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DESCRIPCION
Analisis multiplex de proteina transgénica apilada
Campo técnico

La invencion se relaciona en general con analisis de alto rendimiento de caracteristicas de plantas. En particular, la
invencion se relaciona con un método de andlisis de alto rendimiento y cuantificacion de proteinas de plantas
determinadas por espectrometria de masas con una inyeccion sencilla de muestras de proteinas complejas derivadas a
partir de plantas y tejidos vegetales.

Antecedentes

El uso creciente de la tecnologia de ADN recombinante para producir plantas transgénicas de uso comercial e industrial
requiere el desarrollo de métodos de alto rendimiento de analisis de lineas vegetales transgénicas. Tales métodos son
necesarios para mantener las variedades de plantas transgénicas a través de generaciones sucesivas, con el fin de
evitar el escape de transgenes hacia el ambiente, y para ayudar en el desarrollo rapido de plantas transgénicas con
fenotipos deseables u 6ptimos. Ademas, las guias actuales para la definicion de la seguridad de plantas GM propuestas
para consumo humano requieren la caracterizacion a nivel de ADN y proteina entre el cultivo original y el transformado.
Sesikeran and Vasanthi (2008) Asia Pac. J. Clin. Nutr. 17 Suppl. 1:241-44. Nuevas variedades de plantas que son
desarrolladas consisten de modificaciones genéticas crecientemente complejas incluyendo, inter alia, genes y
caracteristicas apilados.

Los métodos actuales para analisis de plantas transgénicas que son preferidos en la técnica son: técnicas basadas en
ADN (por ejemplo, PCR); RT-PCR; el uso de genes informadores; inmunoprecipitacion Southern; e inmunoquimica.
Todas estas metodologias sufren de diversas limitaciones, y se desea un método superior que sea ampliamente capaz
de identificar rdpidamente y sin costos elevados y cuantificar productos genéticos transgénicos multiples de una forma
con alto rendimiento a partir de una muestra limitada de una planta transgénica.

Las técnicas basadas en ADN para el andlisis de plantas transgénicas sufre de varias suficiencias notables. A pesar del
hecho de que la transformacion mediada por Agrobacterium es el método més preferido de transformacién genética de
plantas, los genotipos de plantas transformadas por Agrobacterium son dificiles de analizar por metodologias basadas
en PCR. Véase Nain et al. (2005) Plant Mol. Biol. Rep. 23:59-65. La presencia incluso de cantidades traza de
Agrobacterium en tejidos transformados produce resultados de PCR desviados. Id. Los formatos de amplificacion de
ADN también requieren la prueba empirica de cebadores especificos para el gen y condiciones de termociclizaciéon. De
la manera mas significativa, las metodologias basadas en ADN para la seleccion de plantas transgénicas no determinan
realmente la expresion de la proteina producto genético. De la misma manera, el analisis por RT-PCR o
inmunoprecipitacion Northern puede ser utilizado para confirmar la presencia de transcriptos transgénicos en material
vegetal transgénico. Alwine et al. (1977) Proc. Nat. Acad. Sci. 74:5350-54; Toplak et al. (2004) Plant Mol. Biol. Rep.
22:237-50. Ninguno de estos métodos confirma la presencia de la expresion real de proteina en el material vegetal
fuente. Estas técnicas también requieren el uso de materiales radioactivos y/o grandes cantidades de tejido y tiempo de
procesamiento.

Los genes informadores, tales como los genes que modifican las proteinas fluorescentes, también pueden ser
cotransformados en plantas transgénicas para proveer una herramienta para identificar transformantes. Sin embargo, los
genes informadores son solamente informadores indirectos de la recombinacién genética. La expresion del constructo
del gen informador no confirma la expresion del transgén acompafiante. Adicionalmente, bien sea el gen transportador o
el transgén pueden perderse en generaciones sucesivas de la planta hospedera, desacoplando por lo tanto la presencia
del informador del transgén de interés. De la misma manera, los transgenes pueden escaparse de la planta hospedera
hacia plantas vecinas, por ejemplo por polinizacién cruzada, sin el escape concurrente del gen informador. Cuando se
apilan mdltiples genes en una planta transgénica, un nimero igual de genes informadores tendria que ser introducido
para analizar el proteoma transgénico, y por lo tanto la funcién del gen informador es solamente un informador indirecto
de la funcion transgénica, y no se detectarian cambios en la expresion de un transgén en respuesta a la presencia de un
transgén adicional.

A diferencia de los métodos delineados anteriormente, la inmunoquimica puede ser utilizada para identificar productos
de expresion transgénica en una planta transgénica. Aunque la inmunoquimica es util para este propésito, el método
requiere muestras de proteina altamente purificadas para la producciéon de anticuerpos. Los anticuerpos resultantes
deben ser probados en cuanto a su especificidad, y deben desarrollarse condiciones de ensayo especificas del reactivo.
Los altos niveles de expresion y purificacion requeridos para llevar a cabo la inmunoquimica, asi como el problema
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relacionado de eliminar los contaminantes del tejido vegetal, son limitaciones para la utilidad de este método.

La espectrometria de masas también puede ser utilizada para analizar el proteoma de una planta transgénica. Sin
embargo, las técnicas espectrométricas reconocidas por el arte requieren mezclas complejas de proteinas vegetales
para ser separadas primero por electroforesis en gel 2-D. Rajagopal and Ahern (2001) Science 294(5551):2571-73;
Véase también Domon and Aebersold (2006) Science 312(5771):212-17,214. Las bandas individuales de la muestra de
proteinas separadas en gel pueden ser digeridas con una proteasa y sometidas a espectrometria de masas para
identificar la proteina Unica presente originalmente en la banda no digerida. Véase, por ejemplo, Chang et al. (2000)
Plant Physiol. 122(2):295-317. La etapa de separacion en gel en este método es un proceso que consume tiempo que
impide el uso de espectrometria de masas en aplicaciones de alto rendimiento. La WO2007/132164 describe un método
para detectar la presencia de una proteina transgénica, EPSPS, en un material derivado de plantas que comprende
proveer un extracto vegetal, enriquecer el extracto y digerirlo usando una proteasa antes de llevar a cabo la
espectrometria de masas. Los ensayos descritos requieren todos el enriquecimiento de la proteina, por ejemplo, a través
de fraccionamiento, antes de llevar a cabo la MS.

Bhushan et al (Plant and Cell Physiology Vol 46, No. 6, 1 January 2005 p985-996) describe la identificacion y
caracterizacion de una proteasa de degradacion de péptidos novedosa, AtPreP2.

Hay una necesidad en el arte por un método de alto rendimiento para detectar y cuantificar la presencia de productos de
la expresion transgénica en plantas que no requiera proteina purificada o altamente expresada, o reactivos especificos
para el método. Este método sera util en ayudar a los cultivadores y agricultores de plantas transgénicas a mantener el
fenotipo de la variedad de planta transgénica objetivo a través de generaciones sucesivas de reproduccion sexual y/o
asexual. El método también serd Util en analizar rapidamente las plantas producidas de un procedimiento de
transformacion para identificar aquellas plantas producidas que son plantas transgénicas y expresan la proteina
introducida en los tejidos deseados. Adicionalmente, el método puede ser utilizado para seleccionar rapidamente plantas
en riesgo de ser contaminadas con transgenes de una planta transgénica, con el fin de alcanzar el bioconfinamiento de
la planta transgénica.

Divulgacion de la invencion

La presente invencion provee un método de alto rendimiento para detectar la presencia de dos o mas proteinas de
interés con secuencias de aminoacidos conocidas en una muestra basada en plantas a partir de una planta transgénica,
comprendiendo el método:

i) proveer datos espectrales de masas para dos o mas proteinas que son productos esperados de la expresion
transgénica en la planta transgénica;

i) proveer una primera inyecciéon de una muestra compleja basada en plantas que comprende proteinas, en donde la
muestra es una matriz vegetal cruda extraida de un tejido de interés;

iii) poner en contacto la matriz vegetal cruda con una proteasa para digerir las proteinas a péptidos;
iv) inyectar la matriz vegetal cruda digerida en un dispositivo de LC-MS;
v) obtener datos espectrales de masa simultaneos para los péptidos;

vi) comparar los datos espectrales de masa simultdneos de v) con los datos espectrales de masas provistos por las dos
0 mas proteinas de interés, determinando por lo tanto la presencia o ausencia de las dos 0 mas proteinas de interés. En
particular, las dos 0 més proteinas de interés son dos proteinas de interés o cuatro proteinas de interés.

