, se prepararon las columnas proporcionadas por
el kit, montando estas en los tubos colectores. Al finalizar el proceso de centrifugacion, el
sobrenadante fue traspasado a dichas columnas. Se dej6 decantar el sobrenadante en la
columna, posteriormente las columnas se centrifugaron a maxima velocidad por un [min]
a temperatura ambiente. Se descartd el eluido y se reutilizé el tubo colector. Se afiadio a
cada uno de los tubos 750 [uL] de solucion de lavado y se centrifug6é a maxima velocidad
por un [min]. Se descart6 el eluido y se reutilizo el tubo colector, para repetir la anterior

accion, pero esta vez con 250 [pL] de solucién de lavado. Posteriormente, se centrifugd
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por 2 [min] a maxima velocidad y se traspasaron las columnas a nuevos tubos de 1,5 [mL]
estériles. Finalmente, se agregd 50 [uL] de agua libre de nucleasas a la columna y se

efluy6 centrifugando por un [min] a maxima velocidad.

2.4.1- Cuantificacion de acidos nucleicos

Se afadieron 2 [uL] de muestra de material genético en diferentes pocillos de la
herramienta Take3™ Micro-Volume Plate (BioTek, Santa Clara, USA), para luego ser
introducido en el lector de placas Epoch 2 Microplate Spectrophotomer (BioTek, Santa
Clara, USA). Las muestras fueron analizadas utilizando el software Gen5 (BioTek, Santa

Clara, USA), seleccionando la opcién Take 3, nucleic acids quantification, dsSDNA.

2.5.- Obtencion de piezas L1, L2 y L3 para Gibson Assembly.

La generacion de las piezas de Gibson L1, L2 y L3, fue realizada mediante PCR. Cada
reaccion contenia los siguientes reactivos: 6 [L] 5X Phusion GC buffer (ThermoFisher,
Waltham, USA), 20,6 [uL] de agua libre de nucleasas, 0,6 [uL] de mix dNTPs 10 [mM];
0,75 [pL] de alicuota de partidor Forward 10 [uM], 0,75 [uL] de alicuota de partidor
Reverse 10 [uM]; 0,3 [uL] de Phusion DNA Polymerase 2[U-uL™?] (ThermoFisher,
Waltham, USA), y 347 [ng] de vector Pbc1-VEGF. Los detalles de las piezas generadas

y los partidores utilizados se detallan a continuacion:
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Tabla 4: Partidores asociados a la produccion de cada pieza de DNA del nuevo vector.

. . ) Temperatura Tamafio Pieza
Partidor Partidor Nombre asignado a la ]
) annealing del par [pb]
Reverse Forward pieza )
de partidores [°C]
R3 F4 L3 62 2051
R4 F1 L2 70 2099
R gblock F gblock Lg 62 505

Las reacciones se dispusieron en un termociclador, el cual fue configurado de la siguiente
manera: calentamiento inicial a 98 [°C] por 10 [min], seguido de 30 ciclos con una
denaturacion inicial a 98 [°C] por 30 [s], fase de annealing por un [min] a la temperatura
sefialada en la Tabla 4, seguido de una fase de extension a 72 [°C] por 90 [s]. Finalmente,

tras terminar los ciclos se realiz6 una extension final a 72 [°C] por 10 [min].

2.5.1- Electroforesis en gel de agarosa.

Se prepard agarosa al 2% y 3% segun sea el caso en buffer TAE 1X (Tris-Cl 20 [mM],
acido acéticol0 [mM] y EDTA 0,5 [mM]), posteriormente se agregd 15 [uL] de SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen, Waltham, USA). La mezcla se dispuso en un molde para
geles y se espero su solidificacion para ser llevado a la camara de electroforesis, donde se
sumergio el gel completamente en buffer TAE 1X. A cada uno de los tubos que fueron
sometidos al PCR, se agreg0 2 [uL] de Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS (New
England Biolabs, Ipswich, USA). Las muestras fueron corridas a 120 [V] constante por

20 0 40 [min] segun sea el caso. Finalmente, los fragmentos de DNA fueron visualizados
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utilizando un transiluminador UV modelo Large blue LED transilluminator (10 Rodeo,

Pasadena, USA).

2.5.2- Extraccion de DNA desde gel de agarosa.

Sobre una superficie cubierta con mica, se hizo una incision en el gel de agarosa
previamente visualizado, se recortaron bloques que permitieran aislar las bandas deseadas
del resto del gel. Tras eso se asigné a cada tamafio de banda deseado un tubo de 1,5 [ml]
el cual se masd para posteriormente depositar dentro de este tubo todos los bloques
asociados a ese tamafo de banda y se volvio a masar. Con la diferencia de las masas se
determiné la masa de gel que hay en cada uno de los tubos, para luego con el kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up (Promega, Madison, USA) realizar la extraccion de DNA
desde el gel siguiendo las instrucciones del fabricante, comenzando con afiadir 10 [uL] de
solucién de unién de membrana por cada 10 [ug] de gel en el tubo. Se agit6 en vortex la
mezcla de cada tubo y se incubaron a 60 [°C] por 10 [min] intercalando vortex cada dos
[min] para asegurar el correcto derretir del gel en cada tubo. Se traspaso el contenido de
los tubos a las columnas SV minicolumn ensambladas en tubos colectores y se dejaron
incubar a temperatura ambiente por un minuto. Luego, se centrifugaron las columnas a
14.000 [rpm] por un [min], se descarté el eluido en cada una y se reutilizaron los tubos
colectores. Mas tarde, se afiadieron 700 [uL] de solucién de lavado de membranas, se
centrifug6é por un [min] a 14.000 [rpm] y se elimind lo eluido reutilizando los tubos
colectores. Se repitio la accion anterior, pero esta vez con 500 [uL] de solucion de lavado
y se centrifugd por 5 [min] a 14.000 [rpm]. Tras ello se descarto el eluido de cada uno de

los tubos y nuevamente se centrifugé por un [min] a la misma velocidad anterior. Luego
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se traspasaron las columnas a tubos de 1,5 [mL] y se agregaron 50 [uL] de agua libre de
nucleasas, se incubd a un minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 14.000 [rpm]
por un [min]. Posteriormente, el DNA fue cuantificado siguiendo el protocolo descrito

anteriormente (seccion 2.4.1)

2.6.- Ensamblaje de vectores por medio de Gibson Assembly.

2.6.1- Célculo de las concentraciones equimolares de las piezas para Gibson

Assembly.

Para asegurar un correcto ensamblaje de las piezas durante la reaccion de Gibson
Assembly es necesario que cada pieza sea dispuesta en una cantidad equimolar

determinada. Para calcular aquello se utilizaron las siguientes formulas:

[H 1000
ni
Largo pieza (bp) * 650

A pmol =

Factor

B Relacion de volumen de una pieza = ————
pmoles pieza

Volumen final

C Vol.a aiadir de una pieza = = * Relacion de volumen de la pieza
Suma relacion

de volumen de piezas

Figura 5: Relaciones matematicas que permiten encontrar la cantidad equimolar necesaria para cada
una de las piezas a usarse en el ensamblaje del vector Pbc1-KNO035. Con lo observado en A es posible
calcular la cantidad de picomoles de la pieza a partir de su concentracion en unidades de [ng/pL] y el largo
de la pieza. El nimero 1.000 permite pasar de [ng] a [pg] mientras que el nimero 650 corresponde al peso
molecular promedio de un nucleétido. La relacién de volumen de una pieza, detallada en B, se puede obtener
utilizando el factor asociado al largo de la pieza, el cual puede ser 0,01 para piezas de mas de 2500 [pb],

0,03 si la pieza tiene un tamafio entre 200 [pb] y 2.500 [pb], 0 0,05 si la pieza es menos a 200 [pb]. Esta
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relacion de volumen de una pieza es necesaria para determinar el volumen a afiadir a la reaccion de cada
pieza, relacion que es mostrada en C, donde el volumen total de reaccion electo es dividido por la suma de
las relaciones de volumen d una pieza y multiplicado este cociente por la relacién de volumen de la pieza a

determinar su volumen en cuestion.

A partir de lo expuesto en la Figura 5, y habiendo determinado que el volumen necesario

para la mezcla de piezas corresponde a 6 [UL], se determinaron las cantidades de cada una
de las piezas presentes en cada mezcla, teniendo en la primera mezcla la pieza Lg
proveniente directamente del g-block sintetizado por IDT. La segunda mezcla contiene la
pieza Lga, esta pieza proviene de la amplificacion de la construccion Ars2-KNO035-6xHis.

Tabla 5: Volumenes y concentraciones utilizadas para obtener cantidades equimolares de cada una

de las piezas utilizados en la mezcla | de piezas.

Mezcla |
Pieza Volumen [pL] Concentracion [ng/pL] Factor Pieza
L1 1,98 27,82 0,03
L2 1,53 35,04 0,03
L3 1,20 43,43 0,03
Lg 1,29 10,00 0,03

Total 6,00 - -

25



UNIVERSIDAD DE CHILE- FACULTAD DE CIENCIAS- ESCUELA DE PREGRADO

Tabla 6: Volumenes para cantidades equimolares de cada una de las piezas utilizados en la Mezcla 11

de piezas.
Mezcla Il
Pieza Volumen [uL] Concentracion [ng/uL] Factor Pieza
L1 2,40 27,82 0,03
L2 1,85 35,04 0,03
L3 1,46 43,43 0,03
Lga 0,29 53,80 0,03
Total 6,00

2.6.2- Gibson Assembly.

Para la reaccion de Gibson Assembly se mezclé en un tubo de 0,6 [mL], 100 [pL] de buffer
de reaccion isotérmica 5X (PEG-8000 al 25%, Tris-HCI pH 7,5, 500 [mM], MgCl> 50
[mMM], DTT 50 [mM], dNTPs 1 [mM] por cada uno de los cuatro, y NAD 5 [mM]), 2 [pL]
de T5 exonucleasa 10 [U-uL?], 6,25 [uL] de Polimerasa Phusion 2 [U-ul], 50 [uL] de
Taq DNA ligasa 40 [U- ul™Y], 216,75 [uL] de agua libre de nucleasas para un volumen final
de 375 [uL] de mezcla de reaccién en un paso. A dos tubos de 0,2 [mL] se le afiadieron
4,5 [uL] de esta mezcla para guardar el resto a -20 [°C]. Posteriormente al primer tubo se
le afiadio 1,5 [pL] de mezcla | mientras que al segundo se le afiadio la misma cantidad de

la mezcla Il.

La mezcla se llevo posteriormente a un termociclador, donde se configuré un programa

de 65 [min] a 50 [°C]. Una vez terminada la reaccion se transformaron dos una alicuotas
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de 50 [ul] de E. coli TOP10, siguiendo el protocolo antes descrito (seccion 2.3), aplicando
todo el volumen de material genético para la transformacion. Posteriormente se sembrd

en placas con medio LB y ampicilina.

2.7.-PCR

En tubos de 0,2 [mL] se afiadié 2 [uL] de 5X Green GoTaq® Flexi buffer; 4,45 [uL] de
agua libre de nucleasas; 1,6 [uL] de MgCl, 25 [mM]; 0,25 [uL] mix dNTPs 10 [mM];
0,25 [uL] de Partidor Forward 10 [uM], 0,25 Partidor Reverse 10 [uM] y 0,25 [uL] de
GoTaq® DNA Polymerase 5 [U-pl™] (Promega, Madison, USA) y agua para un volumen
final de 10 [pL]. Segun sea el caso la Tabla 7 anuncia la cantidad de DNA, origen,
temperatura de annealing y pares de partidores utilizados. En el caso del PCR de colonias

se utilizé 1 [uL] de agua previamente inoculada

Las muestras se dispusieron en un termociclador modelo Axygen MaxyGene Il (Axygen
Scientific, Union City, USA), el cual fue configurado de la siguiente forma un ciclo inicial
a 95 [°C] por 10 [min], luego 30 ciclos con una denaturacion inicial a 95 [°C] por 30 [s],
fase de annealing por un min a T° sefialada en Tabla 7 segln sea el caso y una fase de
extension a 72 [°C] de 90 [s], tras terminar los ciclos, se realizo una extension final a 72

[°C] por 10 [min].
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Tabla 7: Condiciones particulares para cada reaccion de PCR.

