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1. Produccid de proteines terapéutiques en plantes

1.1. Caracteristiques de les plantes com a sistema de produccio

Les proteines son utilitzades de forma rutinaria en I'ambit sanitari com a
farmacs, vacunes i agents de diagnostic. A més, la recent sequenciacié del genoma
huma ha permés descobrir un gran nombre de dianes terapéutiques, fet que ha creat
una creixent demanda en la produccié de proteines recombinants a escala industrial.
Tradicionalment, la produccié comercial de proteines terapéutiques ha recaigut en
sistemes de fermentacio i cél-lules de mamifer (Gerngross i col., 2004, Wurm i col.,
2004), perd aquests sistemes presenten certs inconvenients a nivell de costos, escalat
i seguretat. Aixi, les plantes han sorgit com un sistema de producci6 alternatiu de
proteines recombinants amb avantatges interessants (Taula 1).

Parametre Plantes Bacteris Llevat Cél-lules de Animals
transgéniques mamifer transgenics
Costos de produccio © Baixos © Baxos |© Mitans | @ Alis © Mitjans
Temps de
P @ Llarg © Curt Q Mig 0 Mig @ Llarg

desenvolupament

Escalat © Facil @® Dificil @ Dificil @ Dificil © Mitjana
Temps d'escalat © Rapid © Rapid |@ Rapid © Rapd @ Lent
Qualitat del producte @ Alta @ EBaixa © Mitana | @ Mitjana | @ Alta
Glicosilacié © Correcte? | @ Falta @ Incorrecte| @ Correcte | @ Corrects

Risc de contaminacio

par paltigene humans @ Baix ® Al @ DBaix ® Al @ Al
Estandarditzacio @® Dificil @ Facil @ Faci @ Facil @® Dificil
Regulacio legislativa @ Alta Q Baixa Q Baixa © Mitjana | @ Alta

Taula 1. Comparacio de sistemes d’expressio de proteines recombinants.

L’avantatge més atractiu que presenten les plantes transgéniques per a la
produccié és la reduccio de costos a escala industrial, sobretot en comparaciéo amb els
sistemes d’expressio basats en céllules, en els quals és necessari I'is de
fermentadors i de personal especialitzat. A més, la prolifera produccié de llavors de les
plantes fa que es pugui escalar la produccié fins a 1000 vegades en una sola
generacid (Schillberg i col., 2005). D’altra banda, el desenvolupament d’'un sistema de
produccié d’'una proteina recombinant en plantes és un procés llarg en comparacio
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amb altres sistemes transgénics. La preparacid6 de vectors d’expressié, la
transformacio, la regeneracié de plantes transgéniques i l'analisi de diferents
generacions fan que pugui durar fins a dos anys, depenent de I'espécie vegetal. Tot i
aixo, existeixen una série de sistemes d’expressio transitoria, com I'agroinfiltracié o I'Us
de vectors virals, que permeten produir de forma rapida petites quantitats de producte
per a la seva validacio (Fischer i col., 1999).

El fet que les via metabolica per a la sintesi de proteines estigui conservada
entre plantes i animals fa que les plantes siguin un sistema interessant per a la
correcte produccio de proteines terapéutiques humanes. A més, utilitzant les plantes
com a sistema de produccié es minimitza el risc de contaminacié del producte amb
patdogens humans, sequéncies oncogéniques i endotoxines (Commandeur i col, 2003).
Per contrapartida, la immaduresa d’aquest sistema de producci6 i la dependéncia de
factors ambientals fan que sigui dificil garantir la qualitat dels processos mitjangant la
estandarditzacié.

1.2. Optimitzacié de I’expressié del transgén en plantes

Un dels principals reptes en la produccié de proteines recombinants en plantes
és aconseguir nivells d’acumulacié elevats. Per aquest motiu és especialment
important I'optimitzacié del vector d’expressié per tal d’augmentar l'eficacia en les
diferents etapes de I'expressidé del transgén: transcripcié, estabilitat del mRNA i
traduccio.

1.2.1. Promotor i regié 5’ no codificant

L’eleccid del promotor que dirigira I'expressié del transgén és el primer punt a
tenir en compte a I'hora d’aconseguir nivells alts de transcripcié en plantes. A més, el
promotor també condicionara en quin teixit i quan s’expressara la proteina
recombinant.

Una de les opcions més utilitzades és I'expressid mitjangant promotors
constitutius que expressaran la proteina en la majoria de teixits de la planta. En
dicotiledonies, I'eleccié més comu és el promotor 35S del virus del mosaic de la coliflor
(CaMV)(O’Dell i col., 1985) o les seves versions modificades que permeten un nivell de
transcripci6 encara major (Kay i col.,, 1987; Carrington i Freed, 1990). En
monocotiledonies, pero, el promotor 35S presenta una activitat més baixa, pel que es
prefereix utilitzar altres promotors constitutius com el promotor de la ubiquitina-1 de
blat de moro (Christensen i Quail, 1996) o el promotor gos-2 d’arrds (de Pater i col.,
1992). Una alternativa per millorar [leficiéncia de promotors constitutius de
dicotiledonies en monocotileddnies consisteix en I'addicié d’un intré normalment en la
regio 5 no traduida. S’ha pogut comprovar que afegint introns tant de gens de
monocotiledonies (Adhl, Shl, Ubil, Actl) com de dicotiledonies (chsA) és possible
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incrementar Il'activitat del promotor CaMV 35S fins a 100 vegades en plantes
transgéniques de Zea mays i Poa pratensis (Vain i col., 1996).

Encara que amb una expressio constitutiva es poden assolir alts nivells
d’acumulacié de proteina recombinant, també presenta seriosos inconvenients que
poden afectar la viabilitat del sistema de produccid6. En primer lloc, l'elevada
acumulaci6 de la proteina recombinant en els teixits vegetatius pot afectar
negativament tant el creixement i desenvolupament de la planta com altres organismes
(herbivors, microorganismes i insectes) que estiguin en contacte amb aquests teixits.
També s’ha demostrat que una expressié constitutiva pot estar relacionada amb el
silenciament génic, provocant una disminucié o abséncia d’acumulacio de proteina
recombinant (Taylor i col. 1997). Per resoldre aquests inconvenients sén especialment
interessants els promotors que permeten expressar la proteina exclusivament en
llavor, normalment de cereals (Stoger i col., 2005). A més, I'expressié especifica en
llavor afavoreix I'estabilitat de la proteina recombinant permetent emmagatzemar-la
llargs periodes de temps sense que es degradi (Daniell, 2001).