Breve descripcién de los dibujos
La figura 1 muestra la deteccion multiplex LC\MS\MS de AAD-1.
FIG. 2 muestra deteccion multiplex por LC\MS\MS de AAD-12.

FIG. 3 muestra deteccién multiplex por LC\MS\MS de Cry1F.
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FIG. 4 muestra deteccién multiplex por LC\MS\MS de Cry34.

FIG. 5 muestra deteccion multiplex por LC\MS\MS de Cry35.

FIG. 6 muestra deteccion multiplex por LC\MS\MS de PAT.

FIG. 7 muestra deteccién multiplex por LC\MS\MS de CrylF, con expresion en tejido de maiz endogénico.
FIG. 8 muestra deteccion multiplex por LC\MS\MS de Cry34, con expresion en tejido de maiz endogénico.
FIG. 9 muestra deteccién multiplex por LC\MS\MS de Cry35, con expresion en tejido de maiz endogénico.
FIG. 10 muestra deteccién multiplex por LC\MS\MS de PAT, con expresion en tejido de maiz endogénico.
Modos para llevar a cabo la invencion

La especificidad permitida en una metodologia de espectrometria de masas para identificar una proteina individual a
partir de una muestra compleja es Unica en cuanto solo la secuencia de la proteina de interés es requerida con el fin de
identificar la proteina de interés. En comparacion con otros formatos de multiplexion, la espectrometria de masas es
Unica por su capacidad de explotar la longitud completa de una secuencia de aminoacidos primaria de la proteina para
direccionar porciones Unicas tipo identificador de una secuencia de aminoacidos primaria de una proteina para eliminar
virtualmente detecciones no especificas. En algunas realizaciones de la presente invencion, un fragmento proteolitico o
conjunto de fragmentos proteoliticos que identifican Unicamente unas proteinas de interés se utiliza para detectar las
proteinas de interés en una muestra de proteinas compleja.

En términos amplios, los métodos particulares de la invenciéon permiten que cualquier proteina sea monitorizada y
cuantificada directamente a partir del tejido de interés requiriendo solamente un conocimiento previo de la secuencia de
aminoacidos de las proteinas. El método puede llevarse a cabo de una manera con alto rendimiento sin necesidad de
desarrollar/probar un reactivo de deteccion especifico para el método. Tener proteina purificada como reactivo para el
desarrollo del método siempre es beneficioso, pero para este analisis una proteina que solamente puede ser purificada,
por ejemplo, hasta el 60%, puede ser todavia adecuada para el desarrollo del método. Los métodos de acuerdo con la
presente divulgacién pueden eliminar la necesidad de que una persona experimentada en la técnica desarrolle métodos
frecuentemente retadores para preparar muestras de proteina altamente purificadas para uso en la produccion de
anticuerpos. Por lo tanto, los métodos de la presente divulgacion pueden ahorrar tiempo y recursos. Ademas, los
métodos proveen mas variedad de reactivos para proteinas adecuados para analisis multiplex, puesto que los esfuerzos
para eliminar, por ejemplo, el 30-40% final de contaminantes, pueden no ser requeridos. Los métodos divulgados
también representan una mejora necesaria sobre las metodologias multiplex basadas en amplificacion de ADN, las
cuales requieren una prueba empirica de los cebadores especificos del gen y de las condiciones del termociclador, y
ademas crean situaciones donde cualquier carencia de especificidad al objetivo puede disminuir significativamente la
exactitud del método debido a la amplificacion exponencial requerida para la deteccion de ADN.

En realizaciones particulares, los métodos de la presente invencion permiten una ingenieria inversa de la proteina para
determinar por qué una proteina particular tiene sus propiedades Unicas sin requerir de la proteina real para empezar un
estudio. Por ejemplo, las modificaciones de secuencia y/o las modificaciones post traduccion de las proteinas objetivo
gue son asociadas con caracteristicas vegetables deseables o indeseables pueden ser identificadas a partir de datos
espectrales de masas a partir de una muestra compleja de proteinas a partir de una planta que expresa la caracteristica
deseable o indeseable.

En algunas realizaciones, los métodos divulgados permiten la cuantificacién o determinacién de relaciones de proteinas
multiples en una muestra de proteinas compleja mediante un andlisis por espectrometria de masas, en oposicion a la
medicién de cada proteina de interés individualmente multiples veces y compilando los resultados individuales en un
resultado de muestra.

En aun otras realizaciones, la presente divulgacion también provee métodos para el desarrollo y uso de la tecnologia de
plantas transgénicas. Especificamente, los métodos divulgados pueden ser utilizados para mantener el genotipo de
plantas transgénicas a través de generaciones sucesivas. También, algunas realizaciones de los métodos divulgados
aqui pueden ser utilizadas para proveer andlisis de alto rendimiento de plantas no transgénicas que estan en riesgo de
ser contaminadas con transgenes de plantas vecinas, por ejemplo, por polinizacion cruzada. Mediante estas
realizaciones, el bioconfinamiento de los transgenes puede ser facilitado y/o logrado. En otras realizaciones, los métodos
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divulgados aqui pueden ser utilizados para seleccionar los resultados de un procedimiento de transformacién de plantas
en una forma de alto rendimiento para identificar transformantes que exhiben caracteristicas de expresion deseadas.

|. abreviaturas

La presente invencién sera descrita con referencia a las siguientes abreviaturas:
AAD-1 (R)-2,4-diclorofenoxipropionato dioxigenasa

AAD-12 (S)-2,4-diclorofenoxipropionato/alfacetoglutarato dioxigenasa

CID Disociacion inducida por colision

CrylF Proteina cristalina pesticida crylF (delta-endotoxina insecticida CrylF(a))
Cry34 Proteina cristalina ET79 (Bacillus thuringiensis)

Cry35 Similar a Cry35Ab (Bacillus thuringiensis)

CE electroforesis capilar

DNA  &cido desoxirribonucleico

ELISA ensayo inmunosorbente enlazado a enzima

EPI i6n producido potenciado
GM genéticamente modificado
IDA adquisicion dependiente de la informacién

LC\MS\MS cromatografia liquida en tandem con espectrometria de masas

20

MRM

MS

monitorizacion de reaccién multiple

espectrometria de masas

MSMS espectrometria de masas en tdndem

PAT

PCR

fosfinotricina N-acetiltransferasa (PPT N-acetiltransferasa)

reaccion en cadena de polimerasa

RT-PCR reaccion en cadena de polimerasa con transcripcion reversa
Il. Términos

Con el fin de facilitar la revisién de las diversas realizaciones de la divulgacion, se provee la siguiente explicaciéon de
términos especificos:

Bioconfinamiento: tal como se utiliza aqui, el término “bioconfinamiento” se refiere a la restriccion del movimiento de
plantas modificadas genéticamente o de su material genético a areas designadas. El término incluye confinamiento
fisico, fisicoquimico, bioldgico, asi como otras formas de confinamiento que eviten la supervivencia, dispersion o
reproduccion de plantas modificadas genéticamente en el ambiente natural o en condiciones de crecimiento artificiales.

Muestra compleja de proteina: tal como se utiliza aqui, el término “muestra compleja de proteina” se utiliza para distinguir
una muestra a partir de una muestra de proteina purificada. Una mezcla compleja de proteinas contiene mdultiples
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proteinas, y puede contener adicionalmente otros contaminantes.

Espectrometria de masas: tal como se utiliza aqui, el término general “espectrometria de masas” se refiere a cualquier
método, dispositivo o configuracion de espectrometria de masas incluyendo, por ejemplo, ionizacién por electroaspersion
(ESI), desorcidn-ionizacion de matriz asistida por laser (MALDI), MS, MALDI-tiempo de vuelo (TOF) MALDI MS a presion
atmosférica (AP), MALDI MS al vacio, MS en tandem, o cualquier combinacion de los mismos. Los dispositivos de
espectrometria de masas miden la masa molecular de una molécula (como funcién de la relacion masa de la molécula a
carga) midiendo la ruta de vuelo de la molécula a través de un conjunto de campos magnéticos y eléctricos. La relacion
masa a carga es una cantidad fisica que se utiliza ampliamente en la termodinamica de particulas cargadas. La relacion
masa a carga de un péptido particular puede ser calculada, a priori, por una persona experimentada en la técnica. Dos
particulas con diferentes relaciones masa a carga no se moveran en el mismo camino en un vacio cuando se someten a
los mismos campos eléctricos y magnéticos. La presente invencion incluye, inter alia, el uso de cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC) seguida por analisis por MS en tandem de los péptidos.