Caso

PCR colonias

PCR sobre DNA
nuclear aislado de

C. reinhardtii

PCR en gradiente

PCR sobre clones
derivados de

UVM4 KN035

PCR sobre clones
derivados de

UVM11 KNO035

Origen DNA

E. coli TOP 10

C. reinhardtii
UvM11 KNO35,
UvMm4 KN035
(Heterogéneas),

UVM4 GFP y Pbcl-

KNO035

C. reinhardtii UVM4
KNO035
(Heterogénea) y

UVM4 GFP

C. reinhardtii 4K1,
4K2, 4K4, 4K5, 4K6
y 4K7, UVM4 wt, y

vector Pbc1-KN035

C. reinhardtii 11K1,
11K2, 11K4, 11KS5,
11K7 'y  11K8,
UVM11 wt y vector

Pbcl-KN035

Cantidad DNA

[ng]

80 a 130
dependiendo de la

cepa

80 a 130
dependiendo de la

cepa

210 a 310
dependiendo de la

cepa

380 a 525
dependiendo de la

cepa

28

Par de partidores

R3-F4

F gblock y R gblcok

psbD Ry psbD F

F gblock y R gblcok

F gblock y R gblcok

psbD Ry psbD F

F gblock y R gblcok

psbD Ry pshD F

T° Annealing

62

67

54

60, 63,65y 67

67

56

67

56
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2.8.-Transformacion de C. reinhardtii y seleccion de transformantes.

2.8.1- Tratamiento glass beads.

En tubos de 1,5 [mL] se depositaron 0,3 [g] de glass beads de 0.5 [mm] de diametro
(Merck, Darmstadt, Alemania), se agregé 1 [mL] de &cido clorhidrico 0,25 [M] y se
incubd por una noche. Luego, se retird el &cido clorhidrico, y se realizaron 4 lavados con
agua en agitacion hasta que se alcanz6 un pH cercano a 7,0. Tras ello se secaron en su

totalidad en estufa a 65 [°C] para mas tarde, ser autoclavadas.

2.8.2- Transformacion de C. reinhardtii via glass beads.

Cultivos de 1 semana de las cepas UVM11 y UVM4 (Neupert y col, 2009) (se agitaron
manualmente para luego extraerles 50 [pL] y traspasarlos a tubos de 1,5 [mL] en
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Estas alicuotas se llevaron al
microscopio y usando un aumento 10x se evalud la salud de cada uno de los cultivos. Tras
ello se extrajo 10 [uL] de la alicuota de cultivo tomada para diluirla en 990 [L] de medio
TAP liquido (1:100). Esto se agito en vortex y se extrajeron por cada una de las cepas 10
[uL] para aplicarlos en la camara de Neubauer y contar en microscopio Leica DMil (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania) con un aumento de 10 X. Una vez contada se utilizd

la formula detallada en la Figura 6.

Células _ Ne° total Celulas x 10.000
mL "~ N° Cuadrantes x Factor dilucién

[Concentracion ||

Figura 6: Formula para determinar concentraciones en cultivo utilizando placa de Neubauer. Permite

calcular la concentracion de un cultivo en unidades de [células:-mL]. El nimero de cuadrantes corresponde
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a 5y el factor de dilucion puede ser 0,1 si se trata de una dilucién 1:10 o 0,001 si se trata de una dilucién
1:100.

Una vez conocida las concentraciones de los diferentes cultivos se recolectaron las células
y se centrifugaron por 5 [min] a 1.000 x g a temperatura ambiente. Luego se
resuspendieron en medio TAP liquido para ajustarlos a una concentracion de 3 x 10’
[células'mL?]. Una vez ajustadas las contracciones de cada uno de los cultivos, se
transfirio 1 [mL] a 3 tubos por cepa que contenian los glass beads estériles. Después, se
agregaron 5 [pg] del vector Pbc1-KNO35 a cada uno de los tubos mencionados. Los tubos
se llevaron al vortex y se mezclaron por 20 [s] a maxima potencia. Terminado, se dejaron
reposar por 5 [min] para que los beads decantaran. Luego, el sobrenadante fue transferido
a alicuotas de 5 [mL] de TAP liquido contenidos en tubos de 15 [mL] y se dejaron incubar
por la noche envueltos en papel aluminio y a agitacion constante. Al dia siguiente, se
centrifugaron los cultivos a 1.000 x g por 5 [min] a temperatura ambiente, para luego
resuspenderlas en 300 [uL]. Finalmente, 100 [pL] de transformante fueron utilizados para
inocular 15 [mL] de medio TAP con 10 [pg-mL™] de paromomicina para cada una de las
UVM4 KNO035, UVM11 KNO035 recién transformadas junto con muestras de las cepas
UVM4 y UVM4 GFP. Estos se dejaron en agitacién y luz constante a temperatura
ambiente por 25 dias. Posteriormente, los cultivos que presentaron crecimiento positivo
fueron refrescados, en las mismas condiciones de medio e incubacion, cada 1 semana
durante 4 semanas en total. Tras ello se centrifugaron por 5 [min] a 2.000 [rpm], a

temperatura ambiente, se desecho el sobrenadante y el pellet se traspasé a placas de TAP

30



UNIVERSIDAD DE CHILE- FACULTAD DE CIENCIAS- ESCUELA DE PREGRADO

agar con 10 [ug-mL"] de paromomicina. Estas placas se renovaron cada 10 dias evaluando

el efecto que el antibidtico poseia sobre su crecimiento.

2.8.3- Extraccion de DNA nuclear de C. reinhardtii.

Se cultivaron a luz constante y agitacion por 10 dias muestras de las cepas UVM4 KN035,
UVM11 KN035, UVM4 GFP y UVM4 en 100 [mL] de TAP liquido con 10 [ug-mL™] de
paromomicina para las primeras tres y 100 [mL] de TAP liquido para el caso de la cepa
silvestre. Pasado el tiempo, se centrifugo todo el volumen a 2.000 [rpm] por 5 [min] y se
transfirio la mayor cantidad de pellet a tubos de 1,5 [mL] previamente masados. Luego,
utilizando el kit DNAeasy plant minikit (Qiagen, Hilden, Alemania) se siguieron las
instrucciones para aislar el DNA nuclear de las microalgas, agregando 400 [uL] de buffer
Aly 4 [uL] de la solucion madre de RNAsa A 100 [mg-mL™] a cada uno de los tubos con
pellet, se mezcl6 con vortex y pipeteo. Luego se incubaron los tubos por 10 [min] a 65
[°C] mezclando el tubo por inversion 3 veces durante la incubacion. Terminado se
agregaron 130 [uL] de buffer P3, se mezcl6 con la pipeta y se incub6 por 5 [min] en hielo.
Tras ello, se centrifugaron los tubos durante 5 [min] a 14.000 [rpm] y el lisado de cada
uno se transfirié a una columna QIAshredder Mini ensamblada en un tubo colector. Estas
columnas se centrifugaron por 2 [min] a 14.000 [rpm]. En cada columna se recolect6 el
eluido sin alterar el sedimento de residuos celulares dejado tras la centrifugacion y se
depositd en un tubo de 1,5 [mL] nuevo. Mas tarde se agreg6 1,5 volimenes de buffer AW1
a cada uno de los tubos y se mezclé con pipeteo. Luego, se tomaron 650 [uL] de esta
mezcla por cada cepa y se transfirieron a la columna DNeasy Mini, previamente dispuesta

en un tubo colector. Estas se centrifugaron por un minuto a 10.000 [rpm] y luego se
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deseché el eluido. Finalizado, se llevaron las columnas DNeasy Mini a nuevos tubos
colectores de 2 [mL] y se agregd a cada uno 500 [uL] de buffer AW2, para luego
centrifugar por un minuto a 10.000 [rpm]. Se desecho el eluido y se reutiliz6 el tubo
colector para repetir este mismo paso, pero centrifugando esta vez por 2 [min] a 14.000
[rpm]. Se transfirieron las columnas a tubos de 1,5 [mL] y se agregaron 75 [uL] de buffer
AE directamente sobre la membrana. Se incub6 por 5 [min] a temperatura ambiente y
luego se centrifugaron por un [min] a 10.000 [rpm]. El eluido obtenido volvié a ser
aplicado sobre la membrana, incubdndose 5 [min] a temperatura ambiente para
nuevamente centrifugar. Posteriormente, el DNA fue cuantificado siguiendo el protocolo

descrito anteriormente (seccion 2.4.1).

2.8.4- Aislamiento y establecimiento de lineas clonales derivadas de transformantes

UVM1ly UVMA.

Se sembraron 150 [uL] de cultivo liquido de las cepas UVM11 KN035 y UVM4 KN035
de las cuales ya se habia comprobado que existia presencia de la construccién, en placas
Petri con medio TAP agar con 10 [pg-mL™] de paromomicina. Se dejaron crecer por 3
semanas bajo iluminacién constante hasta la aparicion de colonias. De cada placa, se
seleccionaron 8 colonias por cepa, para ser traspasadas a nuevas placas TAP agar con 10
[ug-mL™] de paromomicina. Estas se establecieron en el tiempo siendo resembradas cada

dos semanas en placas con el mismo medio y condiciones.
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2.9.- RT-PCR sobre lineas portadoras del casete Ars2-KN035-6xHis.

2.9.1- Extraccion de RNA total de C. reinhardtii.

Se cultivaron a luz y agitacion constante por 10 dias tres lineas clonales derivadas de
transformadas de UVM11 (lineas 11K1, 11K5y 11K7) (Tabla anexo I) junto con las cepas
UVM4 GFPy UVM11 wt en 100 [mL] de TAP liquido con 10 [ug-mL™] de paromomicina
para las primeras cuatro y 100 [mL] de TAP liquido para el caso de la cepa silvestre. Tras
ello se contaron las células y se ajustaron las concentraciones segin lo descrito
previamente, de tal forma que se obtuvo una concentracion por cultivo de 107 [células-mL-
1] en tubos de 1,5 [mL]. Utilizando el Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) se
siguio el protocolo sefialado por el fabricante afiadiéndose a cada uno de estos cultivos
600 [uL] de buffer RLT y posteriormente mezclados con vortex a méxima velocidad. En
seguida, se afiadié 1 volumen de etanol 70% a cada uno de los tubos y se mezcl6 con
pipeta. De cada una de estas mezclas, fueron transferidos 700 [uL] a columnas RNeasy
Mini Spin dispuesta en tubos colectores de 2 [mL], se centrifugd por 15 [s] a 10.000 [rpm]
y luego se descartd el eluido. Usando ahora el producto RNase-Free DNase Set (Qiagen,
Hilden, Alemania) se realizo la eliminacién de trozos de DNA residuales aislados. Para
ello, siguiendo instrucciones del fabricante, se agregd 350 [uL] de buffer RW1 a cada una
de las columnas y tras ello se centrifugaron a 12.000 [rpm] descartando posteriormente el
eluido. A continuacion, en tubos de 0,6 [mL] se mezclaron 10 [uL] de DNasa | con 70
[UL] de buffer RDD de forma que por cada columna exista una mezcla. Luego se vertieron
los 80 [uL] de la mezcla, previamente preparado, en cada una de las columnas y se incubd

a 25 [°C] por 15 [min]. Pasado este tiempo, se agregd 350 [uL] de buffer RW1 a cada una
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de las columnas y se centrifugd por 15 [s] a 12.000 [rpm] para luego descartar el eluido.
Terminado esto, se afiadieron 500 [uL] de buffer RPE a cada una de las columnas y se
centrifugd por 15 [s] a 12.000 [rpm] y se descartd el eluido. Esta accion se repitio
centrifugando esta vez por 2 [min] a la misma velocidad. Posteriormente las columnas
fueron transferidas a un nuevo tubo colector y se centrifugaron a maxima velocidad por
un minuto. Finalmente, se transfirieron las columnas a tubos de 1,5 [mL] y se afiadieron
40 [uL] de agua libre de RNasa directo sobre las membranas de cada una de las columnas.
Se centrifugaron luego por un [min] a 12.000 [rpm] para eluir el RNA, luego se repitio
este paso reemplazando el agua por el eluido obtenido anteriormente. Posteriormente las

muestras se guardaron a -80 [°C].

2.9.2- RT-PCR.