Figura 1. Especificitat d’endosperma del
promotor Gi-1 en blat de moro. En blau es pot
apreciar |'expressio del gen marcador gusA gue
s’ha emprat per visualitzar ['activitat del
promotor Gt-1 en els diferents teixits del gra de
blat de moro (Stoger i col.,, 2005).

En els darrers anys s’han utilitzat diversos promotors especifics de llavor,
majoritariament derivats de gens de proteines de reserva, per a expressar proteines
recombinants en diferents parts de la llavor. Un dels més emprats ha estat el promotor
Gt-1 de la glutelina d’arrds que confereix expressié especifica a 'endosperma tant en
arrds (Yang i col. 2003; Katsube i col., 1999) com en altres cereals (Russell i Fromm.,
1997) (Fig.1). Altres exemples de promotors que s’han utilitzat recentment amb éxit per
a expressar proteines recombinants en llavors de cereals sén: el promotor especific
d'embrié de la globulina-1 de blat de moro (Hood i col., 2003), el promotor
d’endosperma de la globulina-1 d’arrés (Hwang i col., 2002), el promotor especific
d’aleurona Hor3-1 de la D-hordeina (Horvath i col., 2000) i el promotor Bx7 de la
glutenina de baix pes molecular de blat (Lamacchia i col., 2001). Encara que en la
majoria de casos s’escull un promotor endogen de I'espécie vegetal en la qual es vol
expressar la proteina, també s’ha demostrat l'activitat creuada d’alguns promotors
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especifics de llavor en altres cereals. Un clar exemple és el promotor Bx7 de blat, el
qual també és actiu i especific d’endosperma en ordi (Schunmann i col., 2003) i en
arrds (Hwang i col., 2001).

Una altra alternativa interessant la constitueixen els promotors induibles, ja que
I'expressio de la proteina recombinant pot ser activada just abans de la recollida de la
biomassa (Padidam, 2003). La majoria de promotors induibles que s’han desenvolupat
s’activen en resposta a un compost quimic com pot ser I'antibiotic tetraciclina (Shockett
i Schatz, 1996), I'esteroid dexametaséna (Samalova i col., 2005), I'etanol (Garoosi i
col.2005), el coure (Segal i col., 2003) o linsecticida metoxifenozida (Unger i col.,
2002). Un altre sistema d’activar I'expressié del transgén que no requereix cap agent
quimic, ha estat el desenvolupat per cientifics de I'empresa CropTech
(www.croptech.com.au) en tabac. Aquest sistema esta basat en el promotor de la
hidroxi-3-metilglutarii CoA reductasa 2 de tomaquet, que és fortament induit en
resposta a un estrés mecanic (Cramer i col., 1999). D’aquesta manera, I'expressio del
transgén s’activa exclusivament durant el processament de les fulles de tabac,
provocant I'acumulacié de la proteina recombinant en un periode de 8-24 hores.
Aquestes estratégies permeten separar la produccid de biomassa respecte a la
produccié de la proteina recombinant, minimitzant la influéncia dels factors ambients
en el rendiment d’acumulacioé i qualitat del producte, i eliminant els possibles efectes
nocius de la proteina expressada en el desenvolupament i creixement de la planta.

L'optimitzacié de l'expressido del transgén en plantes també ha d’incloure
senyals per a un eficient inici de la traduccié. Diversos estudis han mostrat que la
regio 5’ no codificant (5’-UTR) i les sequéncies que envolten l'inici de traduccio (AUG)
tenen un important efecte en l'eficiéncia de traduccié en plantes (Koziel i col., 1996;
Kozak, 1986). La utilitzacid6 de sequéncies 5-UTR provinents de gens de virus de
plantes, particularment de la proteina de la capside, és 'opcié més emprada ja que
permet incrementar notablement 'eficiéncia de traduccié del transgén. S’ha comprovat
que la regié 5’-UTR de la proteina de capside del virus del mosaic de l'alfals (AMV)
permet incrementar 8 vegades la traduccié de mRNA en protoplastes de tabac (Gallie i
col., 1989). Resultats similars s’ha pogut obtenir en tabac amb les regions 5’-UTR del
virus del mosaic del tabac (TMV) i el virus del gravat del tabac (TEV) (Gallie i col.,
1987; Niepel i col., 1999). Tot i aixi, s’ha de tenir present que I'efecte d’aquestes
sequeéncies pot dependre de l'espécie vegetal, sobretot entre dicotiledonies i
monocotiledonies. Aixi, per exemple, s’ha demostrat que la seqiéncia 5-UTR del TMV
és menys efectiva en protoplastes de blat de moro que en protoplastes de tabac
(Gallie i col. 1989), mentre que succeeix el contrari amb les seqiiéncies 5-UTR del gen
de la PEP-carboxilasa de blat de moro (Hudspeth i col., 1989). Per tant, és convenient
tenir en compte I'espécie en qué s’expressara el transgén per a I'eleccié d’'una regi6 5°
no codificant que afavoreixi la traducci¢ i I'estabilitat del transcrit.

1.2.2. Optimitzacioé de la sequéncia codificant

En la majoria dels casos la proteina que s’expressa en plantes prové
d’'organismes heterdlegs com virus, bacteris o mamifers. Les diferéncies en els
mecanismes d’expressid entre aquests organismes, sobretot entre procariotes i
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eucariotes, poden provocar una baixa o nul-la expressié de la proteina salvatge.
L’exemple més conegut és el de la proteina insecticida Bt de Bacillus thuringiensis en
qué s’ha pogut comprovar en diversos estudis que el transcrit salvatge és incapag¢
d’acumular-se en plantes fins i tot quan és expressada sota promotors forts (de Maagd
i col.,, 1999). Per aquest motiu cal tenir en compte una série de factors que poden
afectar tant I'estabilitat del mMRNA com la seva capacitat per traduir-se.