Los instrumentos de espectrometria de masas consisten de tres modulos: una fuente de iones, la cual divide las
moléculas de la muestra en iones; un analizador de masas, el cual selecciona los iones por sus masas aplicando
campos electromagnéticos; y un detector, el cual mide el valor de una cantidad indicativa y asi provee datos para
calcular las abundancias de cada i6n presente. La técnica tiene aplicaciones tanto cualitativas como cuantitativas. Estas
incluyen la identificacion de compuestos desconocidos, la determinacién de la composicion isotépica de elementos en
una molécula, la determinacion de la estructura de un compuesto observando su fragmentacion, y la cuantificacion de la
cantidad de un compuesto en una muestra.

Una revision detallada de las metodologias y dispositivos de espectrometria de masas puede encontrarse en las
siguientes referencia: Carr and Annan (1997) Overview of peptide and protein analysis by mass spectrometry. En:
Current Protocols in Molecular Biology, edited by Ausubel, et al. New York: Wiley, p. 10.21.1-10.21.27; Paterson and
Aebersold (1995) Electrophoresis 16: 1791-1814; Patterson (1998) Protein identification and characterization by mass
spectrometry. En: Current Protocols in Molecular Biology, edited by Ausubel, et al. New York: Wiley, p. 10.22.1-10.22.24;
y Domon and Aebersold (2006) Science 312(5771):212-17.[]

Multiplex: tal como el término es utilizado aqui, las proteinas y/o péptidos estan “en multiplexion” cuando dos o més
proteinas y/o péptidos de interés estan presentes en la misma muestra.

Caracteristica de la planta: tal como se utiliza aqui, una “caracteristica de la planta” se puede referir a cualquier
caracteristica individual o medicion cuantificable de una planta.

Péptido: péptidos son polimeros cortos formados a partir del enlace, en un orden definido, de aminoacidos. Los péptidos
también pueden ser generados por la digestion de polipéptidos, por ejemplo proteinas, con una proteasa.

Proteina: las proteinas son compuestos organicos hechos de amino&cidos dispuestos en una cadena lineal y enlazados
entre si mediante enlaces peptidicos entre los grupos carboxilo y amino de los residuos de aminoacidos adyacentes. La
secuencia de aminoéacidos en una proteina es definida por la secuencia de un gen, el cual esta codificado en el cédigo
genético. En general, el cédigo genético especifica 20 aminoacidos estandar; sin embargo en ciertos organismos el
cbdigo genético puede incluir selenocisteina — y en ciertas archaea — pirrolisina. Los residuos en una proteina son
observados frecuentemente como modificados por medios quimicos por modificacion post traduccion, lo cual puede
suceder bien sea antes de que la proteina sea utilizada en la célula, o como parte de mecanismos de control. Los
residuos de proteina también pueden ser modificados por disefio, de acuerdo con técnicas familiares para los expertos
en la técnica. Tal como se utiliza aqui, el término "proteina" abarca cadenas lineales que comprenden aminoacidos de
origen natural, aminoacidos sintéticos, aminoacidos modificados, o combinaciones de cualquiera o de todos los
anteriores

Inyeccion sencilla: tal como se utiliza aqui, el término “inyeccion sencilla” se refiere a la etapa inicial en la operacién de
un dispositivo de MS o LC-MS. Cuando se introduce una muestra de proteina en el dispositivo en una inyeccion sencilla,
la muestra completa es introducida en una etapa sencilla.

Apilado/apilacion: tal como se utiliza aqui, el término “apilado” se refiere a la presencia de mudltiples polinucle6tidos
heterélogos incorporados en el genoma de una planta.

Espectrometria de masas en tAndem: en la espectrometria de masas en tandem, un ién original generado a partir de una
molécula de interés puede ser filtrado en un instrumento de MS, y el ién original es fragmentado subsecuentemente para
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producir uno 0 mas iones hijos que son analizados entonces (detectados y/o cuantificados) en un segundo procedimiento
de MS.

Planta transgénica: tal como se utiliza aqui, el término “planta transgénica” incluye referencia a una planta que
comprende dentro de su genoma un polinucleétido heterélogo. En general, el polinucle6tido heterélogo esta integrado de
manera estable dentro del genoma de tal forma que el polinucleétido es pasado a generaciones sucesivas. El
polinucleétido heter6logo puede estar integrado en el genoma solo o como parte de un casete de expresion
recombinante. “Transgénico” se utiliza aqui para incluir cualquier célula, linea celular, callus, tejido, parte de una planta o
planta, cuyo genotipo ha sido alterado por la presencia de acidos nucleicos heterélogos que incluyen aquellas plantas
transgénicas inicialmente tan alteradas como las creadas por cruces sexuales o propagacién asexual a partir de la planta
transgénica inicial.

lll. Seleccion de proteina transgénica por andlisis multiplex

Cualquier proteina introducida en una planta a través de la tecnologia de expresion transgénica puede ser analizada
utilizando métodos de la invencion. Las proteinas adecuadas para el analisis multiplex de acuerdo con la invencion
pueden conferir una caracteristica generada que hace que la planta transgénica sea superior a su contraparte no
transgénica. Ejemplos no limitantes de caracteristicas deseables que pueden ser conferidas incluyen resistencia a
herbicidas, resistencia a tensiébn ambiental, rendimiento potenciado, valor nutricional mejorado, vida Util mejorada,
contenido de aceite alterado, composicién de aceites alterada, contenido de azlcar alterado, contenido de almidén
alterado, produccion de agentes farmacéuticos basados en la planta, produccion de productos industriales (por ejemplo,
polihidroxialcanoatos: macromoléculas de poliésteres considerados ideales para reemplazar plasticos derivados del
petréleo) y potencial para biorremediacién. Ademas, la expresién de una o mas proteinas transgénicas dentro de una
especie de plantas individual puede ser analizada utilizando métodos de la presente divulgacion. La adicion o
modulacién de dos o mas genes o caracteristicas deseadas en una especie sencilla de interés es conocida como
apilamiento genético. Ademas, la expresion de una o més proteinas transgénicas puede ser analizada concurrentemente
en los andlisis multiplex divulgados aqui con una o mas proteinas de plantas endégenas.

La preferencia por las proteinas particulares que se van a analizar esté a discrecion del técnico. Tales proteinas pueden
ser, pero no se limitan a, aquellas de plantas, animales, levadura y similares que pueden ser proteinas bien sea no
encontradas en una célula no transformada o encontradas en una célula trasformada. Proteinas particularmente
adecuadas que son expresadas en plantas transgénicas son aquellas que confieren tolerancia a herbicidas, insectos, o
virus, y genes que proveen valor nutricional mejorado, rendimientos incrementados, tolerancia a la sequia, utilizacion de
nitrégeno, produccién de compuestos industriales Utiles, caracteristicas de procesamiento de la planta, o potencial para
biorremediacién. Ejemplos de proteinas Gtiles incluyen el gel insecticida de Bacillus thuringiensis para conferir resistencia
a insectos, y el gen del 5’-enolpiruvil-3'fosfoshikimato sintasa (EPSPS) y cualquier variante de los mismos para conferir
tolerancia a herbicidas de glifosato. Como lo entenderan facilmente los experimentados en la técnica, cualquier proteina
que confiera una caracteristica deseada puede ser expresada en una célula vegetal utilizando la tecnologia de ADN
recombinante.

IV. Seleccion de fragmentos de péptidos

Las proteinas objetivo pueden ser identificadas de acuerdo con la presente divulgacién determinando la presencia de
fragmentos peptidicos proteoliticos de las proteinas objetivo en espectros de MS a partir de una mezcla compleja de
proteinas vegetales. Las enzimas proteasa escinden las proteinas en secuencias de aminodcidos especificas que
pueden ser establecidas facilmente dentro de la secuencia completa de una proteina objetivo. Por lo tanto, el conjunto de
fragmentos peptidicos que va a ser producido por una digestion con una o mas proteasas puede deducirse a priori. Una
relacion masa a carga Unica de un péptido deducido en particular puede ser determinada por su secuencia de
aminoé&cidos primaria.