Utilizando el kit Transcriptor One Step RT-PCR kit (Roche, Basilea, Suiza) en tubos de
0,6 [mL] se mezclaron 10 [uL] de buffer 5X, 2 [uL] de partidor Forward 10 [mM], 2 [uL]
de partidor Reverse 10 [mM], 1 [uL] de Enzyme Mix. Los partidores utilizados en los tubos
de la condicion problema correspondieron a Ars2-KN035 R y Ars2-KNO035 F (Tabla 8).
En un caso paralelo se realiz6 otra condicidon experimental utilizando los partidores
KNO35 Parl F y KNO35 Par 1 R (Tabla 8). Para el caso del control positivo para ambas
recciones, se utilizé la misma metodologia afiadido los partidores Actina F y Actina R
(Tabla 8). Se tomaron 15 [uL] de las mezclas anteriormente descritas, para luego agregar

por cada una de 2 [ug] de RNAy rellenar con agua para un volumen final de 50 [uL].
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Luego los tubos fueron dispuestos en un termociclador configurado para una reaccion de

retro-transcripcion por 30 [min] a 50 [°C], una activacion inicial de PCR a 94 [°C] por 5

[min], para dar paso a 35 ciclos de denaturacion a 94 [°C] por 10 [s], annealing por 30 [s]

segun las temperaturas descritas por la Tabla 8 para cada par de partidores, finalizado los

ciclos con una extension final de 10 [min] a 68 [°C]. Posteriormente, se realizd

electroforesis en gel de agarosa al 3%, siguiendo el protocolo descrito anteriormente

(seccion 2.5.1).

Tabla 8: Partidores disefiados para RT-PCR.

Nombre

Ars2-KN035
F
Ars2-KN035
R

KNO35 Par 1
F

KNO35 Par 1
R

KNO035 6xHis
F

KNO035 6xHis
R

KNO35 Par 4-
TF

KNO35 Par 4-

7R

Largo

[pb]
21

20

20

20

22

20

20

20

™m
[°C]
61

60

58

58

60

62

57

58

Molde

Ars2-KN035

KNO35

KNO035-6xHis

KNO035

35

Amplicén
esperado [pb]

424

183

384

136

Secuencia

TGCGTACCCTGACCCCAGTAC

CTCTCGCCGTGTTTGCTGTG

GCGCAGTAGTACATAGCGGT

GTT TCG TCA GGC ACCTGG TA

AATGATGGTGATGGTGGTGGC T

AGTCGGGTGGTGGACTCGTG

GTGGACTTCGCGTTGTTCTG

GCATGGCTTGGTTTCGTCAG
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3. RESULTADOS

O.E 1: Disefiar y generar un vector que permita la insercion de un casete de

expresion para KNO035 en C. reinhardtii.

3.1.- Disefio in silico y generacion de un vector que permita la insercion de un

casete de expresion para KNO035 en C. reinhardtii.

3.1.1.- Obtencién y optimizacién de las secuencias para la generacion de la construccion

Ars2-KNO035-6xHis.

Con el objetivo de expresar el nanocuerpo KNO035 en C. reinhardtii fue necesario disefiar
una construccién genética que permitiera afrontar las dificultades naturales para el trabajo
con este microorganismo, las cuales fueron expuestas en la introduccion. Lo primero que
se realizo fue un borrador in silico de como debiesen disponerse las distintas regiones de
la construccion que permitirdn la expresion de dicho nanocuerpo. El orden escogido
corresponde a en el extremo 5’ ubicar un péptido sefnal (Ars2) conectado de forma
quimérica con la region codificante para KNO35 finalizando en el extremo 3’ con un
arreglo de seis histidinas. En la Figura 7 se detalla de forma esquematica el orden

establecido para las secuencias.
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00T 700 El 300

KNO35
Ars2-KN035-6xHis

Figura 7: Representacién grafica de la construccion Ars2-KN035-6xHis. Se indica en violeta el 6xHis,
en rojo la region correspondiente a KNO35 y en verde el péptido sefial Ars2. El sentido derecho a izquierda

se debe a que las secuencias reguladoras en el vector software determin6 como 3° = 5.

Posteriormente se realizd la extraccion de la secuencia aminoacidica a partir de lo

expuesto en literatura (Zhang y col, 2017). Obteniendo la siguiente secuencia:

1 OWOLOESGGGE WOPGGSLRL  SCAASGEMSS RRCMAWERCOS PGEERERWAKSO

51 LLTTSG5TYL ADSWKGERFTE  SOMMAKSTYY LOMMSLEPED  TAMYYCAADS 100

101 FEDPTCTLWT  SSGAFOYWGO GTOWTWS 127

Figura 8: Secuencia aminoacidica codificante para el nanocuerpo KNO035. En rojo, se muestran las
regiones de hipervariabilidad, CDR1, CDR2 y CDR3, con las cuales KN035 se une a PD-L1. Los nimeros

indican los aminoacidos de cada fila.

En la Figura 8, han sido destacadas las tres regiones de union al ligando PD-L1 conocida
como las zonas de hipervariabilidad CDR1, CDR2 y CDR3. Es de extremada importancia
que esas regiones mantengan intacta la secuencia aminoacidica, por lo que al momento de
ajustar las secuencias en los pasos siguientes se puso especial cuidado en ellas. Teniendo

la secuencia aminoacidica de KNO35 y utilizando la herramienta de conversion de
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secuencias del European Bioinformatic Institut (EMBL-EBI)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss backtranseg/), se convirti6 a secuencia

nucleotidica, seleccionando la tabla propuesta para C. reinhardtii obteniéndose una
secuencia de 381 bases con un porcentaje de 70 % GC. Debido a que esta misma no posee
un triplete asociado a un codon de término de la traduccion, se buscé en la base de datos
ofrecida por Kazusa DNA research Institut la tabla de preferencia de codones de C.

reinhardtii (http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=3055& aa=1

&style=N) de la cual se extrajo aquel que mas fraccion de uso tenia, siendo el triplete

TAA con 52% de preferencia.

1 18

CAGGETGCAG CTGCAGGAG AGCGGUGGC GGCCTGGTE CAGCCCGGEC GGCAGCCTG

19 36

COCCTGAGC TGCGCCGCC AGCGGCAAGS ATGAGCAGC CGCCGCTGC ATGGCCTGG

37 54

TTCCGCCAG  GCCCCCGGC AAGGAGCGE GAGCGCGETGE GUCAAGCTG  CTGACCACC

55 72

AGCEECAGC ACCTACCTG GCCGACAGT GTGAAGGGC CGCTTCACC  ATCAGCCAG

73 90

SACANMCECIC AAGAGCACZC GTGTACCTG CAGATGAMAC AGCCTGAMG CCOCGAGGAC

91 108

ACCGCCATG TACTACTGC GCCGCCGACZ AGCTTCGAG  GACCCCACC TGCACCCTG

109 126

GTGACCAGC AGCGGOGCC TTCCAGTAC  TGGGGECCAG GGCACCCAGT GTGACCGTG

127

5 C T
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Figura 9: Secuencia nucleotidica codificante para KN035 obtenida del algoritmo de transformacion.
Corresponde a una secuencia de 381 bases con un porcentaje de 70 % GC. En calipso se observa el codon
de término afiadido en base a la informacion obtenida de la tabla de preferencias. En este caso la base
nitrogenada uracilo sefialada en la tabla es cambiada por una timina para hacerla coherente con el codigo

genético. Los numeros en negro indican los tripletes de la secuencia.

Con la secuencia nucleotidica obtenida (Figura 9), y como es canon al momento de
trabajar con C. reinhardtii, se procedié a pasar la secuencia por un algoritmo de
optimizacion de codones, seleccionandose, por motivos de metodologia, el ofrecido por

IDT (Figura 10).

1 18
CAAGTGECAS CTCCAGGAG TCGGGCGGET GGEGCTCGTGE CAGCCTGGE GGTTCCCTS
19 36
CECCTCAGC TGCGCCGECC TCGGGCAAG ATGAGCTCC CGECCGCTGC ATGGCTTGG
37 54
TITCGCCAG  GCCCCCGGC AAGGAGCGEE GAGCGEGGETE GCCANMGCTGE  CTCACCACS
55 72
TCOGGTTCG ACCTACCTG  GCGGATAGC GTCALMGGEGC CGECTTTACG  ATCTCCCAG
73 a0
LACALCGCG AAGTCCACC GTGTACCTG  CAGATGAAC AGCCTGALAG CCTGAGGAC
91 108
LCCECTATG TACTACTGC GCCGCCGAT  TCCTTTGAG  GACCCGACC TGCACGCTC
109 126
GTGACCAGC TCGGGEGGE0E TTTCAGTAC  TGGGGGECAS GGECACGCAG GTGACGGTC
127

LG CTAL,
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Figura 10: Optimizaciéon de la secuencia nucleotidica para KNO035. Secuencia obtenida tras la
optimizacion de codones de C. reinhardtii para el uso de la tecnologia g-Block. Los ndmeros en negro

indican los tripletes de cada fila.

Teniendo la secuencia codificante para KN035 y, en consideracion a la necesidad de ser
secretado al medio extracelular, fue necesario incorporar una secuencia codificante para
un péptido sefial de secrecion. El péptido sefial seleccionado fue el de la proteina
Arilsulfatasa 11, conocido como Ars 2, el cual ya se ha utilizado para la secrecion de VEGF
en trabajos anteriores (Chavez y col, 2015). Este péptido consta de los 21 primeros
aminoacidos de la proteina, los cuales fueron extraidos desde la base de datos Uniprot
( ) obteniéndose la siguiente secuencia

aminoacidica:

1 MGALAWFSVS CLASNVATNVAH 421

Figura 11: Secuencia aminoacidica del péptido sefial a secrecién de la proteina Ars 2. Los nimeros en

negrita indican el aminoacido nimero 1 y nimero 21.

Del mismo modo que con la secuencia que codifica a KN0O35 se procedié a transformarla
a secuencia de tripletes utilizando la herramienta ya mencionada, EMBL-EBI, obteniendo

la siguiente secuencia:

1 21

ATGGEGCGECC CTGGCCETGE TTCGCCGETE GCCTGCCTG GCCGCCGTE GCCAGCGETE GUCCACGOT

Figura 12: Secuencia de nucleotidos codificantes para el péptido sefial Ars 2. Los nimeros en negro

indican los tripletes de cada fila.
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Siguiendo la misma l6gica que con la secuencia de KN035, se realizé el ajuste de codones,
utilizando el optimizador de secuencias de IDT especialmente para C. reinhardtii y en

coherencia con la metodologia de sintesis artificial. Se obtuvo la siguiente secuencia:

1 21

ATGGEGETECT CTCGCCGTG TTTGCTGTGE GCGTGCCTG GCTGCTGTC GUGTCCGTC GCGCACGOC

Figura 13: Secuencia codificante para el péptido sefial de Ars2 tras la optimizacion de codones

realizada por el algoritmo de IDT. Los nimeros en negro indican los tripletes de cada fila.

