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Resumen

Las plantas son el sistema mds econémico, seguro y facilmente escalable
para la produccién de proteinas recombinantes. Sin embargo, es un
sistema de expresiéon que estd menos afianzado por lo que aun se
requiere de trabajo para consolidarlo como sistema alternativo, ya que
los resultados obtenidos son variables y muchas veces poco repetitivos.
Este trabajo de tesis tiene como objetivos desarrollar un proceso que sea
confiable para producir proteinas de interés por un lado optimizando las
condiciones de cultivo para mejorar las condiciones fisiolégicas de las
plantas utilizadas y por otro lado empleando herramientas desarrolladas
por nuestro grupo (nuevo cassette de expresion y co-expresion de
factores de transcripcién) para modificar la capacidad de sintesis de
proteinas en la via secretoria.

La molécula modelo seleccionada es una vacuna de uso veterinario
formada por 3 partes: antigeno (Ag), carrier (ELP) y adyuvante (FliC). El
Ag seleccionado es una versién truncada de la glicoproteina tE2 de BVDV
(Bovine Viral Diarrhea Virus) que debe sintetizarse en la via secretoria
para adquirir la glicosilacién necesaria. Los ELP (polimeros similares a
elastina) facilitardn la produccién y purificacién de la molécula ademas
de incrementar la vida media del antigeno en sangre. La flagelina (FliC)
bacteriana actuara como adyuvante activando la via de sefializacién de
TLR5 mejorando la respuesta inmune al Ag.

Dentro de las condiciones de cultivo a optimizar, uno de los puntos clave
es la iluminacién por lo que en este plan se evaluaran distintas fuentes de
iluminacién tradicional y LED para asegurar mayores niveles de

expresiéon de las proteinas de interés. Se ensayaran dos fuentes de
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iluminaciéon tradicionales: Tubos Fluorescentes y Lampara de sodio de
alta presidn; y cuatro tipos de iluminacién LED: Blancos frios, Full
Spectrum, LED rojos y LED rojos y azules.

Luego de optimizadas las condiciones, se expresaran de manera
transitoria en Nicotiana benthamiana las fusiones de las moléculas de
interés junto con ELP en vectores de expresion en plantas y se purificaran
por ciclos de transiciéon térmica (ITC). Para ello se ajustardn las
condiciones de agroinfiltraciéon y de pH y fuerza idénica para la
recuperacion por ITC.

La capacidad de las fusiones a ELP (y agregados FliC- ELP+ tE2-ELP) de
activar la via de sefializacibn TLR5 se evaluard posteriormente
empleando un sistema reportero en células CacoZ2.

Por tltimo, se analizara la capacidad de FliC- ELP, tE2-ELP, FliC-tE2-ELP y
FliC- ELP+ tE2-ELP de inducir una respuesta inmune humoral en cobayos
y se realizardA un ensayo de seroneutralizacién contra BVDV. Se
determinard si alguno de estos ELP presenta mejores propiedades como
carriers. De ser exitosa esta plataforma de produccién de vacunas

recombinantes en plantas, podria utilizarse con antigenos.

299


http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/114044