Cada organisme presenta un model d'utilitzacié de codons particular, que
provoca en molts casos una ineficient traduccié de transcrits de gens heterolegs
(Wada i col., 1992). Les plantes tendeixen a presentar en la tercera base dels seus
codons C i G, mentre que en organismes procariotes aquesta posicié esta ocupada
majoritariament per A i T. Aixi, si adeqliem la sequéncia del transgén al model
d'utilitzacio de les plantes és possible augmentar la taxa de traduccié del transcrit i
obtenir nivells més elevats d’acumulacié de proteina. Amb aquesta estratégia Horvath i
col. (2000) van aconseguir millorar substancialment I'acumulacié d’una glucanasa
procariota respecte al gen sense optimitzar. També en el cas de la toxina Bt s’ha
demostrat que l'adequacié de la seqliiéncia al model d'utilitzacié de codons de les
plantes permet acumular més proteina (de Maagd i col., 1999).

Els gens heterdlegs, especialment els provinents de procariotes, poden
presentar diverses seqiiéncies riques en A/U que inestabilitzen el mRNA i provoquen
la seva degradacioé (Chen i col., 1995). El cas més estudiat és el del motiu AUUUA que
s’ha vist que és capac de provocar la rapida degradacio de transcrits tant si és present
en la regio codificant com en la regié 3’ no codificant (Ohme-Takagi i col., 1993; De
Rocher i col., 1998). En un estudi realitzat en tabac, la incorporacié de 10 motius
AUUUA en els transcrits de la B-glucuronidasa (Fig.2) i la globulina s’ha demostrat que

A . . .
AL B Figura 2. Degradacio de mRNA causada
per la repeticié de la seqgiiéncia AUUUA.
Norhern Blols de protoplastes de tabac
e o '. . . . . utilitzats per mesurar la degradacid del
iy transcrit GUS amb diferents regions 3'-
- UTR en referéncia al transcrit control de la
CAT-REF » . . . . . cloramfenicol acetiltransferasa (CAT-REF).
Es pot observar que el transcrit GUS on
s'’han incoporat 10 seqléncies AUUUA en
la regio 3-UTR (B) es degrada rapidament
en comparacic amb el transcrit GUS

B
¢ 30 60 90 120 150 control (A).

GUS-AUUUA » . . -
- EEE .-
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comporta la inestabilitat del transcrits, mentre que si s’incorpora una altra seqiéncia
rica en A/U (AUUAA) no s’observen diferéncies respecte al transcrit salvatge (Ohme-
Takagi i col., 1993). Per tant, sembla que en el mecanisme pel qual un mRNA és
degradat rapidament és més important la preséncia de determinat motius com AUUUA
que el seu contingut en A/U.

Unes altres seqléncies que cal eliminar de la regi6é codificant del transgén per
tal que aquest s’expressi correctament sén llocs criptics de splicing, senyals
prematures de poliadenilacié (AATAAA i variants) i seqliencies amb capacitat per
formar estructures secundaries (de Maagd i col., 1999). Degut a que la mutagénesi
dirigida per tal de suprimir tots aquest elements pot ser molt laboriosa, 'opci6 més
emprada per obtenir la seqiéncia optimitzada d’un transgén consisteix en la generacio
d’'un gen sintétic per sintesi quimica d’oligonucleotids.

1.2.3. Regio6 3’ no codificant

La regi6 3' no codificant (3'-UTR) o terminador pot influenciar fortament
I'estabilitat del mRNA afectant el nivell d’acumulacié de la proteina expressada (Chan i
col.,, 1998). De la mateixa manera que amb la regié 5-UTR, les sequéncies de
poliadenilacié més emprades degut a I'estabilitat que ofereixen al transcrit corresponen
a gens de virus i bacteris que infecten les plantes, com I'octopina sintasa (ocs) i la
nopalina sintasa (nos) d’Agrobacterium thumefaciens o el terminador 35S del CaMV
(Koziel i col., 1996). També trobem alguns exemples de seqiéncies 3’-UTR provinents
de gens de plantes que han funcionat eficientment per a expressar proteines
recombinants, fins i tot millor que els terminadors procariotes. Un exemple és el
terminador de la subunitat petita de la rubisco (rbcS), amb el qual s’ha vist que permet
acumular diverses vegades més mRNA que el terminador ocs en plantes
transgeniques de tabac (Ingelbrecht i col.,1989). En patata també s’ha comprovat que
les sequéncies 3’ no codificants del gen vspB de soja i pin2 de patata permeten
acumular més mRNA que el terminador nos expressant I'antigen de superficie de
I’hepatitis B (Richter i col., 2000).

1.2.4. Altres factors que afecten I'’expressié del transgén

L’expressié del transgén també es veu influenciada per diversos factors que no
poden ser controlats de forma precisa mitjancant el disseny del vector d’expressio i
que poden conduir a nivells d’expressié variables del gen d'interés i, fins i tot, a la
inactivacié completa (Plasterk i col., 2000). Entre aquests factors trobem el lloc
d’integracié del transgén, I'estructura del locus transgénic, el nombre de copies i el
silenciament génic.

S’han desenvolupat diverses estrategies per intentar minimitzar la influéncia
d’alguns aquests factors. La més recent consisteix en la utilitzacié de gens virals que
permeten suprimir el silenciament génic (Anandalakshmi i col. 1998). En un sistema de
transformacio transitoria com I'agroinfiltracid, en quée el silenciament génic és més
accentuat, s’ha demostrat que la coexpressié del supressor viral p19 del virus del
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enanisme ramificat del tomaquet (TBSV) pot incrementar fins a 50 vegades I'expressio
del gen d’interés (Voinnet i col., 2003). D’altra banda, en plantes transgéniques també
s’ha comprovat que supresors virals poden activar I'expressié de transgens que es
trobaven préviament silenciats (Gelvin i col., 2003).