Los fragmentos peptidicos también pueden ser establecidos empiricamente a través de espectros de MS de proteinas
objetivo digeridas. Una realizacion particular de la invencién podria ser la seleccion de un péptido cuya secuencia es
interna de sitios de escision proteoliticos predichos. Para la seleccién empirica de fragmentos peptidicos para una
identificacion de proteinas objetivo, las muestras de proteinas digeridas pueden ser sometidas a espectrometria de
masas para determinar fragmentos peptidicos que provean la sensibilidad de deteccion y especificidad para la
identificacion de proteinas multiplex requeridas. En general, los péptidos ionizados mas abundantes son preferidos para
la seleccion. La abundancia de un péptido ionizado en particular es una funcién de la abundancia del péptido y de la
eficiencia de la ionizacion del péptido.
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Las proteinas de interés en un producto apilado serdn expresadas en diferentes niveles uno con respecto a otro. Los
péptidos detectados derivardn de las proteinas individuales que estan siendo expresadas en concentraciones variables y
algunas veces desconocidas. La deteccion de péptidos y proteinas variard desde las concentraciones attomolares a
micromolares. La muestra puede ser una matriz de planta cruda extraida de diversos tejidos de interés.

V. Andlisis por MRM direccionado

Una vez que uno 0 mas fragmento polipeptidicos de una proteina objetivo son identificados para ser determinados
durante el analisis multiplex, se desarrolla un andlisis por MRM direccionado para la proteina objetivo. Preferiblemente,
el analisis por MRM direccionado para una proteina objetivo dada identificard aquellos péptidos seleccionados
previamente que son los iones fragmentarios mas abundantes. Cada péptido objetivo que va a ser determinado de un
analisis multiplex puede, por lo tanto, tener un andlisis por MRM especifico que se desarrolla para identificar iones
fragmentarios Unicos de ese péptido objetivo. El andlisis multiplex ocurre a través de un analisis por MRM concurrente
que incluye fragmentos de péptidos tipo identificador Gnicos especificos para dos 0 mas proteinas objetivo en la muestra
de tejido vegetal. Preferiblemente, el analisis multiplex identificar4 concurrentemente aquellos péptidos especificos de la
proteina objetivo que muestran ionizacion y fragmentacion eficiente por analisis tanto en presencia como en ausencia de
la matriz compleja. Una proteina objetivo incluida en el andlisis multiplex puede ser identificada con uno o mas pares de
transicion de iones originales/hijos mas especificos.

Un andlisis multiplex MS/MS puede ser llevado a cabo entonces para mudltiples proteinas objetivo en una mezcla
compleja de proteinas. Debido a la sensibilidad y selectividad de la espectrometria de masas, una muestra de proteina
compleja que va a ser sometida a analisis multiplex por MS/MS no necesita estar tan pura o ser tan abundante como una
muestra que va a ser analizada por técnicas convencionales, tales como inmunoquimica o PCR. Se divulgan métodos
para preparar una muestra compleja de proteinas que va a ser sometida a andlisis multiplex por MS/MS tal como, inter
alia, extraccion con sales (por ejemplo, bicarbonato de amonio), extraccion con sales en la presencia de urea, y
extraccion con detergentes (por ejemplo, CHAPS), u otros métodos de tipo enriquecimiento.

El material vegetal a partir del cual se prepara una muestra de proteinas en multiplexion es un tejido de interés a partir
de una planta transgénica.

El andlisis multiplex por MS se lleva a cabo sobre la muestra de proteina compleja. La muestra de proteina compleja es
inyectada en una camara de ionizacion del MS en la cual se introduce un primer ién (original). El i6n original puede ser
detectado directamente en una primera MS, o puede ser aislado por la primera MS, fragmentado en iones hijos
caracteristicos, y uno o mas de los iones hijos es detectado en una segunda MS (MS/MS).

Los iones pueden ser detectados utilizando varios modos de deteccion. Por ejemplo, los iones seleccionados pueden ser
detectados usando un modo de monitorizacion de iones selectivo (SIM) el cual incluye monitorizacion de reacciones
multiples (MRM) o monitorizacion de reacciones seleccionadas (SRM). Alterativamente, los iones pueden ser detectados
utilizando un modo de barrido.

La relaciébn masa a carga puede ser determinada utilizando un analizador de cuadrupolo. Por ejemplo, en un instrumento
de “cuadrupolo” o “trampa de iones de cuadrupolo”, los iones en un campo de frecuencia de radio oscilante
experimentan una fuerza proporcional al potencial DC aplicado entre los electrodos, la amplitud de la sefial RF y m/z. El
voltaje y amplitud pueden ser seleccionados de tal manera que solo los iones que tengan un m/z particular viajen a
través de la longitud del cuadrupolo, mientras que otros iones son objeto de deflexion. Asi, los instrumentos de
cuadrupolo pueden actuar como un “filtro de masa” y “detector de masa” para los iones inyectados en el instrumento.

La disociacion inducida por colision (“CID") se utiliza frecuentemente para generar los iones hijos para deteccion
posterior. En CID, los iones originales ganan energia a través de colisiones con un gas inerte, tal como argon, y
subsecuentemente son fragmentados por un proceso denominado como “descomposicion unimolecular”. Debe
depositarse suficiente energia en el ion original de tal manera que ciertos enlaces dentro del i6n puedan ser rotos debido
a la energia vibracional incrementada.

En MS/MS, los iones originales son seleccionados en el primer andlisis por MS. Estos iones originales seleccionados son
pasados entonces a la celda de colisiébn para generar los iones hijos especificos del péptido para identificacion y
cuantificacién. Bajo un conjunto dado de condiciones de ionizacién/fragmentacion, los iones originales e hijos son
producidos de una manera reproducible dando a la técnica MS/MS una capacidad analitica extremadamente poderosa.

El espectrémetro de masas provee tipicamente al usuario con un barrido de iones; esto es, la abundancia relativa de
8
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cada m/z en un rango dado (por ejemplo, 10 a 1200 amu). Los resultados de un ensayo con analito, esto es, un espectro
de masas, pueden ser relacionados con la cantidad del analito en la muestra original por métodos numerosos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, dado que los pardmetros de toma de muestra y analisis son controlados cuidadosamente, la
abundancia relativa de un i6n dado puede ser comparada con una tabla que convierte la abundancia relativa a una
cantidad absoluta de la molécula original. Numerosos otros métodos para relacionar la presencia o cantidad de un i6n
con la presencia o cantidad de la molécula original son bien conocidos para las personas de experiencia normal en la
técnica.

La seleccién del método de ionizacién puede determinarse con base en el analito que va a ser medido, tipo de muestra,
el tipo de detector, la seleccién de modo positivo versus negativo, etc. Los iones pueden ser producidos utilizando una
variedad de métodos que incluyen, pero no se limitan a, ionizacién de electrones, ionizacion quimica, bombardeo de
atomos rapido, desorcién de campo, e ionizacién de matriz asistida por desorcién con laser (MALDI), ionizacién por
desorcién con laser potenciada en superficie (SELDI), ionizacidn por electroaspersion con desorcion (DESI), ionizacion
de fotones, ionizacién por electroaspersion, y plasma inductivamente acoplado. La ionizacion por electroaspersion se
refiere a métodos en los cuales una solucién se hace pasar a través de una longitud corta de tubo capilar, cuyo extremo
es aplicado a un potencial eléctrico altamente positivo 0 negativo. La solucion que alcanza el extremo del tubo, es
vaporizada (nebulizada) en un chorro o aspersion de gotitas muy pequefias de solucién en un vapor de solvente. Esta
niebla de gotitas fluye a través de una camara de evaporacion la cual es calentada para evitar la condensacion y para
evaporar el solvente. A medida que las gotitas se hacen méas pequefias la densidad de carga superficial eléctrica se
incrementa hasta el momento tal en que la repulsién natural entre cargas similares hace que los iones asi como las
moléculas neutras sean liberados.

El efluyente de un LC puede ser inyectado directa y automaticamente (esto es, “en linea”) en el dispositivo de
electroaspersion. En algunas realizaciones, las proteinas contenidas en un efluyente de LC son ionizadas primero por
electroaspersion a un ion original. El primer cuadrupolo del MSMS es sintonizado para hacer un filtro de masas para los
iones originales de las proteinas sometidas a multiplexion.

Los iones originales que pasan a través del primer cuadrupolo son ionizados entonces y/o fragmentados antes de pasar
hacia el segundo cuadrupolo. En algunas realizaciones, los iones colisionan con una molécula de gas inerte en un
proceso de disociacion inducida por colision (CID). Gases inertes adecuados incluyen, por ejemplo, argon, helio,
nitrégeno, etc. De manera deseable, los iones originales de proteinas objetivo sometidos a multiplexion son
fragmentados en iones hijos que son detectados subsecuentemente.