En la Figura 13 se observa, en comparacion existe un porcentaje GC de 65% respecto a lo
mostrado en la Figura 12 donde este correspondia al 79%. Finalmente, en base a la
necesidad de poseer algun método para purificar la proteina, ya sea desde el medio
extracelular o intracelular, se decidi6 afiadir una cola de seis histidinas (6xHis). Para ello

se generd un arreglo codificante para estas seis histidinas de la siguiente manera:

1 6

CACCACCAT CACCATCAT

Figura 14: Secuencia nucleotidica codificante para 6xHis. Los nimeros en negro indican los tripletes de
cada fila.
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Con esto listo, las secuencias expuestas en la Figuras 10, 13 y 14 se unificaron en el orden:
Ars2-KNO035-6xHis, de forma que se generd una secuencia para una proteina quimera, en
la cual, en vista de que el 6xHis se disefid para ser expresado proximo al carboxilo terminal
de la proteina, fue necesario eliminar el triplete codificante para el codon de termino TAA
anexado originalmente a KNO35 para instalarlo tras el arreglo 6xHis. La secuencia

nucleotidica finalmente obtenida fue:

1 21
ATGGGTGCT CTCGCCGTG TITGCTGTG GCGTGCCTG GCTGCTGTC GCTTCCGTC GCTCACGCA
22 42

CAMGTGECAN CTCCAGGAG TCGGGTGGET GGACTCGTE CAGCCTGGA GGTTCCCTGE COTCTCASEC

43 63

TGCOGCAGCA TCGGGCANG ATGAGCTCC CGCCGCTGC ATGGCTTGG TTTCGTCAG GCACCTGGET

64 84

AAGGAGCGET GAGCGTGTE GCALAGCTG CTCACCACG TCCGGCTCG ACCTACCTGE GCTGATAGC

85 105

GTCAAGGEEC COCTITACG ATCTCCCAG AACAAMCGCGE AAGTCCACC GTGTACCTG CAGATGAMC

106 126

AGCCTGAMG CCTGAGGAC ACCGCTATG TACTACTGC GUCGCCGAC TCCTTTGAG GACCCGACC

127 147

TECACGCTG GTGEACCAGT TCGGEGCGCGE TITCAGTAC TGGGGTCAG GGTACGCAT GTGACTETC

148

AOCCACCAC CATCACCAT CATTAS

Figura 15: Secuencia nucleotidica de Ars2-KN035-6xHis. En rojo se destaca la secuencia que codifica a
Ars2, en negro se observan los tripletes que codifican a KN035, en verde la zona correspondiente al arreglo

que codifica a 6xHis y en calipso se observa el triplete de término de traduccién.
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Debido a la tecnologia seleccionada para la generacion sintética de la construccion Ars2-
KNO035-6xHis (Figura 15), se evalud ésta con el algoritmo de complejidad de IDT, el cual
determina la dificultad en términos de sintesis asignando un puntaje arbitrario a la
secuencia. Al someterla por primera vez el algoritmo arroj6 un puntaje de complejidad
7,2 con una ventana de 100 bases, desde el triplete 15 en adelante, con un contenido GC
superior al 74%, haciéndose muy dificil la posibilidad de sintesis. Por lo tanto, se utilizd
la tabla de preferencia de codones entregada por Kazusa DNA Research Institut para
reajustar los tripletes de modo de disminuir gradualmente el contenido GC. El criterio
utilizado para el cambio de codones consistio en seleccionar aquellos tripletes que
estuvieran solamente compuestos por guanina y citosina, remplazandose por aquél que
tuviera la segunda mayor frecuencia de uso segun la tabla ofrecida por el Kazusa DNA
Research Institut siempre y cuando éste estuviera compuesto por dos guaninas o citosinas.

De esta manera, se obtuvo una secuencia optimizada (Figura 16).

Secuencia original:

GETTCCGTC GEICACEES ATGCALGTG

34

GTECAGCCT BEAGGTTCC CTGEGTCTC

15 33
BEcooTe BEEcoBBE ~TcCescTG CAACTCCAG GAGTCGEEN GGTEBECTC
34 50
cTecaceeT [MEmccTTee crolmcTe accTocion BeerccEEl -
Secuencia optimizada:

15 33

CAACTCCAG GAGTCGRET GGTEGACTC

50

AGCTEORES GLATCGGEET AdG
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Figura 16: Primera optimizacion manual de codones. En pos de disminuir el porcentaje de GC para
permitir la sintesis, se cambiaron aquellos codones compuestos por tres guaninas y/o citosinas por aquellos
gue solo poseyeran dos y que codificasen el mismo aminoacido. Asi, se puede observar en rojo aquellos
tripletes en la secuencia original que fueron cambiados por aquellos que se muestran en verde en la secuencia

tras el arreglo.

La secuencia nucleotidica obtenida fue sometida nuevamente a la prueba de complejidad
de IDT arrojando que la secuencia poseia una complejidad de 4,8 con una ventana de 100
pares de base con contenido GC mayor que un 71% a partir del triplete 49. Se redisefio
nuevamente la secuencia asociada a la ventana seguln la tabla ya mencionada previamente

(Figura 17).

Secuencia original:

49 66
aTGacCTCC [EBOBRTGC ATGGCTTGG TTTHEECcAc FCteae -G G~CHE
67 82

GoclagcTc BBeAGCTG CTCACCACG TCCGGTTCG ACCTACCTG [HEE

Secuencia optimizada:

49 il
ATGAGCTCC BETCGTTGEC ATG Gk:'I'I'GG TITEGTCAG BCACCTGEGET AAGGAGCET
67 g2

GAGEGTGTGE BEALAAGCTGE CTCACCACSE TCOGGTTCG ACCTACCTG BCET

Figura 17: Segunda optimizacion manual de los codones. De la misma manera que en la figura 16 los
codones destacados en rojo fueron remplazados por aquellos en verde utilizando la tabla del Kazuza
Research Institute de modo que aquellos tripletes compuestos completamente por guanina o citosina se
remplazaran por un equivalente con al menos una timina o una adenina. Los nimeros sobre las secuencias

representan los tripletes.
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Del resultado de este arreglo se pudo concretar la siguiente secuencia para ser sometida a
la prueba de IDT:

1 21

ATGGEGTGECT CTCGCCGTG TITGCTGTGE GOCGTGCCTG GCTGCTGTC GCTTCCGTE GCTCACGCA

22 42

CAMGTGCAN CTCCAGGAG TCGGGTEGT GGACTCGTGE CAGCCTGGS GGTTCCCTG COTCTCAGC

43 63

TECECAGCA TCGGGTAAG ATGAGCTCC CGTCGTIGE ATGGCTTGGE TITCGETCAG GUACCTGEET

64 84

AAGGAGCET GAGCGTGETE GUAAAGCTG CTCACCACGTCCGGTTCS ACCTACCTG GCTGATAGC

85 105

GTCAAGGGC COCTTTACZG ATCTCCCAG AACAACGO5 AAGTCCACT GTGTACCTG CAGATGAAC

106 126

AGCCTGAAG CCTGAGGAC ACCGCTATG TACTACTGC GCCGCCGAT TCCTTTGAG GACCCGEA0C

127 147

TGCACGCTC GTGACCAGT TCGGGGEGECE TITCAGTAL TGGGGEGECAG GGCACGCAS GTGACGGTC

1418

AGCCACCAC CATCACCAT CATTAL,

Figura 18: Secuencia final de Ars2-KN035-6xHis. Secuencia obtenida tras los dos arreglos realizados en
pos de disminuir el contenido GC para que la sintesis pueda ser viable bajo la evaluacion del algoritmo de

complejidad.

La prueba de complejidad de IDT asign6 un puntaje de 2,9 a esta nueva secuencia, por lo
cual esta podia ser sintetizada como g-block (Integrated DNA Technologies, Coralville,
USA). Finalmente, con el objetivo de facilitar el uso de esta construccién como una pieza
para Gibson Assembly y disminuir el riesgo de generar una mutacion en la secuencia

codificante al ensamblar el vector, se decidié afiadir brazos de homologia a las secuencias
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circundantes al sitio en el cual la construccion se ubicaria dentro del vector. Estas
secuencias de homologia corresponden en el extremo 3’ de la construccion a 20 [pb]
homdlogos al terminador psaD y en el extremo 5° de la construccién a 20 [pb] homologos

al promotor psaD. De esta forma la secuencia nucleotidica final sintetizada es la siguiente:

1 12
13 30
BN DO RN ooGTGCAA CTCCAGGAG TCGGGTGGT
31 48

GGACTCGTG CAGCCTGGA GOTTCCCTG CGTCTCAGC TGCGCAGCA TCGGGCAAS
49 L]
ATGAGCTCC CGCCGCTGC ATGGCTTGGE  TITCGTCAG GCACCTGGT AAGGAGCGT
67 84
GAGCGTETE GCASAGCTGE CTCACCACG TCOGGCTCGE ACCTACCTG GCTGATAGC
83 102
GTCAAGGGC CGCTITACS ATCTCCCAG AACAACGOS AAGTCCACC GTGTACCTG
103 120
CAGATEAAC AGCCTGEASS CCTGAGGAC ACCGCTATG  TACTACTGC GCCGCCGAC
121 138
TCCTTTGAG GACCCGACC THCACGCTGE GTGACCAGC TCGGGCGCGE TTTCAGTAC
139 155

TGGGGTCAG GGTACGCAG GTGACTGTC AGCCACCAC CATCACCAT caTTo~FEE

Figura 19: Secuencia final de sintesis de la construccion Ars2-KN035-6xHis. En rojo se observa los
brazos de homologia tanto en el extremo 5'y 3', en azul se observa la zona codificante para Ars2, en gris la

zona codificante para KN035, en verde el arreglo 6xHis y en calipso el triplete terminal
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3.1.2 Disefio y simulacion in silico de las piezas del vector Pbc1-KNO035.

Con el animo de poder prevenir cualquier tipo de inconveniente al momento de ensamblar
el vector por Gibson Assembly, asi como, por otro lado, agilizar la planificacion del
experimento mismo, se realiz6 una simulacion in silico del ensamblaje del nuevo vector.
Para lo cual, se tomd como vector backbone el plasmido Pbc1-VEGF el cual previamente
habia sido utilizado para secretar VEGF en esta misma cepa de algas (Chavez y col, 2015).
La siguiente figura detalla la estructura de dicho vector visualizado a través del software

Snap gene (Insightful Science, San Diego, USA.). .

pbcl-VEGF

6755 bp
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Figura 20: Estructura del vector backbone binario Pbcl-VEGF. Se observa en calipso, el gen de
resistencia a ampicilina (AmpR) para extender el vector en bacterias, mientras que en morado el gen de
resistencia a paromomicina (APVHII) destinado a la seleccion de algas transformadas. El casete de
expresion que comanda la produccion de VEGF esta compuesto por el promotor constitutivo fuerte psaD
(en gris), proveniente del gen de la subunidad Il del Fotosistema | de C. reinhardtii y su respectivo

terminador (en café), los cuales incluyen los necesarios 5> UTR y 3” UTR para la expresion recombinante.

Debido al tamafio del vector backbone, el cual corresponde a 6755 [pb], se decidid
fragmentarlo en 3 piezas para Gibson Assembly cercanas cada una a los 2000 [pb], de
modo de remplazar la secuencia codificante para Ars2-VEGF por aquella codificante para
Ars2-KNO035-6xHis, construccion la cual seria a la vez la Gltima parte de Gibson para
poder ensamblar el vector nuevo, denominado Pbcl-KNO35. Para ello, se generaron 3
pares de partidores para amplificar 3 regiones distintas de Pbcl-VEGF y un par de
partidores para amplificar la construccion como la cuarta pieza. La Tabla 1 detalla las
secuencias y caracteristicas de estos partidores. Con los partidores expuestos en la Tabla
1, se disefiaron las 4 reacciones de PCR que permitirian obtener las piezas para ensamblar

el vector (Tabla 4).

De esta forma, se simuld in silico tanto la produccion de piezas como el resultado del
Gibson Assembly utilizando el programa Snap Gene (Insightful Science, San Diego,

USA.). En la Figuras 21 y 22 se detallan las piezas obtenidas.
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Figura 21: Mapa de las tres piezas generadas para Gibson Assembly. En ellas se puede observar los
genes codificantes para la resistencia de antibi6ticos en eucariontes (paromomicina, APVHIII en flecha
purpura) y en procariontes (Ampicilina, AmpR en calipso) En las flechas naranjas y blancas se representan
los promotores que dirigen la expresion de estos. En amarillo se muestran 2 distintos origenes de replicacion
para la multiplicacion del vector en bacterias. En las felchas gris y burdeo se encuentra representada la
maquinaria de expresion del gen psaD destinada a ser la que determina la expresion de la construccion aqui
desarrollada. Los genes que confieren resistencia se encuentran “cortados” a modo de control. Si el
ensamblaje no es correcto, estos genes no serian funcionales, por ende, no se obtendrian colonias tanto de

algas como de bacterias resistentes en medios con presiones selectivas.
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Gene™

Created with

F3% (327 .. 348)
R3 (348 .. 367)

pbcl-VEGF
6755 bp

(5097 .. 5117) R4 — 18
{07z .. 50971 F4% —

F1 (3018 .. 3063)

Figura 22: Ubicacién de cada pieza generada en la estructura del vector Pbcl-VEGF. En rosado se

zona presentada en negro corresponde a aquella a ser remplazada por la construccion Ars2-KN035-6xHis.

muestra la pieza L1 la cual se enlaza a la pieza L3 (verde), que a su vez se une a la pieza L2 (amarillo). La

Finalmente, utilizando la herramienta de simulacion del software se simul6 el proceso de

Gibson Assembly utilizando las piezas L1, L2, L3 y Lg. Este proceso entregd como

resultado el ensamblaje de un vector de 6649 [pb] llamado Pbc1-KNO35 (Figura 23).
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Pbc1-KNO35
(6649 bp)

Figura 23: Mapa del vector Pbc1-KNO035 generado tras el Gibson Assembly. Este vector al igual que el
backbone es binario, de modo que posee tanto secuencias funcionales en organismos procariotas, como lo
son el origen de replicacion (flechas amarillas) y gen de resistencia a ampicilina (AmpR en flecha calipso),
como también otras secuencias destinadas a eucariontes como la resistencia a paromomicina (APVHIII en

flecha parpura), su maquinaria de expresion (rbcs 2 en flecha naranja) y la construccién Ars2-KN035-6xHis.