L’expressié del transgén en plantes transformades de forma estable esta
fortament influenciada pel lloc d’integracié del DNA recombinant dins el genoma de la
planta. La soluci6 més evident per evitar els problemes generats per aquest efecte
posicional consisteix en direccionar la integracio del transgén a determinades regions
transcripcionalment actives del genoma de la planta. Encara que el direccionament
especific del transgén mitjangant recombinacié homologa s’ha comprovat en multiples
estudis que és altament ineficient (Offringa i col., 1990; Risseeuw i col., 1995), una
opcio alternativa consisteix en la integracié en llocs especifics mitjangant el sistema de
recombinacié Cre/loxP (Vergunst i col., 1998). En aquest cas el T-DNA recombinant és
dirigit a una localitzaci6 cromosodmica determinada, on s’ha introduit les sequéncies
loxP, gracies a I'expressié transitoria de la recombinasa Cre. Encara que I'eficiéncia de
recombinacio al lloc especific s’ha vist que és baixa (2 %) actualment representa el
millor sistema per dirigir la integracié del transgén.

1.3. Direccionament subcel-lular de la proteina recombinant

La localitzacié subcel-lular de la proteina recombinant és un factor critic per a
la seva estabilitat i, conseglientment, per a la seva acumulaci6. A més, el
compartiment cel-lular on s’acumula afecta significativament a les modificacions post-
traducionals i al plegament de la proteina expressada, contribuint a la seva
funcionalitat.

Estudis comparatius de direccionament realitzats amb immunoglobulines i
fragments Fv de cadena uUnica han demostrat que la via de secrecid és un
compartiment més adequat que el citosol per al plegament i assemblatge de cadenes
proteiques (Schillberg i col., 1999). D’altra banda, el direccionament d’anticossos a la
via de secrecid mitjangcant peptids senyals N-terminals permet normalment una
acumulacio de diversos ordres de magnitud major que I'obtinguda amb una expressio
citosolica. Aquestes millores sén degudes principalment a les caracteristiques del
reticle endoplasmatic (RE), que proporciona un ambient oxidant amb abundancia de
xaperones i poques proteases. Recentment, s’ha demostrat que anticossos
direccionats a la via de secrecid interactuen especificament amb la xaperona
molecular BiP (Nuttall i col., 2002).

En abséncia d’informacié addicional de direccionament, la proteina expressada
és secretada a I'apoplast. Degut a que l'estabilitat de la proteina recombinant és molt
inferior en I'apoplast que en el lumen del RE, I'addicié d’un senyal de retenci6 al RE
pot incrementar significativament l'acumulacié de la proteina recombinant. S’ha
demostrat que I'acumulacié d’anticossos en el lumen del RE mitjangant el tertrapéptid
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K(H)DEL és entre dos i deu vegades superior que sense aquest senyal de retencié
(Conrad i col., 1998). En el cas que expressem una glicoproteina, la retencié al RE fa
que no sigui modificada en l'aparell de Golgi, la qual cosa comporta que no
s’incorporin glicans amb residus especifics de plantes com la fucosa o la xilosa (veure
apartat 1.3.1.).

1.3.1. Glicosilacié en plantes

La via metabolica per a la sintesi de proteines esta conservada entre plantes i
animals. Aixd fa que les plantes siguin un sistema interessant per a la correcta
produccié de proteines terapéutiques humanes, sobretot respecte a sistemes
d’expressio bacterians, on moltes proteines no obtenen el plegament adequat i sén
degradades o s’acumulen en cossos d’inclusié insolubles. Aquesta habilitat de les
plantes queda reflectida en la capacitat de produir anticossos funcionals formats per
quatre cadenes polipeptidiques unides covalentment per ponts disulfur (Schillberg i
col., 2002).

Tot i aixi, existeixen certes diferéncies en el seu processament
posttraduccional, concretament en la glicosilacio (Fig.3). Aixi, glicoproteines humanes
produides en plantes tendeixen a presentar grups glucidics B(1—2)-xilosa i a(1—3)-
fucosa no presents en mamifers i els manquen grups terminals de galactosa i acid
sialic presents en proteines humanes (Gomord i col., 2005). A la figura 3 es descriuen
amb més detall aquestes diferéncies de glicosilacié entre mamifers i plantes. S’ha de
tenir en compte que la composicid en glicans pot variar tant entre espécies vegetals
com en diferents teixits d’'una mateixa planta.

GlcNAc
@ Man
QO p1.4 Gal o O'D
© Neuac " Mammals 3
@ o1,6Fuc e -
s AN
W ot Lore B e W P
© oldFuc eg B P o9 900C
@ £1.3Gal hghathed

@® Gic o /

TRENCE in Bnfecnnoiogy

Figura 3. Diferéncies en els N-glicans de mamifers i plantes. En plantes i mamifers existeixen principalment
dos classes de N-glicans sintetitzats a partir del mateix precursor. El primer tipus son els glicans amb alt
contingut de manosa i estan presents tant a plantes com a mamifers. La seva estructura esta formada per dos
melécules de N-acetilglucosamida {(GlcNAc) i entre 5 i 9 residus de manosa (Man). La segona classe esta
formada per N-glicans més complexes, produits per la incorporacio de diferents residus glucidics mitjangant
glucosiliransferases, algunes de les guals son especifiques de 'organisme. En plantes s‘incerpora a la N-
acetilglucosamida de I'arrel una 21,3 fucesa (21,3 fuc), mentre que en mamifers és una a1,6 fucosa (@1,6 fuc ).
A més, a la manosa central dels glicans de plantes s'uneix una 31,2 Xylosa (1,2 Xyl). Tambe es troben
diferéncies en els extrems dels glicans. Aixi, en plantes s'uneixen residus de B1,3 galactosa (1,3 Gal) i a1,4
fucosa (a1,4 fuc) a la N-aceteilglucosamida terminal, mentre que en mamifers son residus de B1,4 galactosa
{B1,4 Gal) i acid sialic {(NeuAc).
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Encara que les diferencies en l'estructura de glicans siguin minimes, s’ha
demostrat que, en altres sistemes d’expressid, poden afectar l'estructura i la
funcionalitat de la glicoproteina recombinant. A més, existeixen diferents estudis que
demostren la immunogenicitat del glicans de plantes administrats per via parenteral en
diferents mamifers (Bardor i col., 2003; Faye i col., 2005). Tot i aixi, el seu efecte en
humans esta per demostrar.