VI. Mantenimiento de una variedad de planta transgénica

Los métodos de la presente divulgacion pueden ser utilizados para mantener el genotipo de variedad de planta
transgénica. Las muestras de proteina complejas preparadas a partir de una generacion siguiente de una planta
transgénica pueden ser sometidas a analisis multiplex por MSMS para determinar la presencia o ausencia de una
proteina de interés. Las muestras de proteina complejas pueden comprender proteinas transgénicas expresadas en una
planta transgénica. Al propagar estas plantas en donde la presencia de una proteina transgénica de interés esta
confirmada, la expresion de la proteina transgénica de interés en sus generaciones sucesivas esta garantizada. De la
misma manera, aquellas plantas de una siguiente generacién en donde la presencia de una proteina transgénica de
interés no puede ser confirmada no pueden ser propagadas.

El método incluye: (i) proveer datos espectrales de masas para uno 0 mas productos esperados de expresion
transgénica en la variedad de plantas transgénicas de acuerdo con la presente invencion, y subsecuentemente (vii)
proveer una primera inyecciéon de una muestra compleja que comprende proteinas de una segunda generacion de la
variedad de planta transgénica; (viii) repetir las etapas (iii)-(vi) con la muestra compleja que comprende proteinas de la
segunda generacion de la variedad de planta transgénica; y (ix) dejar de propagar la segunda generacion de la variedad
de planta transgénica si la presencia de los productos esperados de expresion transgénica no puede ser confirmada en
los datos espectrales de masas para los péptidos de la muestra de proteina compleja de la segunda generacion de la
variedad de planta transgénica, manteniendo por lo tanto el genotipo de la variedad de planta transgénica.

VI. Seleccién de resultados de un procedimiento de transformacion de plantas

Los métodos de la presente divulgacion también pueden ser usados para seleccionar rapidamente los resultados de un
procedimiento de transformacion de planta con alto rendimiento. Debido a la variabilidad en las caracteristicas del
genotipo y expresion en plantas GE y en células vegetales producidas por recombinacién de ADN, las plantas y las
células vegetales producidas por un procedimiento de transformacion de plantas no comprenderan necesariamente los
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mismos o similares perfiles de expresion de las proteinas transgénicas introducidas, por ejemplo, proteinas heterdlogas.
Adicionalmente, las proteinas enddgenas pueden exhibir perfiles de expresién alterados de manera diferencial. En
algunas realizaciones de la presente divulgacién, las muestras de proteina compleja se preparan a partir de plantas,
tejidos vegetales o células vegetales producidas por un procedimiento de transformacion de plantas. Las muestras de
proteina complejas preparadas pueden ser sometidas entonces a un analisis multiplex por MS/MS. Los espectros de MS
de las diferentes muestras son analizados entonces para identificar aquellas muestras que exhiben caracteristicas de
expresion deseables. La planta, tejido vegetal o células vegetales fuente de las muestras identificadas pueden ser
propagados entonces para seleccionar las caracteristicas de expresion deseables.

VIII. Obtencién del bioconfinamiento de los transgenes

Los transgenes pueden escaparse de una planta transgénica e integrarse en el genoma de plantas circundantes no
transgénicas en el ambiente, por ejemplo, por polinizacién cruzada. En la mayoria de los casos, esto es indeseable. Los
métodos de la presente divulgacion pueden ser utilizados para alcanzar el bioconfinamiento de transgenes en una planta
transgénica. En estas y en realizaciones adicionales, las muestras de proteina complejas pueden ser preparadas a partir
de plantas, tejidos vegetales o células vegetales que estan en riesgo de ser contaminadas por material genético de una
planta transgénica. Las muestras de proteina complejas preparadas pueden ser sometidas entonces a un analisis
multiplex por MS/MS. Los espectros de MS de las diferentes muestras son analizados entonces para determinar aquellas
muestras que contienen una proteina transgénica objetivo, por ejemplo, una proteina transgénica expresada en la planta
transgénica. La presencia de la proteina transgénica de una muestra esta correlacionada con el escape del transgén a
las plantas, tejidos vegetales o células vegetales fuente. Por destruccion, confinamiento, u otra limitacion del crecimiento
de las plantas, tejidos vegetales o células vegetales contaminados, puede lograrse el bioconfinamiento.

Ejemplos
Ejemplo |

Se seleccionaron seis proteinas transgénicas separadas (CrylF, Cry34, Cry35, AAD-1, AAD-12 y PAT) para desarrollar
un andlisis multiplex por LC\MS\MS. Las proteinas individuales fueron detectadas e identificadas por espectroscopia de
masas en una inyeccion sencilla de una mezcla de proteinas compleja.

La primera version del analisis multiplex fue llevada a cabo por digestién proteolitica de las seis proteinas
individualmente, y luego fortificando los péptidos de proteina resultantes en extractos de tejidos vegetales digeridos
proteoliticamente y utilizando LC\MS\MS para la deteccion de los iones de precursor/fragmentos especificos para cada
una de las seis proteinas en una inyeccion sencilla. La metodologia desarrollada durante esta primera versién multiplex
fue aplicada entonces hacia la detencién multiplex de cuatro proteinas expresadas en material de reproducciéon de maiz
endogamico corriente.

Ejemplo Il
Deteccion multiplex por LC\MS\MS en planta

La Tabla 1 presenta una lista de concentraciones de cada proteina de reserva individual recibida, y las diluciones
resultantes de cada proteina por digestion con tripsina. Antes de la digestion con la proteasa tripsina, todas las proteinas
fueron intercambiadas por regulacién en bicarbonato de amonio 25 mM, pH 7.9 (SIGMA) para asegurar condiciones de
digestion eficientes. Una alicuota de cada una de las proteinas de reserva (véase la Tabla 1) fue transferida a un tubo de
eppendorf estéril de 1.5 mL y llevada a 100 pL utilizando bicarbonato de amonio 25 mM, pH 7.9. Se utilizaron columnas
Zeba Desalt Spin (Pierce # 89882) para el intercambio regulado de cada proteina segun las recomendaciones del
fabricante. Se llevaron a cabo tres lavados por rotacion de la columna Zeba, utilizando en cada lavado 300 pL de
bicarbonato de amonio 25 mM, pH 7.9, y rotacion a 1500 g durante un minuto. La alicuota de 100 puL para cada proteina
de la muestra fue aplicada entonces a la superficie de la resina de la columna Zeba y se hizo rotar a 1500 g durante 2
minutos. Este material intercambiado con regulador fue luego utilizado directamente para la digestion con tripsina para la
generacion de fragmentos peptidicos de proteina. La digestién inicial con tripsina de las seis proteinas no incluyé una
etapa de protocolo para alquilar los residuos del aminoacido cisteina. Esta etapa de alquilacion puede ser incorporada
posteriormente, pero con un analisis de alto rendimiento como meta, dejando la etapa de alquilacién por fuera se
ahorraria tiempo y esfuerzo significativos hacia el andlisis final. Cada muestra de proteina intercambiada con regulador
de 100 pL fue llevada a DTT 5 mM con la adiciéon de 1 pL de DTT 0.5 M, luego desnaturalizada por calor a 95°C durante
20 minutos y enfriada a temperatura ambiente (25°C). La tripsina modificada de grado secuenciamiento fue
resuspendida en bicarbonato de amonio 25 mM, pH 7.9, hasta una concentracién de 0.4 pg/uL. La enzima tripsina fue
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agregada a cada muestra de proteina para un rango de relacion de enzima final a sustrato de 1:20 a 1:50. La digestion
con tripsina fue llevada a cabo en un termociclador utilizando un perfil de temperatura de 37°C durante 16 horas, y luego
enfriada a 4°C. Después de la digestion con tripsina, se agregaron 3uL de &cido férmico al 10% a cada digestion de
proteina.