A modo de resumen se adjunta en el Anexo I, una imagen de pagina completa que resume

el procedimiento simulado, el cual fue posteriormente llevado a cabo en el laboratorio.
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3.1.3.- Generacion del vector Pbc1-KN035

3.1.3.1.- Propagacion del vector backbone Pbcl-VEGF.

Lo primero que se realizé fue la propagacion de vector backbone, Pbcl-VEGF. Para ello
fueron transformadas bacterias E. coli Top10 utilizando este vector. Para asegurarse de
que las colonias obtenidas tras la seleccion en medio LB con presencia de ampicilina
poseian el vector, se realiz6 PCR de colonias a cinco colonias extraidas desde la placa,
amplificando una region del vector Pbcl-VEGF con un largo esperado de 2051 [pb]

(Figura 24).

Lader C1 c2 Cc3 c4a CN

4000 pb

3000 pb

= 000 pb

1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 24: Productos de PCR de colonias transformadas con Pbcl-VEGF. Gel de agarosa al 2% tras
una electroforesis por 20 min a 120 [V]. En el primer carril se muestra el Lader con sus respectivos pesos
asociados sefialados a un costado. En las filas posteriores, tituladas "C" se exponen muestras de cuatro
colonias distintas evaluadas las cuales todas muestran la banda esperada cercana a los 2000 [pb] indicado
por la flecha negra a un costado. La columna titulada CN corresponde al control negativo de la reaccion de
PCR sin DNA molde.
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Como se observa en la Figura 24, de todas las colonias evaluadas de la placa se amplifico
la region asociada al vector, por lo cual todas ellas estaban transformadas. Posteriormente,
se recupero el DNA plasmidico desde estas colonias con el objetivo de recuperar el vector

Pbcl-VEGF.

3.1.3.2.- Amplificacion de las piezas para Gibson Assembly.

Con el stock de vector backbone creado, se dio pase a la fase de generacion de las piezas
Gibson previamente simuladas in silico. Para ello, se realizaron tres diferentes reacciones
de PCR con una polimerasa de alta fidelidad sobre el vector Pbc1-VEGF recuperado desde

la colonia C1 para obtener las piezas L1, L2 y L3 (Figuras 25y 26).

3000 pb |

=) 2000 pb
1500 pb |
1000 pb |

Figura 25: Generacion de las piezas L1 y L2. Visualizacion del gel de agarosa al 2% desde el que se
recupero las piezas L1y L2, las cuales se observan cercanas a los 2.000 [pb] sefialados por la flecha negra
en el costado izquierdo. Cada uno de los carriles L1 y L2 corresponden a reacciones independientes, CN
corresponde al control negativo de la reaccién de PCR donde no se afiadi6 DNA molde a la reaccién, el cual

fue reemplazado por agua.
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Lader L3 L3 CN

3000 pb

=) 2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 26: Generacion de la pieza L3. Visualizacion del gel de agarosa 2% desde el que se recupero la
pieza L3. Se observa un duplicado de la reaccion junto con un control negativo (CN), donde el material
genético fue reemplazado por agua. En los dos primeros casos se puede observar la banda esperada cercana

a los 2000 [pb] sefialada por la flecha negra en el costado izquierdo.

Al igual que las piezas L1, L2 y L3, se amplificd la construccion Ars2-KN035-6xHis
utilizando como molde el g-block sintetizado. Tras ello, se corrié una electroforesis

obteniéndose una banda cercana a los 500 [pb], la cual luego fue recuperada (Figura 27).
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1000 pb

mmp 500 pb
400 pb

300 pb

100 pb

Figura 27: Obtencién de la pieza Lga. Visualizacién del gel desde el que se recuperd la pieza Lga tras la
amplificacion de la construccion Ars2-KNO035-6Hisx para ser usado como pieza de Gibson Assembly. Cada
uno de los carriles Lga corresponde a un triplicado, donde en los tres casos se observa una banda cercana a
los 500 [pb] indicado por la flecha negra en el costado izquierdo coincidiendo con los 505 [pb] esperados.

CN corresponde al control negativo de la reaccion.

Los productos de PCR correspondientes a las piezas L1, L2, L3y Lg, fueron purificados

desde los geles de agarosa para ser ensamblados mediante Gibson Assembly

3.1.3.3.- Gibson Assembly.

Se realizaron dos reacciones de Gibson Assembly en paralelo, una utilizando las piezas
L1, L2, L3, Lga (transformacién A) y otra utilizando las piezas L1, L2, L3 y Lg
(transformacion G) proveniente directamente desde el material sintetizado por IDT. Para
las placas derivadas de la transformacién G se obtuvo mayor eficiencia en la

transformacion, observandose varias colonias aisladas. Sin embargo, para las placas
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derivadas de la transformacion A, la eficiencia fue baja y solo dos colonias pudieron ser
recuperadas. Tras ello se extrajo DNA plasmidico de 4 colonias provenientes de la
transformacion G y de las 2 colonias de la tranformacion A, para luego comprobar, a
través de PCR y electroforesis en gel de agarosa, la presencia de la secuencia de la
construccion Ars2-KN035-6xHis (Figura 28). Los plasmidios aislados tanto de las
colonias obtenidas de la transformacion G (G1x, Gly, G2x y G2y) como de la

transformacion A (Alx y Aly), mostraron la presencia de la construccion.

Lader CP G1x G1y G2x G2y Alx Aly CN

1517 pb
1000 pb

Figura 28: Productos de PCR correspondiente a la secuencia Ars2-KN035-6xHis amplificados desde
el vector Pbcl-KNO035. Amplificacion del fragmento Ars2-KNO035-6xHis utilizando como backbone el
vector Pbcl-KNO35. La flecha negra indica el tamafio esperado aproximado (500 [pb]). Como control
positivo (CP) se utilizé la misma construccién sintetizada por IDT, mientras que para el control negativo

(CN) se reemplazé el volumen de DNA molde por agua.
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O.E 2: Generar lineas genéticamente independientes que presenten en su genoma el

casete de expresion para KNO35.

3.2.- Transformacion de C. reinhardtii y seleccion de transformantes.

Tras la ejecucién del protocolo de transformacion detallado en la seccion materiales y
métodos, se seleccionaron transformantes de C. reinhardtii a través del uso de cultivos en
medio TAP liquido con 10 [pg'mL™] de paromomicina en agitacion e iluminacion
constante, para mas tarde, a partir de dichos cultivos ser traspasados a medio solido bajo
la misma presién selectiva donde se pudiese generar crecimiento de colonias con el

objetivo de obtener lineas genéticamente independientes unas de otras.
3.2.1.-Seleccidén de transformantes en medio liquido.

Una vez realizada la transformacion via glass beads utilizando aquel vector proveniente
de la aislacion Gly, (Figura 28) , 100 [uL] de transformante fueron utilizados para inocular
15 [mL] de medio TAP con 10 [pug-mL™] de paromomicina para cada una de las cepas.
Estas, se dejaron en agitacion y luz constante por 12 dias. Para ese momento, se pudo
observar crecimiento en uno de los duplicados de la cepa UVM11 KNO035. Esto queda
detallado en la Figura 29, en donde en la fila correspondiente a 12 dias se puede observar
que el medio se encuentra de color verde para el caso de uno de los duplicados de la cepa

UVM11 KNO35.

Para el dia 25 desde la inoculacién, cada uno de los cultivos presentaba crecimiento a
excepcion del control negativo UVM4 (Figura 29), dando a entender que la seleccion

ejercida por el antibiotico estaba haciendo efecto. De esta forma, se siguio haciendo una
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seguidilla de renovacion de los cultivos cada 4 semanas, con el objetivo de confirmar la
transformacion, para despues volver a sembrar en placa el pellet de los cultivos y poder
almacenarlos en placas con medio TAP agar con presencia de antibiético. La Figura 30
muestra que los cultivos seleccionados de esta manera pueden ser efectivamente hechos

crecer en medio sélido para su almacenamiento a largo plazo.

TAP liquido con 10 ug/mL de paromomicina

12 dias desde la inoculacion 25 dias desde la inoculacion

Tw
=m
=0°
>Z
2 X

uvm4
KNO35
UvM11
KNO35
uvm4
GFP
uvm4
KNO35

Figura 29: Seleccion de transformantes de C. reinhardtii en medio liquido con 10 [ug-mL]. Diferentes
estadios de los cultivos de transformantes seleccionados en medio TAP liquido en presencia de
paromomicina. Como control positivo se usé la cepa UVM4 GFP, mientras que el control negativo esta
representado por la cepa UVMA4. A la izquierda se tienen los cultivos tras 12 dias de la inoculacion, mienras

que a la derecha se muestra a los 25 dias tras la inoculacion.
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TAP agar con 10 ug/mL de paromomicina

UVM4 GFP - UVM4 UVM4 KNO35- UVM11 KNO35

UVM4 KNO35- UVM11 KNO35

Figura 30: Transformantes seleccionados en medio liquido pueden sobrevivir y ser almacenados en
el tiempo en medio s6lido bajo la misma presion de seleccion. En la primera fila, se observa en (A) placa
inoculada con la cepa UVM4 GFP como control positivo y la cepa UVM4 como control negativo tras 4 dias
desde la siembra. En efecto, se puede notar que el antibidtico esta ejerciendo su funcion selectora ya que el
control negativo no presenta crecimiento. En la misma fila, se puede observar ambas cepas transformadas,
UVM4 KN035 y UVM11 KNO035, las cuales presentan crecimiento normal (B, C). En la segunda fila, se
observan las mismas cepas mencionadas, resembradas ya por tercera vez en forma continua, alrededor de
un mes desde la inoculacion original. Nuevamente en la primera imagen se puede observar que el antibiético
ejercia su funcién selectora ya que el control negativo no present6 crecimiento (D), luego, en las placas que

siguen el crecimiento se observa crecimiento normal, sin signos de clorosis (E, F).
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3.2.2.- Evaluacion de la presencia de de la construccion Ars2-KN035-6xHis en las

cepas transformadas mediante PCR.

En vista de lo mostrado en las Figuras 29 y 30 se pudo observar que efectivamente las
cepas transformadas pueden resistir al antibidtico, demostrando, por ende, que al menos
el casete de resistencia a paromomicina es activo en ellas y fue afiadido al genoma nuclear.
Sin embargo, esto no demuestra, que especificamente el casete asociado a KN035 esté
insertado en el DNA nuclear. Para resolver esto, se realizd una extraccion de DNA
gendmico desde las placas de las cepas transformadas, de modo que este DNA pueda ser

posteriormente utilizado en reacciones de PCR.

Con el DNA obtenido, se realiz6 una reaccion de PCR especifica para detectar la correcta
insercion de la construccion en el genoma nuclear utilizando los partidores R gblock y L
gblock con una temperatura de annealing a 63 [°C]. Tras la electroforesis en agarosa se

observo lo siguiente.
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Lader 11K 11K 4K 4K 4GFP A4GFP CP CN

1517 pb
1000 pb

=

=) 700 pb

mmp 500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 31: Evaluacion de la presencia de la construccion Ars2-KN035-6xHis en el DNA nuclear de C.
reinhardtii UVM11 KNO035 y UVM4 KNO035. La flecha negra al costado izquierdo indica el tamafio de la
banda esperada para cada una de las cepas transformadas, tituladas en la figura como 11Ky 4K para la cepa
UVM11 KNO035 y UVM4 KNO035, respectivamente. Las flechas naranja y verde muestran los tamafios
aproximados de bandas inespecificas cercanas a los 700 y 800 [pb]. Como control positivo (CP) se tuvo el
vector PBC1-KNO35 el cual solo presentd la banda deseada. Como control negativo se tuvo a la cepa UVM4
GFP(4GFP en la foto) y como control negativo de la reaccion (CN) se reemplaz6 el material genético

problema por agua.