Per intentar solucionar aquest problema i humanitzar les glicoproteines
produides en plantes, s’han utilitzat diferents aproximacions (Fig.4) La primera
consisteix en la modificacié in vitro de la proteina recombinant mitjangant 3(1,4)-
galactosiltransferasa i sialiltransferasa purificades d’humans (Blixt i col., 2002). Una
altra aproximacid més elegant consisteix en expressar en plantes la ((1,4)-
glactosiltransferasa humana per tal de produir anticossos recombinants amb galactosa
en les seves cadenes glucidiques (Bakker i col., 2001). La sialitzaci6 in vivo és més
dificil d’aconseguir perqué les plantes no tenen els precursors metabdlics per produir
aquest grup. Es necessari, per tant, introduir diferents enzims per constituir tota la via
metabolica. En aquestes aproximacions s’incorporen els residus glucidics que no sén
presents de forma natural a les plantes. Encara manca, pero, eliminar els grups
especifics de plantes i no desitjats (fucosa i xilosa). Per assolir aquest objectiu,
I'estratégia d’alguns laboratoris és inhibir els enzims fucosiltransferasa i xililtransferasa
mitjangant anticossos, ribozimes o RNA d’interferéncia (Twyman i col., 2003). Una altra
opcid, és la retencid de la proteina expressada en el reticle endoplasmatic impedint
'actuacié de les glicosiltransferases especifiques de plantes de I'aparell de Golgi
(Sriraman i col., 2004). Tot i que I'obtencié de productes recombinants funcionals i
idéntics als originals és un repte en aquest camp, existeix una controveérsia respecte a
si els glicans de plantes podrien ser immunogénics 0 no en humans.
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Figura 4. Esfratégies actuals per ‘humaniizar’ in vivo els N-glicans de plantes. Existeixen dos
possibilitat per produir proteines terapeutiques sense N-glicans especifics de plantes. La primera
consisteix en la retencic en el reficle endoplasmatic de la proteina, evitant la intervencid de les
glucosiltransferases de 'aparell de Golgi. La segona es basa en l'obtencié de plantes knock-out per |la
B1,2 xilosiltransferasa i @1,3 fucosiltransferasa. Per tal d’humanitzar els glicans de plantes in vivo és
necessari produir plantes knock-in pels gens de les glucosiltransferases del Golgi huma. L'obtencid de
residus B1,4 galactosa és relativament senzilla ja que només es necessita la introduccic d'un gen,
mentre gue per a la sintesis d'acid sialic fa falta I'expressié simultania de diversos enzims.
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1.4. Eleccid de I'espécie vegetal per a la produccié de proteines
recombinants

1.4.1. Planta amb gran biomassa foliar

El tabac és la planta model per excel-lencia per a la produccié de proteines
recombinants, essent la més utilitzada sobretot a escala de laboratori. L’existéncia
d'una tecnologia ben establerta per a la seva transformacid, la gran produccié de
biomassa, la prolifica produccié de llavors i I'existéncia d’una infraestructura de
processament a gran escala son els principals avantatges del tabac com a planta
productora (Ma i col. 2003). Un altre avantatge important és que es tracta d’'un cultiu
no comestible que dificilment contaminara la cadena alimentaria. Encara que la gran
produccié de biomassa en forma de fulles (fins a 100.000 Kg/hectarea) sembli un
benefici clar, també comporta inconvenients a nivell industrial. Com que la proteina es
sintetitza en un ambient aquds, susceptible de ser degradada, es fa necessari un
processament immediat o la congelacié del material, augmentant consegliientment el
cost de produccio (Fischer i col., 2000). Si es tracta d’'una proteina molt estable que
resisteixi la deshidratacio, les fulles es poden assecar disminuint el volum de material a
processar i permetent emmagatzemar la proteina expressada abans de la seva
purificacié. Un altre inconvenient del tabac relacionat amb el processament és I'alt
contingut en alcaloides que son alliberats en I'extraccié de la proteina i que dificulten el
procés de purificacid (Nikolov i col, 2004). Per tal de minimitzar aquest problema
actualment es disposa de varietats de tabac amb baix contingut d’alcaloides (Fischer i
col. 2004).

Tanmateix existeixen altres cultius amb gran biomassa foliar que s'utilitzen per
a I'expressié de proteines terapéutiques. L’alfals i la soja tenen I'avantatge de ser
espécies fixadores de nitrogen atmosféric i redueixen els costos en fertilitzants
quimics. Especialment interessant és l'alfals, sistema vegetal emprat per 'empresa
canadenca Medicago (http://www.medicago..com), perqué produeix gran quantitat de
biomassa seca amb un alt contingut de proteina en fulla i es pot recollir nou vegades
per any (Khoudi i col., 1999). A més, un important avantatge de I'alfals per a la
produccio de proteines terapéeutiques és que les glicoproteines sintetitzades en fulla
tendeixen a presentar estructures de glicans homogeénies i que, a diferéncia de la resta
de plantes, I'alfals conté la maquinaria necessaria per a la incorporacié d’acid sialic
(Shah i col., 2003). En aquesta espécie s’han aconseguit acumulacions del 1% de
proteina total soluble per a I'anticos C5-1 i fins al 3% per a la B-glucuronidasa (Khoudi
i col., 1999).

Recentment, s’ha descrit que una altra planta del mateix génere, la lleguminosa
Medicago truncatula, ofereix encara més avantatges (Abranches i col. 2005). Primer
de tot, al ser una espécie model dins la familia de les lleguminoses s’han invertit molts
esforcos en caracteritzar el seu genoma i en desenvolupar eines genomiques.
Medicago truncatula, és una espécie autdgama que ofereix més seguretat ambiental
que l'alfals, que és allbgama. Altres factors que fan de M. truncatula una espécie
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atractiva per a la produccié de proteines recombinants sén la gran produccié de
biomassa i un cicle de vida curt.