Tabla 1: concentraciones de proteina y diluciones para cada digestion con tripsina de proteina multiplex-6 por LC\MS\MS

Digestion con tripsina volumen final de [digestion con tripsina]
9 P digestion 100ul 9 P
Nombre [reserva] VVolumen de reservalCantidad de proteinajfactor de dilucién de|[proteina] de digestion
ug/ml digerido (ml) digerida (ug’s) digestion (ug/ml)
CrylF (160 0.01 1.6 1:10 16
Cry34 [500 0.025 12.5 1:4 125
Cry35 (187 0.045 8.415 1:2.2 85.0
AAD-1 (4200 0.005 21 1:20 210
AAD-12(1000 0.02 20 1.5 200
PAT  |300 0.033 9.9 1:3 100

Inicialmente, cada una de las seis muestras de proteina digeridas con tripsina fue analizada individualmente a través de
ESI- LC\MS\MS para determinar los fragmentos de péptidos tripticos que proveerian la sensibilidad y especificidad de
deteccién para la identificacion multiplex simultanea de todas las seis proteinas en un andlisis sencillo. El espectrometro
de masas usado para el desarrollo del método fue un Applied Biosystems MDS Sciex 4000 Q Trap de cuadrupolo triple
hibrido (Foster City, CA modelo # 1004229-V), utilizando una carcasa fuente Turbo V ESI provista con una sonda TSI.
Las muestras fueron introducidas en el espectrometro de masas a través de un sistema de HPLC Agilent 1100. La Tabla
2 incluye el nimero de modelo y version de firmware especificos para los diferentes componentes de la instrumentacion.

Tabla 2: Informacion de modelo/version de firmware para componentes del instrumento.

Espectrémetro de masas 4000 Q TRAP
Version de Firmware M401402 B4T0301 M3L1412 B3T0300

Espectrometro de masas LC/MS/MS con Cuadrupolo con

Nombre del Componente Trampa de lones Lineal

ID del Componente 4000 Q TRAP
Fabricante AB Sciex Instruments
Modelo 1004229-V
Automuestreador Agilent 1100 G1367A
Version de Firmware A.05.04
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Bomba Enlazada G1312A

Horno de Columna Agilent 1100 G1316A
Version de Firmware A.05.05

Valvula Instalado

Bomba Agilent 1100 G1312A
Version de Firmware A.05.04

La cromatografia en fase reversa fue llevada a cabo utilizando un sistema de HPLC Agilent 1100 equipado con una
columna Phenomenex Jupiter Proteo 50 X 2.0 mm 4 puM con una condiciéon de carga de 95% a (H20/0.1% de &cido
férmico)/5% B (acetonitrilo/0.1% de acido férmico) durante 1 minuto, y con un gradiente hasta 90% de B durante 5
minutos. La columna fue regenerada con 2 minutos manteniendo a B en 90%, y luego reequilibrando a B en 5% durante
5 minutos. Para la seleccién inicial de péptidos proteinicos individuales, se cargaron aproximadamente 10-50 fmol de
cada proteina se carg6 sobre la columna para analisis.

Se ejecutdé un método de adquisicién IDA que incorpora dos barridos EPI sobre los dos iones méas abundantes
detectados a partir de una lista de transiciones MRM especificas a cada una de las seis proteinas que iban a ser
sometidas a multiplexion. Estos datos de fragmentacion eran informativos para seleccionar los iones fragmentarios que
demuestran la abundancia més alta de cada péptido detectado. En general, los tres fragmentos mayores de un péptido
precursor detectados fueron seleccionados para el desarrollo posterior del método. Para esta adquisicion IDA, el Sciex
4000 Q TRAP incorpor6 las siguientes condiciones: voltaje IS 5500, DP 75, EP 10, CXP 12, CUR 10, CAD HIGH, TEM
450, GS1 35, GS2 35, unidad RES Q1 y unidad RES Q3. Los valores de CE para cada péptido fueron probados
empiricamente con un valor éptimo utilizado para cada péptido. Al utilizar los datos de fragmentacién de péptidos
acumulados a partir de los andlisis IDA individuales de cada una de las seis proteinas, se llevé a cabo entonces un
andlisis por MRM de cada proteina individual para identificar los iones precursores de cada proteina con buenas
eficiencias de ionizacion. Para cada proteina multiplex se utilizé una lista MRM de todos los péptidos tripticos para crear
un método de andlisis MRM individual. Utilizando los datos de andlisis MRM para proteina individuales como medida de
la eficiencia de la ionizacién se seleccionaron péptidos para cada proteina que sirvieran como iones precursores en un
formato multiplex. Los péptidos multiplex aparecen en la lista de la tabla 3.

Tabla 3: Péptidos seleccionados para el método LC\AMS\MS multiplex-6 inicial.

Proteina/péptidos en multiplexion

AAD-1 ((R)-2,4-dicloro fenoxipropionat o diox igenas a)
T6 FGPVDPVPLLK

T7 SIEGYPEVQMIR

T12 VFGSLYQAQNR

AAD-12 ((S)-2,4-dicloro fenoxipropionat o/alfa-cetoglutarat o diox igenas a)

T4 IGGGDIVAISNVK
T9 AAYDALDEATR
T19 AEPWDFK
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CrylF (Proteina cristalina de pesticida  crylFa (delta -endotoxin a CrylF(a)
Insecticida))

T22 TYPIQTSSQLTR

T46 IFAGQFNK

Cry34 (prote ina en cristal ET79 [Bacillus thuringiensis])

T7 TSPTNVANDQIK

Cry35 (similar a Cry35Ab [ Bacillus thuringiensis])
T9 VLTAGTGQALGLIR

T17 YQYWQR

PAT (Fosfinotricin a N-acetiltransferas a (PPT N-acetiltransferas a))

T2 TEPQTPQEWIDDLER
T8 LGLGSTLYTHLLK
T10 SVVAVIGLPNDPSVR

Ejemplo IlI

Un analisis de MRM direccionado multiplex sencillo por LC\MS\MS para todas las seis proteina DAS fue creado entonces
utilizando los datos de iones de precursor/fragmentos generados a partir de andlisis de proteinas individual. Estos
péptidos fueron primero detectados por LC\MS\MS multiplex fortificando con regulador de bicarbonato de amonio (25
mM pH7.9), material digerido con tripsina para cada una de las seis proteinas. Se inyectaron aproximadamente 5-20 fmol
de cada proteina sobre la columna para analisis multiplex-6 inicial del regulador fortificado.

Las figuras 1-6 muestran los cromatogramas de iones extraidos para cada una de las seis proteinas detectadas en una
inyeccion sencilla. Especificamente, la figura 1 muestra la deteccion multiplex por LC\MS\MS de AAD-1. Los datos son
un cromatograma de iones por LC\MS\MS extraidos para AAD-1 ((R)-2,4-dicholorofenoxipropionato dioxigenasa),
detectado en una inyeccion sencilla con AAD-12, CrylF, Cry34, Cry35, y PAT en extracto de semillas de maiz.

La figura 2 muestra la deteccion multiplex por LC\MS\MS de AAD-12. Los datos son un cromatograma de iones por
LC\MS\MS extraidos para AAD-12 ((S)-2,4-diclorofenoxipropionato/alfa-cetoglutarato dioxigenasa), detectados en una
inyeccion sencilla con AAD-1, CrylF, Cry34, Cry35, y PAT en extracto de semillas de maiz.

La figura 3 muestra la deteccion multiplex por LC\MS\MS de CrylF. Los datos son un cromatograma de iones por
LC\MS\MS extraidos para CRY1F (Proteina cristalina pesticida crylFa delta-endotoxina insecticida CrylF(a))),
detectados en una inyeccion sencilla con AAD-1, AAD-12, Cry34, Cry35, y PAT en extracto de semillas de maiz.

La figura 4 muestra la deteccion multiplex por LC\MS\MS de Cry34. Los datos son un cromatograma de iones por
LC\MS\MS extraidos para Cry34 (proteina cristalina ET79 [Bacillus thuringiensis]), detectados en una inyeccién sencilla
con AAD-1, AAD-12, CrylF, Cry35, y PAT en extracto de semillas de maiz.

La figura 5 muestra la deteccion multiplex por LC\MS\MS de Cry35. Los datos son un cromatograma de iones por
LC\MS\MS extraidos para Cry35 (similar a Cry35Ab [Bacillus thuringiensis]), detectado en una inyeccion sencilla con
AAD-1, AAD-12, CrylF, Cry34, y PAT en extracto de semillas de maiz.
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La figura 6 muestra la deteccion multiplex por LC\MS\MS de PAT. Los datos son un cromatograma ionico por LC\MS\MS
para Cry35 (Fosfinotricina N-acetiltransferasa (PPT N-acetiltransferasa)), detectado en una inyeccion sencilla con AAD-1,
AAD-12, CrylF, Cry34, y Cry35 en extracto de semillas de maiz.

Después de confirmar la deteccion multiplex por LC\MS\WMS de todas las seis proteinas, la mezcla de péptidos en
bicarbonato de amonio fue diluida en un extracto digerido con proteasa de tejidos de semilla de maiz para la deteccion
en matriz de semillas. El tejido de semillas utilizado fue de material endogénico corriente. La muestra fortificada fue
diluida 1:10 en bicarbonato de amonio y luego 1:2 en extracto de semillas de maiz con aproximadamente 0.2 a 1 fmol de
cada proteina siendo inyectada en la columna y detectada utilizando el método multiplex LC\MS\MS.