Si bien se pudo observar presencia de la banda deseada de 500 [pb] en ambos
transformantes, el resultado no fue satisfactorio debido a la aparicion de bandas de
tamafnos no deseados, cercana a los 700 y 800 [pb] mostradas en la Figura 31 por las
felchas naranja y verde respectivamente. Estas se presentaron no solo en las cepas
transformantes, sino que también en la cepa UVM4 GFP. Ante ello se supuso que estas
se debian a que la temperatura de annealing utilizada en la reaccion anterior,
correspondiente a 63 [°C], era demasiado permisiva, de forma que los partidores perdian
especificidad y eran capaces de anclarse a otras regiones del DNA molde. Para afirmar
esta aseveracion y descartar de ese modo que exista un problema en los partidores (lo cual

podria llevar a conclusiones incorrectas respecto a si las cepas estan transformadas o no),
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se decidi6 realizar un PCR en gradiente de temperatura, para buscar aquella que sea la
mas restrictiva posible sin dejar de permitir el anclaje deseado. Se disefié de esta forma
un experimento que constaba de 4 reacciones PCR cada una a temperatura de annealing
distinta para el mismo par de partidores L gblock y R gblock teniendo como DNA molde

muestras provenientes de UVM4 GFP y UVM4 KNO035. Se obtuvo lo siguiente:

60°C 63°C 65°C 67°C

Lader 4K 4GFP 4K  4GFP 4K 4GFP 4K 4GFP

1517 pb

1000 pb

= 98958

=) 500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 32: PCR en gradiente utilizando como molde DNA nuclear de C. reinhardtii UVM4 GFP y
UVM4 KNO035. Arriba se muestran las 4 diferentes temperaturas utilizadas para el experimento, al cual se
sometid la cepa UVM4 KNO035 (4K) y UVM4 GFP (4GFP). La flecha negra al costado izquierdo cercana a
los 500 [pb] indica el tamafio esperado mientras que la naranja y verde indican bandas inespecificas cercanas

a 700 y 800 [pb], respectivamente.

De la figura anterior se pudo concluir que la temperatura de annealing ideal necesaria para
el PCR deseado, tenia que ser sobre los 65 [°C] ya que las bandas inespecificas
desaparecen sobre esta temperatura. Sabiendo este dato, se realizé nuevamente un PCR
sobre las cepas transformadas, utilizando los partidores R gblock y L gblock con una

temperatura de annealing a 67[°C]. En este caso, ademas, se decidi6 afiadir como control
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positivo el uso de un par de partidores que amplificaran un gen endogeno de C. reinhardtii,
siendo en este caso, un trozo de 413 [pb] del gen de la proteina D2 del fotosistema Il. Este
par de partidores, pshbD, habia sido ya previamente esgrimido en literatura mostrando

buenos resultados (Chavez y col, 2015). A continuacion, se muestra en la Figura 33.

R gblock - F gblock
11K 4K 4K

psbD R — psbhD F
11K 11K aK 4K 4GFP cN

Lader
ot

Figura 33: Evaluacion de la presencia de la construccion Ars2-KN035-6xHis en DNA nuclear de cepas

transformadas. En el primer gel se evalud las cepas UVM11 KN035 y UVM4 KNO035 esperando una banda
cercana a los 500 [pb] que indique la presencia de la construccion, sefialada por la flecha negra. Como
controles negativos se tuvo la cepa UVM4 GFP y una reaccion donde el molde fue remplazado por agua
(CN). El segundo gel, muestra el control positivo de la reaccién, donde se amplifico el gen enddgeno de C.
reinhardtii codificante para la Proteina D2 del Fotosistema Il. Se pudo ver que la banda esperada de 413
[pb] se encontré presente en todas las cepas demostrando que el DNA utilizado como molde corresponde al

de la microalga. Como control negativo de la reaccion se reemplazé el material genético molde por agua.
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3.3.-Generacion de lineas clonales genéticamente independientes.

En vista de que las poblaciones hasta ahora trabajadas corresponden a poblaciones
genéticamente heterogéneas, surgio la necesidad de crear lineas que fueran genéticamente
independientes unas de otras, y que al mismo tiempo portaran la construccion. Para lograr
aquello, se sembraron 150 [uL] de cultivo de las cepas UVM11 KN035 y UVM4 KNO035.
Tras tres semanas de espera, pudo ser evidente el deseado crecimiento de colonias

pudiendo obtener lineas independientes unas de otras mostrado en la Figura 34.

TAP agar con 10 ug/mL de paromomicina
3 semanas desde siembra

UVM11 KNO35

UVM4 KNO35

Figura 34: Colonias genéticamente independientes de transformantes de las cepas UVM11 KN035 y

UVM4 KNO035. De cada una de las cepas, se seleccionaron 8 colonias, sefialadas por las flechas negras en
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cada una de las imagenes, para ser traspasadas de siembra en siembra y asi generar lineas genéticamente

independientes que portaran la construccién que permitiese la expresion del nanocuerpo KNO035.

Cada una de estas lineas fue posteriormente sembrada en el mismo tipo de medio para de
esta forma poder generar un stock elevado de cada una de las distintas lineas clonales.
Esto se muestra en la Figura 35 donde se muestra la primera siembra desde las placas
mostradas en la Figura 34 hasta la tercera siembra de cada una de las lineas, mostrando

que estas presentan una estable resistencia al medio de presion selectiva.

TAP agar con 10 pg/mL de paromomicina

Primera re siembra Tercera re siembra

UVM11 KNO35

UVM4 KNO35

Figura 35: Mantenimiento y expansion de poblaciones clonales de las cepas UVM11 KN035 y UVM4

KNO035. Iméagenes de tanto la primera resiembra (primera columna) como de la tercera resiembra de forma
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lineal. Para todos los casos el medio corresponde a TAP agar con 10 [pug*mL™] de paromomicina. Cada
linea es sefialada por los nimeros en negrita que se muestran en cada una de las divisiones de las placas. Es
de interés notar, que para la cepa UVM4 KNO35 no existe linea nimero 3 ya que la colonia original no

mostré crecimiento al ser resembrada.

De todas las colonias sélo hubo una que no logré sobrevivir a la resiembra, la cual
correspondia a la colonia niumero 3 de la cepa UVM4 KNO035. De este modo, la
mencionada cepa quedaba con 7 lineas genéticamente independientes mientras que de la
cepa UVM11 KNO35 se generaron 8 lineas. Para referirse a estas lineas, se utilizara como
acronimo para las figuras y texto, el nimero 11 o 4 para referirse a la cepa desde la que
vienen, la letra K para hacer referencia a que portan el casete de expresion para KN035
disefiado previamente, y el nimero corresponde a la linea. Por ejemplo, la linea nUmero 5
de la cepa UVM4 KNO035, se denomin6 4K5 mientras que la linea 5 de la cepa UVML11
KNO035 se denomind 11K5. La Tabla | del anexo, incluye un pequefio resumen de todas

estas.

Si bien todas las cepas provienen de una poblacion que demostrd portar el transgén
especifico para KN035 y que ademas son resistentes a paromomicina, no es posible
afirmar por tales razones que estas lineas generadas aqui presenten la construccion Ars2-
KNO035-6xHis. Para confirmar su presencia, se realizé un PCR utilizando los partidores R
gblock y F gblock usando como molde el DNA gendmico de cada una de estas lineas.
Para ello, se seleccionaron 6 de los 8 clones por cada una de las cepas originales. Los

resultados de las reacciones de PCR se muenstran en la la Figura 36 y 37.
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Lineas clonales derivadas de cepa UVM4

TAP-Par TAP-Par
A 10 pyg/mL TAP-Par 10 pg/mL

4GFP UVM4 4K1 4K2 4K4 4K5 4Ke 4K7

B F gblock - R gblock
CN CcP 4GFP UVM4 4K1 4K2 4K4 4KS

PsbD F - PsbD R

c Pbc1-

Lader CN KNO35 4GFP UVM4 4K1 4K2 4K4 4KS 4K6 4K7
400 pb

Figura 36: Analisis molecular de la presencia del casete Ars2-KN035-6xHis en las lineas clonales
derivadas de la cepa UVMA4. En (A), se visualizan cultivos de cada una de las cepas clonales junto con los
controles UVM4 y UVM4 GFP. La cepa 4K7 no pudo ser traspasada desde placas de TAP solido con 10
[1g/mL] de paromomicina a cultivos liquidos del mismo medio con la misma concentracién de antibidtico.
Al momento de realizar el PCR teniendo como molde el DNA nuclear de dichas cepas, ninguna exhibio la
presencia de la banda deseada cercana a los 500 [pb] mostrada por una flecha negra al costado izquierdo,
Como control positivo (CP) se utilizo el vector Pbc1-KN035 (B). Como control positivo de la reaccion se
realiz6 un PCR contra el gen psbD, endégeno de C. reinhardtii (C). Como control negativo (CN) se

remplaz6 el material genético por agua.

Como se puede observar en la Figura 36, ninguna de las cepas derivadas de la
transformacion de la cepa UVM4 logro insertar de forma correcta la construccion adn
cuando mostraron en casi todos los casos, poseer la resistencia a paromomicina. Para el
caso de las lineas derivadas de la transformacion de la cepa UVML11 el resultado se

muestra en la Figura 37.
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Lineas clonales derivadas de cepa UVM11

TAP-Par TAP-Par
A 10 pg/mL.  TAP-Par 10 pg/mL
4GFP  UVM11 11K1  11K2 11K4 11K5 11K7 11K8

B F gblock - R gblock

Lader CN cpP 4GFP UVM11  11K1 11K2 11K4 11K5 11K7 11K8

1517 pb
1000 pb

= 5%k
300 pb
200 pb

100pb

c PsbD F - PsbD R

Pbc1-
Lader CN KNO35 4GFP  uyvm11 11K1 11K2 11K4 11K5 11K7 11Ks8

400 pb

Figura 37: Andlisis molecular de la presencia del casete Ars2-KN035-6xHis en las lineas clonales
derivadas de la cepa UVML11. En (A), cultivos de cada una de las cepas clonales junto con los controles
UVM11y UVM4 GFP. Al realizar el PCR teniendo como molde el DNA nuclear de estas cepas, solo tres:
11K1, 11K5 y 11K7 exhibieron la presencia de la banda deseada, presente también en el control positivo
(CP) representado por el vector Pbc1-KNO035 con una banda cercana a los 500 [pb] mostrada por una flecha
negra en el costado derecho (B). Como control positivo de la reaccién se realizé un PCR contra el gen psbD,

endogeno de C. reinhardtii (C). Como control negativo (CN) se remplaz6 el material genético por agua.

A partir de lo mostrado en la Figura 37, se pudo concluir que en el caso de las lineas
derivadas de los transformados de la cepa UVML11, tres lineas: 11K1, 11K5 y 11K7
exhiben en su genoma la presencia de la construccion que permite la expresion del

nanocuerpo KNO35.
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O. E 3: Corroborar la expresion de la construccion codificante para KN035 en C.

reinhardtii a nivel de transcrito.

3.4.- Andlisis de la presencia de transcrito Ars2-KNO035-6xHis en las cepas

transformantes.

Se disefiaron 4 pares de partidores de forma de poder generar 4 amplicones de diferentes
tamafnos teniendo como molde diferentes zonas del casete. A continuacion, se

esquematizan dichas zonas:

KMN035-6xHis amplicon

KMO035 Par 1 amplicon

KNO3S Par 4-7 amplicon e '
KND35 Hiskh F ars2KND35 F NO3S Par 1 F NO3S Par 4-7 F KkND3SPar 1H  KNO3S Par 4.7 R NO35 Hisé R ars2-ND35 P
I L.