1.4.2. Plantes per a ’acumulacioé en llavor

L’expressid de la proteina recombinant en llavor aporta diferents beneficis al
sistema de produccié pel que fa a estabilitat de la proteina, seguretat bioldgica,
emmagatzematge i purificacié del producte (Stoger i col., 2005). Tot i aixi, per obtenir
llavors és necessari completar el cicle de floracié, mentre que en els cultius vegetals
en els que la proteina recombinant s’acumula a la biomassa foliar, es poden recollir
abans, eliminant l'alliberacié de pollen i el possible flux de transgens. Actualment
s’estan utilitzant principalment quatre espécies de cereals (blat de moro, arros, civada i
blat) i dos espécies de llegums (soja i pésol) per a la produccié especifica en llavor de
proteines recombinants.

El blat de moro és el cereal més avangat en la produccié comercial de
proteines terapéutiques i és l'aposta de futur d’empreses com Prodigene
(http://www.prodigene.com) i  Meristem  Therapeutics (http://www.meristem-
therapeutics.com). Aquest cereal s’ha utilitzat per a la produccié comercial d’avidina i
B-glucoronidasa i s’esta investigant per a la produccié d’enzims com la lacasa, la
tripsina o la aprotinina (Hood i col, 1997; Witcher i col., 1998). Entre els cereals, el blat
de moro presenta la produccié anual de gra més elevada, un alt contingut proteic en
llavors i un interval de generacié curt. Aquestes caracteristiques fan que pugui
proporcionar el major rendiment de proteina recombinant per hectarea cultivada
respecte a altres cereals (Stoger i col., 2005). Un potencial desavantatge del blat de
moro, pero, és que €s una espécie amb pol-linitzacié creuada, fet que implica majors
mesures de contencié (Commandeur i col., 2003).

Entre els altres cereals, 'arrds presenta diversos avantatges comuns amb el
blat de moro: a) l'alta produccié de biomassa en forma de gra, b) la facilitat de
transformacio i manipulacié en el laboratori, i ¢) la capacitat d’escalat rapid. A més, és
una espécie que s’autopol-linitza i pot ser cultivada en hivernacles en els primers
estadis de la produccié (Stoger i col., 2005). La civada, encara que té una rendiment
menor de gra, presenta I'avantatge d’'un baix cost de produccié i un alt contingut
proteic en llavor. Algunes proteines s’han expressat en grans de civada amb nivells
d’acumulacioé elevats, com un anticos contra el VIH-1 que representava 150 ug/g de
llavor (Schunmann i col., 2002) o una cel-lulasa recombinant que s’acumulava fins a
representar el 1,5% de la proteina total soluble (Xue i col., 2003). Aquestes dues
espécies, arrds i civada, constitueixen actualment la plataforma tecnoldgica de
produccié de diverses empreses com Ventria Bioscience Inc. (www.ventria.com) o
ORF Genetics (www.orf-genetics.com). El blat, d’altra banda, s’ha utilitzat poques
vegades per a I'expressio de proteines terapeutiques degut al baix nivell d’acumulacio
de proteina recombinant observat en diversos casos (Stoger i col., 2002). Malgrat aixo,
el desenvolupament de cassettes d’expressié més eficients pot incrementar I'atractiu
d’aquest cereal, que presenta el cost més baix de produccio.
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L’expressi6 especifica de proteines recombinants en llavor també s’ha explorat
en llegums, principalment soja i pésol, que tenen I'avantatge de presentar un contingut
proteic en llavor molt elevat (>40 %). La dificultat de transformacio i la baixa produccio
anual de gra son els principals inconvenients d’aquest sistema. En pésol s’ha
expressat unicament fragments scFv d’anticossos amb nivells d’acumulacié en llavor
de fins el 2% de proteina total soluble (Perrin i col., 2000; Saalbach i col., 2001). En
soja, I'unic exemple de proteina terapéutica que s’ha expressat especificament en gra
és la caseina, utilitzant el cassette d’expressié de la lectina (Philip i col, 2001).

1.4.3. Espécies vegetals comestibles

El principal avantatge d’expressar la proteina en fruites o verdures és que les
parts comestibles de la planta poden ser consumides crues o semiprocessades,
representant un sistema ideal per a la produccié de vacunes i anticossos d’aplicacio
topica. La patata és lI'espécie més utilitzada per a la produccié de vacunes com
'antigen de superficie de I'hepatitis B o la proteina de capside del rotavirus VP6
(Richter i col., 2000; Yu i col, 2003). També s’han utilitzat patates per expressar
anticossos, glucanases o proteines de llet humana (Artsaenko i col, 1998; Chong i col.,
1997; Chong i col., 2000). Els tomaquets, d’altra banda, tenen I'avantatge de produir
gran quantitat de biomassa dins d’hivernacles, augmentant la seguretat bioldgica del
sistema (McGarvey i col., 1995).

1.5. Sistemes de transformacio

1.5.1. Transformacio nuclear

Existeixen basicament dos metodologies per generar plantes transgéniques en
les quals el DNA recombinant estigui integrat en el genoma de la planta: la
transformacié mitjangant Agrobacterium thumefaciens i el bombardeig amb particules
recobertes amb DNA recombinant. La primera s’utilitza principalment en dicotiledonies
mentre que el bombardeig s’utilitza sobretot en monocotiledonies, on la transformacio
via A. thumefaciens només s’ha desenvolupat per a algunes varietats model (Ma i col.,
2003; Hiei i col, 1997). Recentment, s’ha investigat la utilitzacié d’altres bacteris per a
la transferéncia de gens a plantes. Broothaerts i col (2005), de [l'organitzacio
australiana CAMBIA (www.cambia.org), han desenvolupat la transferéncia de gens a
plantes d’arrds, tabac i Arabidopsis per via dels bacteris Rhizobium, Sinorhizobium i
Mesorhizobium, encara que amb una eficiéncia més baixa.