Ejemplo IV

Cuatro proteinas transgénicas separadas (Cryl, Cry34, Cry35 y PAT) fueron detectadas e identificadas por
espectrometria de masas en una inyeccién sencilla en una muestra de proteina compleja a partir de materiales vegetales
endogénicos (5XH751XT). La proteina fue detectada en tejido de hojas y de semillas.

La metodologia multiplex-6 en la lista mas arriba fue utilizada para detectar la presencia de cuatro proteinas transgénicas
separadas (CrylF, Cry34, Cry35, y PAT) en una inyeccion sencilla de una muestra de proteinas compleja a partir de
material vegetal de linea endogénica (5XH751XT). En este esfuerzo, se desarroll6 un método multiplex 4 de inyeccion
sencilla para medir la presencia de las cuatro proteinas tanto en tejido de semillas de maiz como de hojas de maiz. Los
controles experimentales involucraron la comparacion con extracto 5XH751 nulo maximizado con proteinas transgénicas
enteras antes de la digestion, y por comparacion con extracto 5XH751 nulo.

Para este experimento, también se tuvo en consideracion la metodologia de extraccion requerida para el rendimiento
analitico robusto del método multiplex. Puesto que la deteccién multiplex es simultdneamente la medicién de proteinas
multiples a partir de cada muestra individual, el método de extraccién de proteinas usado necesita ser eficiente para
todas las proteinas para una medicion exacta. Como se muestra en la figura 11, las condiciones de extraccion fueron
probadas en tejidos tanto de hojas de maiz como de sus semillas. Se probaron tres condiciones de extraccion separadas
en un intento de comenzar a entender como estas cuatro proteinas se comportarian con respecto al hallazgo de un
método de extraccion sencillo para acomodar factores tales como estabilidad, solubilidad, hidrofobicidad de la proteina.

Lo atractivo de una extraccion de proteinas sencilla con bicarbonato de amonio es la capacidad de ir directamente desde
la etapa de extraccion a la digestion con proteasa sin preocuparse de la supresion de sefiales de vida a un componente
del regulador durante el analisis por MS. Esto podria reducir los costes pero, lo que es mas importante reduce el tiempo
de preparacion y la variabilidad posible en la que se incurri6 durante el intercambio con regulador. El regulador de urea
8M fue probado para determinar si se requeria un método de solubilizacion agresivo para detectar todas las cuatro
proteinas en tejidos vegetales. Se utilizé el PBS-T como es convencional en los métodos de deteccién por ELISA.

Tejido de hoja 5XH751XT: el tejido de hojas fue recolectado a partir de una planta de invernadero V6-V7 y triturado bajo
nitrégeno liquido. Cada peso de prueba de muestra de hojas fue de 1.5 g. Cada regulador de extraccion (figura 11) fue
probado en una relacion 2:1 regulador/muestra (3mL). Las muestras fueron sometidas a voértex durante 2 minutos, y
luego se hicieron rotar durante 2 minutos, y se recolectaron los sobrenadantes.

Tejido de semilla 5XH751XT: el tejido de semillas maduras fue obtenido y pulverizado en un molino de bolas. Cada peso
de prueba de muestra de semilla fue de 1.5 g. Cada regulador de extraccion (figura 11) fue probado a una relacién 2:1
regulador/muestra (3mL). Las muestras fueron sometidas a vortex durante 2 minutos, y luego se hicieron rotar durante 2
minutos, y se recolectaron los sobrenadantes.

Las muestras extraidas en urea 8M o PBS-T fueron intercambiadas con regulador en bicarbonato de amonio 25 mM
utilizando filtros de rotacion Pierce Zeba. Para todas las muestras, 50 uL de extracto de tejido fueron digeridos con
tripsina con 10 pg de tripsina (eliminar) en un volumen total de 110 pL de bicarbonato de amonio. La digestion de la
proteina fue llevada a cabo a 37°C durante 16 horas y luego enfriada a 4°C. Para servir como control positivo para cada
una de las cuatro proteinas que iban a ser detectadas por multiplex, se preparé6 una mezcla cOctel que contenia
aproximadamente 50 pg/mL de cada una de las proteinas enteras individuales utilizando estandares de proteina
purificados. Se hizo una dilucién final 1:10 del coctel tanto en la muestra de extracto de hojas nula como en la muestra
de extracto de semillas nula para una concentraciéon de control positiva de matriz de aproximadamente 5 pg/mL. Estos
nulos fortificados sirvieron como controles positivos produciendo tiempos de retencion por LC de péptidos exactos y
datos de fragmentacion en secuencia por MS/MS cuando se compararon con controles de tejidos nulos (control
negativo) y las extracciones de tejido de maiz 5XH751XT. Puesto que todas las cuatro proteinas que iban a ser
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sometidas a multiplexion detectadas en 5XH751XT fueron proteinas también utilizadas para desarrollar el método
LC/MS/MS multiplex-6 anterior, no se requiri6 de un desarrollo adicional para determinar cuales iones de
péptidos/fragmentos especificos de la proteina detectar y bajo qué condiciones de instrumentacion.

El método de multiplex-6 descrito méas arriba fue utilizado para analizar los extractos de tejido de hoja y de semilla
5XH751XT. Las figuras 7-10 son un subconjunto de los datos adquiridos utilizando el analisis por inyeccién sencilla
multiplex-4 LC-MS/S para detectar las proteinas CrylF, Cry34, Cry35 y PAT expresadas en tejido de hojas y semillas de
maiz endogénico.

Especificamente, la figura 7 muestra la deteccion multiplex por LC-MS/MS de CrylF, expresado en tejido de maiz
endogénico. Los datos son un espectro de MS/MS especifico para CrylF multiplex identificado en tejido de hojas de
maiz 5XH751 extraido con bicarbonato de amonio 25 mM. Se detectaron tres iones de fragmentos especificos de CrylF
T22, solo un fragmento de los cuales se muestra aqui. Después se muestran controles positivos y negativos para la
transicion MS/MS.

La figura 8 muestra la deteccién multiplex LC-MS/MS de Cry34, expresado en tejido de maiz endogénico. Los datos son
espectros MS/MS especificos para Cry34, identificado por multiplex en tejido de hoja de maiz 5XH751 extraido con
bicarbonato de amonio 25 mM. También se muestran controles positivos y negativos para la transicion MS/MS. Se
detectaron 5 iones de fragmentos especificos de Cry34 T7, de los cuales solo uno se muestra aqui. El ligero
desplazamiento en el tiempo de retencién entre la muestra de 5XH751XT y el control positivo fortificado con Cry34 no es
inesperado para una proteina que eluye en la region temprana mas hidrofilica del gradiente de fase reversa. El pico
mostrado en el panel de control de hoja nula es un pico no especifico segun se determina por el gran desplazamiento
(~7 minutos) en el tiempo de retencion desde la columna. Ninguno de los otros cuatro iones de fragmentos de Cry34
tuvo picos no especificos.

La figura 9 muestra la deteccion multiplex por LC-MS/MS de Cry35, expresado en tejido de maiz endogénico. Los datos
son un espectro de MS/MS especifico para Cry35, identificado por multiplex en tejido de hoja de maiz. También se
muestran controles positivos y negativos para la transicion MS/MS. Los datos mostrados son de tejido de hoja 5XH751
extraida con bicarbonato de amonio 25 mM. Se detectaron tres iones de fragmentos especificos de Cry35 T9, solo uno
de los cuales se muestra aqui.

La figura 10 muestra deteccién multiplex por LC-MS/MS de PAT, expresado en tejido de maiz endogénico. Los datos son
un espectro de MS/MS especifico para PAT, identificado por multiplex en tejido de hoja de maiz. También se muestran
los controles positivo y negativo para la transicion MS/MS.

Para cada proteina, se detectdé y fragmentd un péptido precursor especifico, con tres a cinco iones fragmentarios
correspondientes detectados para asegurar la configuracion de la secuencia de proteinas. Las figuras 7, 8, 9 y 10
demuestran cada una un espectro MS/MS especifico para una de las cuatro proteinas multiplex identificadas en tejido de
maiz. Cada figura también demuestra el control positivo y negativo apropiado para la transicion MS/MS particular. Dos
de las cuatro proteinas fueron detectadas en el tejido de semilla. La incapacidad para detectar dos de las cuatro
proteinas fue debida probablemente a una baja expresion, como lo demuestran los datos histéricos de expresion mas
baja de estas cuatro proteinas en semillas en comparacion con el tejido de hoja.