100! zo0! 0= A - sool

4 ars3 ¥NO35-Exhis ]

asg ]
BucHis

Ars2-KNO3I5-6Hisx
505 bp

Figura 38: Posibles amplicones y zonas de anclaje respecto al mensajero de Ars2-KN035-6xHis. En
azul se detalla aquel asociado al par de partidores KN035-6xHis, en negro esta el amplicén del par KN035
Parl, en verde el mas pequefio de todos los posibles amplicones correspondiente al par KN035 par 4-7.

Abajo en naranja, se esquematiza el amplicdn posible del par Ars2-KNO035.
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Los detalles de los partidores y amplicones disefiados se muestran en la Tabla 8 de la

seccion 2.9.2.

Se extrajo RNA total de las cepas 11K1, 11K5 y 11K (Tabla anexo 1), para luego realizar
la correspondiente cuantificacion y, en primer lugar, se selecciond el par de partidores
“KNO035 par 1” (Tabla 8) para la realizacion de una reaccion de RT-PCR esperando
obtener un amplicén de aproximadamente 180 [pb] que se extiende exclusivamente por la

zona asociada a la secuencia de KNO35 (Figura 39).

KNO35 Par 1 F- KNO35 Par 1 R

Lader CN 4GFP UvM11 11K1 11K5 11K7
1517 pb
1000 pb E——
500 pb
400ph
300 pb —
mmp 200 pb —
100 pb | ———

Actin F - Actin R
Lader CN 4GFP UvmMm1i1 11K1 11K5 11K7

o e —————— —

Figura 39: RT-PCR especifico para el mensajero Ars2-KN035-6xHis. Utilizando los partidores KN035
Par 1 se amplificé una zona del mensajero de la construccion. El tamafio de la banda esperada es indicado
por la flecha negra cercano a los 200 [pb]. Dicha prueba se realizé con RNA aislado de las cepas 11K1,
11KS5, 11K7, UVM4 GFP y UVML1L1. En el gel de abajo se tiene el control positivo de la reaccion, donde se
emplificéd una zona del mensajero del gen de actina endogeno de C. reihnardtii con un tamafio esperado

cercano a los 400 [pb]. Como control negativo (CN) se remplazo el material genético por agua.
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Con lo observado en la Figura 39 so6lo se pudo confirmar la presencia del transcrito
estudiado en las cepas 11K1 y 11K5. Esto es consistente ya que los controles negativos
(CN y UVM11) no mostraron presencia del amplicon. Para confirmar este resultado, se
realiz6 una segunda reaccién de RT-PCR utilizando la pareja de partidores Ars2-KN035

(amplicon esperado de 413 [pb]) que amplifican una region mas grande no exclusiva de

KNO35.
Ars2 KNO35 F- Ars2 KNO35 R
Lader CN 4GFP UvVM11 11K1 11K5 11K7
1517 pb
1000 pb
500 pb
=) 400 pb
m=) 300 pb
200 pb
100 pb
Actin F- ActinR
4GFP UvM11 11K1 11K5 11K7
- —_—

Figura 40: RT-PCR especifico para el mensajero Ars2-KN035-6xHis. Utilizando el par Ars2-KNO035 se
buscé amplificar una regién distinta de 413 [pb] del mensajero asociado a la construccién Ars2-KNO035-
6xHis sometiendo las mismas cepas que la Figura 39. Ninguno de los controles negativos (UVM4 GFP y
UVM11 wt) exhibié ninguna de las bandas. Como control positivo de la reaccion se utilizd un par de
partidores destinados a amplificar 401 [pb] del mensajero del gen de actina endégeno de C. reinhardtii. El

control negativo de la reaccion (CN) correspondi6 en ambos a remplazarse el RNA por agua.
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A diferencia de lo observado en la Figura 39, se evidencié no solo la banda esperada,
cercana a los 400 [pb] sino que también una alternativa de mayor intensidad de
aproximadamente 300 [pb]. Esta podria tratarse de la amplificacion de una variante del
transcrito producto de splicing alternativo. Sin embargo, esto continda siendo coherente
con los resultados mostrados en la Figura 40 y refuerza la idea de que, en dichas cepas, se

esta generando una transcripcion asociada al casete afiadido.
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4. DISCUSION

La microalga verde C. reinhardtii ha sido durante muchos afios un modelo de estudios en
diferentes topicos que van desde motilidad celular hasta fotosintesis. Sin embargo, desde
la primera transformacién nuclear y cloropléstica en 1988 (Boynton y col, 1988; Blowers
y col, 1989; Kindle y col, 1989), este organismo ha tomado un profundo interés
biotecnoldgico, transformandose en un blanco de trabajos y avances relativos a ingenieria
genética, con el fin de poder convertir a C. reinhardtii en una biofabrica de moléculas de
interés tanto comercial como terapéutico (Scaife y col, 2015). En términos productivos,
este organismo ofrece también una rapida proliferacion, fécil escalabilidad,
sustentabilidad y seguridad, siendo clasificado como organismo GRAS, del inglés

generally recognized as safe (Jarquin-Cordero y col, 2019).

Ejemplos de estos éxitos son la sintesis de factores involucrados en la regeneracion de
heridas (Chavez y col, 2015; Jarquin-Cordero y col, 2019), los cuales en combinacion con
la produccién enddgena de oxigeno que estos organismos poseen, han permitido la
generacion de matrices fotosintéticas de regeneracion dermal, donde C. reinhardtii actia
como una biofébrica in situ (Chéavez y col, 2015). En este mismo sentido, otro objetivo
interesante de oxigenacion son los tumores, donde son caracteristicos los ambientes
hipdxicos, los cuales son factores prondsticos y predictivos negativos debido a que
contribuyen a la quimioresistencia, radioresistencia y metastasis entre otros factores

(Wilson & Hay, 2011). Durante el afio 2020, se publico un sistema en el cual ejemplares
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de la microalga verde Chlorella vulgaris fueron ingenierizados para ser utilizados como
biofabrica de oxigeno in situ en ratones con tumores subcutaneos 4T1, presentando
alentadores resultados relacionados a inhibicion de crecimiento tumoral, aparentemente
debido a una correcta oxigenacion de dichos tumores (Qiao y col, 2020) como también
estrategias similares utilizando cianobacterias (Huo y col, 2020; Liu y col, 2020). Sin
embargo, dichas estrategias fotosintéticas no dan respuesta a otro importante aspecto en
la batalla contra el cancer: la inmunosupresion. Este fenémeno puede ser observado en
diferentes tipos de céncer y puede ser desatado utilizando diferentes mecanismos

(O’Sullivan y col, 1996; von Bernstorff'y col, 2001; Torres-Poveda y col 2014).

Un mecanismo ampliamente observado y estudiado por el cual las células tumorales
pueden evadir al sistema inmune es por medio de la via PD1-PDL1. Esta via, corresponde
a un checkpoint inmunoldgico asociado al mantenimiento de la autotolerancia y a la
prevencion de reacciones autoinmunes (Zhang y col, 2017) mecanismo el cual, ha sido
también usurpado por células cancerigenas. De esta forma, la interrupcion de dicha
interaccion se ha convertido en un hot spot en lo que respecta al desarrollo de diferentes
tecnologias que van desde blogueo por anticuerpos, uso de terapia génica, uso de células

T clonales tumor-especificas, entre otras (Okazaki & Honjo, 2006).

Una atractiva nueva alternativa, que podria remplazar el uso de anticuerpos para generar
el blogueo de la interaccion PD1-PDL1 es el uso de nanocuerpos. Estos, poseen sélidas
ventajas, mencionadas en la introduccién, sobre los anticuerpos tradicionalmente
utilizados. En particular, en el afio 2017, se publicé una completa caracterizacion del

nanocuerpo KNO35 que podria cumplir esta condicion (Zhang y col, 2017). En base a
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estos antecedentes, se vuelve interesante el proyectar fusionar dos frentes de ataque en
futuras terapias celulares contra el cancer: la oxigenacion tumoral y la reversion de la

inmunosupresion local ejercida a través de la via PD1-PDL1.

En términos de oxigenacion tumoral, existen antecedentes utilizando C. vulgaris. Esta
especie ha sido transformada y utilizada para la produccion recombinante de proteinas
(Niu y col, 2011; Talebi y col, 2013; Yang y col, 2015), siendo un candidato para la
transformacion y produccion del nanocuerpo KNO035, cumpliendo este doble alcance
recién proyectado. Sin embargo, C. vulgaris carece de las ventajas mostradas en C.
reinhardtii respecto a su baja inmunogenicidad en modelos in vivo, en términos de
inflamacién sistémica y local en las zonas aledafias (Chavez y col, 2015). Si analizamos
desde la perspectiva de que aquellas microalgas también pueden actuar como biofabrica
de moléculas terapéuticas, C. reinhardtii toma ventaja sobre C. vulgaris, debido a la gran
cantidad de herramientas moleculares disponibles para realizar ingenieria genética con

estas microalgas, (Crozet y col, 2018).

El Unico antecedente, a la fecha, que se tiene de produccidn recombinante en el cloroplasto
de nanocuerpos en C. reinhardtii, fue la produccion tres distintos nanocuerpos que
funcionan como antitoxinas contra la neurotoxina botulinica (Barrera y col, 2015). Sin
embargo, la idea de producir nanocuerpos a través de una transformacion en el cloroplasto
no se vuelve tan atractiva, si consideramos que la secrecion al medio externo es muy
compleja, por ende, el microorganismo no puede actuar como biofébrica in situ. Paraello,

es necesario una transformacién nuclear, estrategia abordada en esta tesis, método con el
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cual no se ha reportado produccion nanocuerpos utilizdndose C. reinhardtii hasta el

momento, escogiéndose KNO35 por las razones anteriormente expuestas.

Cuando se realizo la optimizacion de codones para la construccion Ars2-KN035-6xHis,
la secuencia entregada alcanzé un contenido de GC aun muy alto para que fuese
inmediatamente aprobado por el algoritmo de sintesis de IDT (Figura 15). Esto forzé a
rearmar la secuencia optimizada para que pudiese ser sintetizada de novo. Si bien, el
criterio seguido fue mantener la segunda preferencia méas alta en términos de codones,
cabe destacar que no es lo éptimo en vista de asegurar que el transgén no sea silenciado

(Figuras 16 y 17).

El uso de nuevas tecnologias de ensamblaje como Gibson Assembly, demostrd en este
trabajo sus amplias facilidades y ventajas. Sin problema, en una simple reaccién de apenas
una hora, se obtuvo un vector completamente funcional generado a partir de distintas
piezas de PCR obtenidos de un backbone compatible (Figuras 22, 23, 24 y 29). Lo
interesante de ello, es la versatilidad que ofrece, ya que del mismo vector backbone
disefiando los partidores correctos, puede ser utilizado para la expresion de cualquiera otra
proteina. Esto, se potencia a la posibilidad actual de poder disefiar in silico cada una de
las reacciones, como fue realizado en este Seminario de Titulo, pudiendo anteponerse a
errores y dificultades en el disefio, en especial, en aquellos relacionados a las zonas de
overhang entre cada una de las piezas. En el presente trabajo, las uniones del vector fueron
estratégicamente disefiadas para que se ubicasen en zonas criticas del vector, como las
resistencias a antibioticos selectivos (Figura 22). De este modo, en caso de no existir una

correcta union entre las piezas, al momento de transformar, ya sea en bacterias o en las
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algas, estas no podrian haber sobrevivido a la presion del antibidtico, reduciendo asi, la
cantidad de falsos positivos. Es muy probable, que un fendmeno asociado a este hecho sea
el que explique por qué la eficiencia de transformacion entre el vector Pbc1-KNO035 de
originario de la transformacion A fuese tan distinta al originario de la transformacion G.
El Gnico elemento que diferencia dichos vectores, radica en el origen de la pieza Lg que
corresponde a la construccion Ars2-KNO035-6xHis. En el caso de la transformacion G, se
utilizé directamente la construccion sintetizada por IDT; mientras que A, corresponde a
la amplificacion por PCR de dicho segmento de DNA. Ademas, existe la posibilidad de
que pequefios errores en la reaccion de PCR hayan facilitado que la cantidad de vector
correctamente producido haya disminuido en el caso de la reaccion A, desembocando en

una transformacion considerablemente menos eficiente.