El principal inconvenient de la generacié de plantes transgéniques mitjangant
transformacid nuclear és que és un procés llarg, que pot durar entre unes quantes
setmanes fins a mesos depenent de I'espécie vegetal. Un altre problema associat a
aquestes metodologies de transformacié és que poden comportar la introduccié de
sequéncies de DNA supérflues en el genoma nuclear. En el cas de la transformacio via
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Agrobacterium, normalment és deguda a un processament poc eficient de les
sequéncies limit del T-DNA que en molts casos resulta en la transferéncia de
sequéncies flanquejants del vector o fins i tot del plasmidi sencer (Martineau i col.,
1994). En el cas del bombardeig, la transferéncia de DNA superflu es deu a que
normalment s’utilitza el plasmidi sencer per recobrir els microprojectils (Christou i col.,
1996). Conseglentment, s’han desenvolupat diferents tecnologies per evitar la
transferencia de sequéncies de vectors. La incorporacié del gen de la barnasa fora
dels limits del T-DNA del plasmidi és una aproximacié emprada per a la transformacio
mitjangant Agrobacterium, ja que I'expressié d’aquest gen és letal per a les cél-lules
vegetals, impedint que proliferin aquelles en qué s’ha integrat part del vector (Hanson i
col., 1999). Tanmateix, dins el T-DNA també trobem sequéncies no relacionades amb
I'expressio de la proteina recombinant com és el gen de seleccio en plantes. Per a la
escissid d’aquestes seqléncies, s’ha desenvolupat una tecnologia basada en el
sistema de recombinacié Cre/loxP, en el qual el gen de seleccio i el gen de la
recombinasa cre estan situats entre dos seqliéncies de recombinacié loxP dins el T-
DNA (Bayley i col., 1992). D’aquesta manera, una vegada s’ha generat la planta
transgénica, la seqléncia situada entre les regions loxP pot ser escindida mitjancant
I'expressid de la recombinasa que es troba sota un promotor induible, sigui per un
agent quimic (Zuo i col. 2001) o per xoc de calor (Wang i col. 2005). En el cas de la
transformacio per bombardeig, per eliminar les seqtiéncies de DNA supérflues 'opcié
meés senzilla consisteix en unir als microprojectils unicament el cassette d’expressié en
comptes del plasmidi sencer (Breitler i col., 2002).

1.5.2. Transformacioé de plastidis

El gen que codifica per a la proteina d’interés també pot ser integrat de forma
estable en el cromosoma dels plastidis (Maliga i col., 2002; Daniell i col., 2002). El
métode més emprat per a la transformacié de plastidis és el bombardeig del teixit
vegetal amb el vector d’expressié (Boynton i col., 1988), encara que també s’han
desenvolupat altres metodologies com la transformacié amb polietilenglicol (O’Neill i
col., 1993) o la transformacid per microinjeccié (Knoblauch i col., 1999). En tots els
casos la integracié del DNA recombinant en el cromosoma del plastidi s’aconsegueix
mitjangant recombinacid homologa, pel que el transgén ha d’estar situat entre
sequéncies homologues al genoma del plastidi.

Els avantatges que ofereix aquest sistema de transformacié per a la produccio
de proteines terapéutiques sén multiples. Les cél-lules vegetals poden contenir un
centenar de plastidis amb unes 100 copies de genoma idéntiques cadascun, fet que
comporta que el transgén estigui en un alt nombre de copies i es puguin obtenir nivells
d’acumulacio de la proteina expressada molt elevats, de vegades superiors al 25% de
la proteina total soluble (Tregoning i col., 2003). D’altra banda, a I'expressar-se la
proteina en un organ d’origen simbiotic bacteria, no es produeix silenciament genic, es
poden expressar diversos gens alhora en operons i es limita la possible toxicitat de la
proteina per a la planta productora. Tot i aixi, el principal atractiu de la transformacio
de plastidis és que I'heréncia del transgén es produeix per via materna i no es
transmet amb el pollen, evitant-se la dispersié del transgén. Tanmateix, I'origen
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bacteria dels plastidis també pot representar un inconvenient ja que no sén capacos de
produir certes modificacions post-traduccionals com la glicosilacio, i que algunes
proteines poden formar cossos d’inclusid, essent necessari el seu replegament durant
la purificacio (Daniell i col., 2002).

Aquesta tecnologia ha estat principalment desenvolupada en cloroplastes de
tabac per 'empresa Chlorogen (www.chlorogen.com), encara que també existeixen
altres espécies en les que la transformacio plastidica ha funcionat amb éxit, com la
pastanaga (Malliga i col., 2002) i el tomaquet (Daniell i col., 2002). Alguns exemples de
proteines terapéutiques que s’han expressat en cloroplastes de tabac sén: 'hormona
de creixement humana a un nivell d’acumulacié del 8% de proteina total soluble
(PTS)(Staub i col., 2000), lalbumina humana al 11% de PTS (Millan i col., 2003),
fragments de toxina tetanica i colérica al 25% de PTS (Daniell i col., 2001; Tregoning i
col., 2003), i una xilanasa termoestable al 6% de PTS (Leelavathi i col., 2003).

1.5.3. Agroinfiltracié

L’agroinfiltracio és un sistema de transformacié transitdria que normalment
s’utilitza per comprovar l'eficacia dels vectors d’expressio, encara que en alguns casos
s’ha emprat per a la produccié de proteines recombinants (Fischer i col., 1999). En
aquest sistema, l'agrobacteri recombinant que transporta el vector d’expressié és
introduit dins el teixit de la fulla mitjangant infiltracié en condicions de buit o per injeccié
directa. Les proteines del bacteri catalitzen la transferencia del T-DNA recombinant al
nucli de la cél-lula hoste on el transgén es transcriura sense integrar-se en el genoma
(An i col., 1985; Kapila i col., 1996). Al cap d’'uns 3-4 dies es pot detectar la maxima
acumulacié de la proteina recombinant, que decau rapidament degut al silenciament
genic post-traduccional (Johansen i Carrington, 2001).

A diferéncia de la transformacié amb vectors virals, I'agroinfiltracié no produeix
'expressio sistémica del transgén, que nomeés és expressat en les cellules
agroinfiltrades. Aquest sistema, perd, permet la utilitzacié de transgens llargs (>2 Kb)
que son genéticament inestables en vectors virals (Porta i col., 1996). Un altre
avantatge de I'agroinfiltracié és que es poden coexpressar diversos transgens en una
mateixa cél-lula simplement barrejant els diferents cultius d’Agrobacterium
recombinants abans de la infiltracié (Kapila i col., 1996). D’aquesta manera s’han
pogut produir anticossos funcionals contra I'antigen carcinoembridnic coexpressant les
cadenes pesada i lleugera en dos vectors diferents (Vaquero i col., 1999).