Ejemplo V

Una variedad de planta transgénica es mantenida confirmando la presencia de dos proteinas de interés en una siguiente
generacion de la variedad vegetal. Se selecciona una planta transgénica en donde la planta transgénica comprende dos
proteinas transgénicas de interés (A y B). Las muestras de las proteinas A y B son preparadas y sometidas a analisis por
LC/MS/MS. A partir de los espectros de MS resultantes, los iones peptidicos fragmentarios de las proteinas originales
son seleccionados para analisis direccionado por MS/MS.

Una muestra de proteina compleja es preparada a partir de una primera generacion de la planta transgeénica, y la
muestra de proteina compleja es sometida a un analisis multiplex por LC/MS/MS, en donde los iones peptidicos
fragmentarios seleccionados de las proteinas A y B son identificados determinando la presencia de los iones peptidicos
fragmentarios seleccionados en los espectros MS. Las muestras de proteina complejas son preparadas entonces a partir
de plantas de una siguiente generacién de la planta transgénica. Las muestras de proteina complejas de estas plantas
de la siguiente generacién son sometidas a un analisis multiplex por LC/MS/MS. Aquellas plantas de la siguiente
generacion, de las cuales las muestras de proteina complejas preparadas produjeron los espectros MS en donde la
presencia de ambas proteinas A y B fue identificada a partir de la presencia de los iones peptidicos fragmentarios
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seleccionados, son propagadas para mantener la variedad de la planta transgénica. Aquellas plantas de la siguiente
generacion, de las cuales las muestras de proteina preparadas produjeron espectros en donde la presencia de ambas
proteinas A y B no fue identificada, no son propagadas para mantener la variedad de la planta transgénica.

Ejemplo VI

Los transformantes resultantes de un procedimiento de transformacién de plantas son seleccionadas para determinar la
presencia de dos proteinas objetivo de interés. Dos proteinas objetivo (A y B) son sometidas a andlisis por LC/MS/MS. A
partir de los espectros MS resultantes, se seleccionan los iones peptidicos fragmentarios de las proteinas objetivo
originales para el analisis por MS/MS direccionado.

Los transformantes putativos son obtenidos a partir de un procedimiento de transformacion de plantas. Las muestras de
proteinas complejas son preparadas a partir de cada uno de los transformantes putativos. Las muestras de proteina
complejas de estos transformantes putativos son sometidas a un andlisis multiplex por LC/MS/MS, en donde la expresion
de las proteinas objetivo es determinada estableciendo la presencia de los iones peptidicos fragmentarios
seleccionados. Esos transformantes, a partir de los cuales se producen los espectros MS de muestras de proteinas
complejas preparadas en donde las caracteristicas de expresion deseables de las proteinas A y B fueron determinadas a
partir de la presencia de los iones peptidicos fragmentarios seleccionados, son propagados.

Ejemplo VII

Se logra el bioconfinamiento de transgenes en una planta transgénica. Dos proteinas objetivo (A y B) expresadas por
una planta transgénica son sometidas al andlisis por LC/MS/MS. A partir de los espectros de MS resultantes, los iones
peptidicos fragmentarios de las proteinas objetivo originales son seleccionados para el analisis direccionado por MS/MS.

Se recolecta material vegetal de plantas que crecen en el ambiente que circunda la planta transgénica. Se preparan
muestras de proteinas complejas a partir de este material vegetal. Las muestras de proteinas complejas de estos
materiales vegetales son sometidas a analisis multiplex por LC/MS/MS, en donde la presencia de un transgén
contaminante es determinada estableciendo la presencia de los iones peptidicos fragmentarios seleccionados de la
proteina transgénica expresada. Las plantas a partir de las cuales se recolectdé material que demostr6 mediante el
andlisis multiplex por LC/MS/MS contener la proteina transgénica contaminante son destruidas.

Alwine et al. (1977) Proc. Nat. Acad. Sci. 74:5350-54; Baldwin (2004) Mol. Cell. Proteomics 3(1):1-9; Carr and Annan
(1997) Overview of peptide and protein analysis by mass spectrometry. En: Current Protocols in Molecular Biology,
edited by Ausubel, et al. New York: Wiley, p. 10.21.1-10.21.27; Chang et al. (2000) Plant Physiol. 122(2):295-317;
Domon and Aebersold (2006) Science 312(5771):212-17; Nain et al. (2005) Plant Mol. Biol. Rep. 23:59-65; Patterson
(1998) Protein identification and characterization by mass spectrometry. En: Current Protocols in Molecular Biology,
edited by Ausubel, et al. New York: Wiley, p. 10.22.1-10.22.24; Paterson and Aebersold (1995) Electrophoresis 16: 1791-
1814; Rajagopal and Ahern (2001) Science 294(5551):2571-73; Sesikeran and Vasanthi (2008) Asia Pac. J. Clin. Nutr.
17 Suppl. 1:241-44; y Toplak et al. (2004) Plant Mol. Biol. Rep. 22:237-50.
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Reivindicaciones

1. Un método de alto rendimiento para detectar la presencia de dos o mas proteinas de interés con secuencias de
aminod&cidos conocidas en una muestra de origen vegetal a partir de una planta transgénica, comprendiendo el método:

i) proveer datos espectrales de masas para dos o mas proteinas que son productos esperados de la expresion
transgénica en la planta transgénica;

i) proveer una primera inyeccion de una muestra basada en plantas complejas que comprende proteinas, en donde la
muestra es una matriz vegetal cruda extraida de un tejido de interés;

iii) poner en contacto la matriz vegetal cruda con una proteasa para digerir las proteinas a péptidos;
iv) inyectar la matriz vegetal cruda digerida en un dispositivo de LC-MS;
v) obtener datos espectrales de masas simultdneos para los péptidos;

vi) comparar los datos espectrales de masas simultadneos de v) con los datos espectrales de masas provistos por las
dos o mas proteinas de interés, determinando de esta manera la presencia o ausencia de las dos o més proteinas de
interés.

2. El método de la reivindicacion 1 en donde las dos o mas proteinas de interés son dos proteinas de interés o cuatro
proteinas de interés.
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FIG. 2

Deteccién de péptidos en multiplexion de broteina AAD-12 [ iones fragmentarios
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FIG. 3

~Deteccion de peéptidos en multiplexion de proteina Cry1F liones fragmentarlios
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FIG.4

Deteccion de péptido en multiplexion de proteina Cry34 y iones fragmentarios
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FIG. 6

Deteccion de péptidos en multiplexion de proteina PAT I iones fragmentarios
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FIG. 7

Deteccion de Cry1F en 5XH731XT endogamico
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FIG. 8
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Deteccion de Cry34 en SXH751XT endogamico
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Crv34 (Proteina cristalina ET79 [Bacillus thuringiensis)]
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FIG. 9

Deteccién de Cry35 en 55(HT51XT encdogamico

s 5 5 R e A e e A T TR £+ e+ oo
I '“-“‘
[ cts 1455 muestra de hoja de 5XH751XT

rees b

- S/N 18 : i6n fragmentario Y8 m/z 6854 a 827.5
- i
P2 RT=1004 11 G113QALGLIR 2,

. ="i

I ? L

__J.’J_g. e !ﬂhl.!,l!ﬁuﬂl-l:s' ‘13_ iﬁuh_i.h , J.J.“z’Jll l-bg-i&u_#ﬁ” 'Juléb,.d L nl Ii H_—-t’ﬁo
e R TR TR R S T S B i R 22
cts 4000 T wde hoja de 5XH751XT nulol proteinas XT enteras

maximizadas antes de la digestion

[

[

- bl i
RT = 1026 H_h— ion fragmentario Y8 m/z 685.4 to 827.5

G113QALGLIR 3,

o Gy

al— - . PALLS st A L W —_— | .
= ry ry 4 = ” ————a e
| == - - (. = L, Syt e Jus i o
e

!
i
! muestra de hoja de 5XH751XT nulo

$EEiiE3iiiY

I ]
21| TN

Cry35  (Similar a Cry35Ab [Bacillus thuringiensis])
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FIG. 10
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Deteccion de PAT en 5XH751XT endogamico
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PAT (fosfinotricina N-acetiltransferasa (PPT N-acetiltransferasa))
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