C. reinhardtii es conocida por su alta velocidad de crecimiento, faciles requisitos de
cultivos y poca dificultad de trabajo en materia relacionado a ingenieria genética. Es por
ello, que la eleccion de transformarlas utilizando la estrategia de glass beads se debe
basicamente a la simplicidad de la técnica, como al no requerir equipamiento
especializado. Ademas, se ha descrito que C. reinhardtii presenta una estabilidad del
fenotipo recombinante en el tiempo, sin la presencia de presion de seleccién, al utilizar la
técnica de glass beads, bastante mas alta que la electroporacién o la biobalistica (Coll J.

M, 2006).

Posterior a la transformacion de C. reinhardtii, a nivel de protocolo, fue necesario generar
cultivar las colonias en presencia de antibi6tico, lo cual hizo que el tiempo de crecimiento

de las algas transformadas fuese cercano a un mes. Esto, es una considerable cantidad de
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tiempo, mas si se tiene en cuenta la posibilidad de que no exista ningun tipo de
crecimiento, debido a fallas en la expresion del gen de resistencia al antibitico. En este
trabajo, ante la inquietud de poder acelerar ese proceso de seleccion en medio sélido con
antibiotico, se probo si es que era posible seleccionar transformantes desde medio liquido
con antibiotico, pudiendo reducirse asi el tiempo de crecimiento. Afortunadamente a los
doce dias, fue posible observar seleccion y crecimiento en una de las cepas aqui generadas,
dando certeza de que el experimento de transformacion fue correcto (Figuras 29 y 30). Sin
embargo, con el objetico de asegurar homogeneidad genética, se realizaron posteriores
selecciones de lineas clonales teniendo seguridad de la presencia de la resistencia
antibiotica, y, por ende, con mayores probabilidades de obtener la presencia del transgén

(Figuras 34y 35).

Durante este trabajo se demostro la presencia del transgén en el genoma nuclear de dos
cepas distintas, las cuales poseian caracter heterogéneo, comprobando con éxito que la
construccion Ars2-KN035-6xHis disefiada en este trabajo, fue insertada en el nucleo
(Figura 32). No obstante, dichas cepas, UVM11 KNO035 y UVM4 KNO035 correspondian
a poblaciones heterogéneas a nivel genético, ante lo cual fue necesario establecer
poblaciones clonales. Sin embargo, al momento de realizar el mismo tipo de PCR
realizado a las poblaciones heterogéneas, éstas demostraron que ninguno de los clones
seleccionados desde cultivos heterogéneos de UVM4 KNO35 tenian de la construccion
Ars-KN035-6xHis (Figura 36). Por su parte, en aquellos clones derivados de UVM11
KNO35 si fue posible comprobar la presencia de la construccion en tres poblaciones

clonales distintas (Figura 37). Estos resultados pueden ser abordados desde distintos

78



UNIVERSIDAD DE CHILE- FACULTAD DE CIENCIAS- ESCUELA DE PREGRADO

enfoques: el primero, hace referencia a que la alta variabilidad genética que pudo existir
en las poblaciones heterogéneas haya tenido una fuerte incidencia. La razon de porque
siempre se obtuvo clones resistentes al antibiotico, pero que no necesariamente portaran
la construccion Ars2-KNO035-6xHis, puede deberse a la constante presion selectiva. En
este caso, el crecimiento sélo es posible si se mantiene el gen de resistencia al antibidtico
paromomicina activo, dando ventaja adaptativa, impidiendo que este gen sea silenciado
tanto a nivel transcripcional, como por recombinacion o rearreglos de los cromosomas.
Sin embargo, en ese contexto el poseer la construccion para el nanocuerpo no aportaria
ventaja y podria suponerse que seria mucho mas susceptible a la pérdida por
recombinacion. Otro enfoque pudiese estar relacionado a la presencia de transgenes
temporalmente episomicos. Se ha descrito que en C. reinhardtii puede existir presencia
de DNA episomal temporal (Rochaix & Van Dillewijn, 1982), el cual es mas propenso a
aparecer cuando se utilizan plasmidos circulares para transformar, los cuales pueden estar
en estado supercoiled (Coll J. M, 2006), tal como el vector Pbc1-KNO035. En ese sentido
y considerando la gran cantidad de transformantes (hasta cien transformantes por millon
de transfectados) que la metodologia de glass beads produce (Coll J. M, 2006), es posible
pensar que una fraccion haya podido mantener el plasmido de forma episémica, de forma
gue no seria estable en el tiempo, desapareciendo tras algunas generaciones en especial si
la presion antibiotica selectiva se pierde o reduce en el tiempo (Coll J. M, 2006). Sin
embargo, este DNA en estado episomal pudo haber sido susceptible al aislamiento de
DNA realizado, para mas tarde ser usado como molde en experimentos de PCR para

constatar la presencia del transgén.
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La mera presencia de la construccién en el genoma de las cepas 11K3, 11K5y 11K7, no
asegura que el transgen se transcriba. Por ello, se evalud su expresion a nivel de transcrito
a través de RT-PCR con partidores que permiten reconocer especificamente el mensajero
del nanocuerpo KNO35. La realizacién de dicho ensayo permitio constatar que sélo 2 de
las lineas portadoras del transgén, las lineas 11K1 y 11K5, generaban un transcrito
asociado a la construccion (Figura 39 y Figura 40), ya que fue posible observar producto
de PCR del tamafio esperado. Estudios han demostrado que existiria un potencial efecto
posicional de los transgenes integrados en forma aleatoria (Leon & Fernandez, 2007), de
manera que se puede inducir el silenciamiento, al coincidir en zonas que no son facilmente
accesibles para la maquinaria de expresion, mostrandose incluso diferencias en los niveles
de expresion entre clones transformados con el mismo fragmento de DNA (Weiner y col,
2018). Este efecto no debe ser despreciado, porque, ademas, es un gap no enfrentado en
ninguna de las estrategias clasicas mencionadas anteriormente, y que estad simplemente
relacionado a la aleatoriedad de la insercion de los transgenes y no a un efecto debido a la
naturaleza genética del alga misma. Cabe destacar que ademas del producto de PCR del
tamafo esperado en las lineas lineas 11K1 y 11K5, también se observo la presencia de un
posible mMRNA de alrededor de 100 [pb] menos, cuya banda era de mayor intensidad
indicando que es probable que la cantidad de mMRNA asociado a dicha banda pueda ser
mayor que la cantidad que hay del mensajero esperado. Para corroborar dicha hip6tesis
pruebas cuantitativas como un qPCR debiesen ser realizadas. Como dicha banda no fue
observada en las cepas UVM11 wt, UVM4 GFP ni en ninguna de las otras lineas evaluadas
(11K?7), con el control positivo correcto en todos los casos, es posible que la maquinaria

de procesamiento de mMRNA esté detectando zonas para posibles splicing alternativo,
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dentro de la secuencia codificante para KNO035, generando por ende un transcrito
alternativo de KNO035. Si la banda de menor tamafio fuese una banda inespecifica, se
esperaria que ésta se hubiese encontrado en todas las otras cepas. El 88% de todos los
genes de C. reinhardtii poseen intrones con un promedio de 7.2 intrones por gen y un
largo promedio de exdn de 240 [pb], por lo que la idea de un splicing alternativo en este
microorganismo no es extrafia (Weiner y col, 2018). Ademas, se ha relacionado que bajas
tasas de produccion recombinante se verian asociado al mecanismo de splicing (Weiner y
col, 2018; Baier y col, 2018). Estas razones son las mismas que pueden explicar el por

qué la linea 11K7, portadora de la construccion no mostro transcrito de este mismo.

Finalmente, es necesario realizar experimentos que permitan captar y aislar el nanocuerpo,
ya sea del medio extracelular o del medio intracelular, considerando que la presencia de
su mRNA no asegura la sintesis del nanocuerpo. Drante el disefio in silico de la
construccion, se decidié anexar un tag de seis histidinas al nanocuerpo para su posterior
purificaciéon. Esto es comdn a la hora de producir nanocuerpos de forma recombinante
(Conrath y col, 2001; Vaneycken y col, 2010; D'huyvetter y col, 2014) y abre
posibilidades de generar deteccion del nanocuerpo via ELISA, western blot o
inmunoprecipitacion. Debido al pequefio tamafio del nanocuerpo, la idea de poder
detectarlo con técnicas dependientes de gel puede ser complejo, ganado fuerza estrategias
como test ELISA en combinacion de cromatografias, estrategias también utilizadas con
anterioridad (Saerens y col, 2004). La posibilidad de encontrar la proteina en el medio

extracelular es esperable debido a la presencia del ya probado péptido sefial Ars2, el cual
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ha tenido resultados exitosos para la liberacion de factores de crecimiento (Chavez y col

2015, Jarquin-Cordero y col, 2019).

A futuro mas lejano, se pueden proyectar interesantes experimentos relacionados a co-
cultivos con células cancerigenas, pudiéndose evaluar la reaccion de estas ante la
presencia del alga y el nanocuerpo KNO035, asi como también; la evaluacion in vivo de la
respuesta tumoral ante la oxigenacién y la entrega del nanocuerpo KNO35 en el tumor
tanto previo a irradiarse como posterior. Interesante seria también poder cuantificar los
niveles de expresion del nanocuerpo, tanto en condiciones de co-cultivo con células
tumorales como sin ellas, estableciendo si existen parametros que favorezcan mayores
tasas de expresion, con el objetivo de poder adecuar cualquier tipo de terapia a ellos,

buscando conseguir la mayor eficacia en la actividad antitumoral.

A modo de conclusion, a través de este estudio se pudo demostrar que es posible utilizar
las tecnologias bioinformaticas disponibles para desarrollar vectores genéticos que
permitan la transformacion nuclear de C. reinhardtii, asi como también la transcripcion
de un mRNA asociado a un nanocuerpo de alto impacto inmunolégico en tratamientos
antitumorales el cual posteriormente pudiese ser liberado de forma local desde esta
microalga permitiendo proponer el desarrollo de nuevas terapias antitumorales basadas en
microalgas genéticamente modificadas, para que liberen tanto oxigeno como moléculas
inmunomoduladoras directamente en el tumor, modificando de esta forma el

microambiente tumoral.
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5. CONCLUSIONES

1.- Se disefio y gener0 el vector Pbc1-KNO35 el cual contiene la construccion para
la expresion funcional del nanocuerpo KNO035.

2.- Las piezas generadas; L1, L2, L3 pueden ser utilizadas para generar nuevos
vectores que expresen distintas proteinas en este modelo.

3.- Se logré transformar exitosamente las cepas UVM11 y UVM4 utilizando el
vector producido, generando 8 y 7 lineas clonales respectivamente resistentes al
antibidtico paromomicina.

4.- Se corroboré molecularmente que tres lineas clonales derivadas de la cepa
UVML11 portan la construccion para la expresion de KN035.

5.- De aquellas lineas, 11K1y 11K5 mostraron tener presencia de mRNA asociado

al nanocuerpo. Encontrdndose, ademas, evidencia de al parecer un splicing
alternativo para el mMRNA relativo a la construccion genética aqui desarrollada.
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Figura 1 anexo: Resumen del procedimiento in silico simulado del ensamblaje del vector Pbc1-KNO35.
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Tabla I anexo: Resumen de las cepas trabajadas y obetenidas. El caracter no evaluado hacer referencia a
gue, no seleccionada para extraer DNA de dicha linea, impidiendo por ende el analisis por PCR de la
presencia de la construccion. El caracter -, denota que al no haber sido reportada la presencia de la
construccion en el nucleo tras el PCR, dichas lineas no fueron seleccionadas para ser analizadas por RT-
PCR.

Derivadas de UVM11 Resistencia Presencia Presencia mRNA
Paromomicina construccion Ars2- relativo a
[10 pg/mL] KNO035-6xHis construccion Ars2-
KNO035-6xHis

11K1 Si Si Si

11K2 Si No -

11K3 Si No evaluada No evaluada
11K4 Si No -

11K5 Si No Si

11K6 Si Si -

11K7 Si Si No
11K8 Si No -

Derivadas de UVM4

4K1 Si No -

4K2 Si No -

4K3 No - -

4K4 Si No -

4K5 Si No -

4K6 Si No -

4K7 Perdida No -

4K8 Si No evaluada No evaluada
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