1.5.4. Vectors virals

Un altre sistema de transformacio transitoria consisteix en la infeccié de plantes
amb virus recombinants on s’ha introduit el gen d’interés, normalment derivats del
virus del mosaic de tabac (TMV) o del virus X de patata (PVX) (Fischer i col., 1999).
Els principals avantatges d’aquest sistema de transformacié sén la rapidesa amb la
qual es pot obtenir el primer lot de producte, els alts nivells d’acumulacié de proteina
recombinant provocats per la propagacio sistemica del virus i la possibilitat d’expressar
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diversos gens infectant les plantes amb diferents virus recombinants. Tot i aixi, la
capacitat d’alguns virus per infectar altres plantes fins i tot d’espécies diferents, fa que
siguin necessaries mesures addicionals de contencié per evitar la dispersié del
transgén.

Existeixen tres estratégies diferents per a la insercié del transgén en el genoma
viral: (1) reemplagar un gen viral no essencial pel gen d’interés, (2) afegir el transgén
sota un promotor subgenomic fort o (3) fusionar-lo amb un gen viral. Ateses les
limitacions de mida dels genomes virals, 'opcié més comuna és la primera, en la que
el transgén s’introdueix normalment substituint la proteina de la capside.

Recentment, 'empresa alemanya Icon Genetics (www.icongenetics.com) ha
desenvolupat una tecnologia anomenada magnifection que combina els avantatges de
'expressid amb virus recombinants i la capacitat de transferéncia del transgén
d’Agrobacterium (Gleba i col.,, 2005). En aquest sistema, el genoma del virus
recombinant és clonat dins el T-DNA d’un vector binari i s’aprofita la capacitat de
transferencia d’Agrobacterium per infectar plantes adultes mitjancant infiltraciéo en
condicions de buit (Marillonnet i col., 2005). Degut a que el gen d’interés és introduit en
el genoma del TMV substituint la proteina de capside MP, no es permet la formacié de
particules viriques i s'impedeix que el virus pugui infectar altres plantes, augmentant la
seguretat bioldogica del sistema. D’altra banda, a I'eliminar la capacitat de moviment
sistémic del virus es redueixen les limitacions pel que fa a la mida del transgén.

El principal problema d’aquesta tecnologia és que la formacié de replicons
actius a partir del transcrit nuclear no és gaire eficient. Aquest fet es deu a que el TMV
no presenta de forma natural una fase nuclear i que, consegiientment, el seus
transcrits no estan preparats per al processament i transport nuclear. Marillonnet i col.
(2005) van resoldre aquest problema modificant el genoma del virus recombinant en
dos sentits: (1) introduint mutacions silencioses per tal d’eliminar llocs criptics de
splicing i (2) afegint introns vegetals per tal de que els transcrits fossin reconeguts més
facilment per la maquinaria de processament i exportaci® de RNA nuclears. Amb
aquestes modificacions es va aconseguir que el percentatge de cél-lules que
replicaven el virus passés del 1,6% al 90% i que la quantitat d’agrobacteris necessaris
per iniciar la infeccié es reduis unes 1000 vegades. Aquestes millores han fet que
magnification sigui actualment la tecnologia que permet acumular més quantitat de
proteina recombinant en plantes, en alguns casos fins al 80% de proteina total soluble
(Gleba i col., 2005).

1.6. Purificacio de la proteina recombinant en plantes

La purificacié de la proteina recombinant a partir de teixit vegetal és I'etapa que
genera meés costos en un sistema de produccié basat en plantes transgéniques. Un
exemple n’és la produccié de B-glucuronidasa en plantes transgéniques de blat de
moro, on s’ha estimat que el 94% dels costos de produccié anuals son deguts al
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fraccionament de les llavors (6%), extraccié de proteina (40%) i purificacié (48%)
(Evangelista i col., 1998). Conseguentment, per tal que el sistema sigui comercialment
viable és necessari desenvolupar un procés de purificacié barat, que pugui ser escalat
i que permeti preservar la funcionalitat de la proteina d’interés.

Les plantes contenen una particular matriu de contaminants (proteines, olis,
compostos fendlics, etc) que han de ser eliminats durant la purificacié de la proteina
recombinant. Els compostos fendlics, molt abundants en fulles de tabac, sén
particularment molestos ja que poden formar complexos amb la proteina recombinant
durant I'extraccié aquosa i interfereixen en els processos de purificacio, sobretot quan
s’utilitzen métodes cromatografics (Kusnadi i col., 1998). A més, els residus solids de
les plantes s6n generalment més abundants, més densos i de mida més gran que els
residus cel-lulars provinents de bacteris o cél-lules de mamifer. Aixd fa que en la
purificacié6 de proteines a partir de biomassa vegetal (excepte en el cas de cultius
cel-lulars vegetals) les etapes de fraccionament i trituracié abans de I'extracci6 tinguin
una importancia especial. Un altre factor rellevant és I'espécie vegetal en la qual s’esta
expressant la proteina recombinant, ja que afecta no només els meétodes de
processament sind també els compostos contaminants que cal eliminar durant la
purificacié. En tabac, per exemple, la preséncia d’alcaloides toxics fa necessaria una
alta puresa del producte final (Moleney i col., 1995). D’altra banda, la purificacié a
partir de grans d’arros es veu beneficiada per la preséncia d’'inhibidors de proteases
que proporcionen estabilitat a la proteina recombinant durant I'extraccié (Menkhaus i
col, 2004).

Les etapes de processament de la biomassa transgénica fins a I'obtencié de la
proteina recombinant pura es poden dividir en tres parts: (1) fraccionament i trituracio
de la biomassa, (2) extraccio de la proteina i separacié de les fases solida/liquida i (3)
purificacié de la proteina recombinant. La figura 5 recull les principals operacions
emprades en les diferents parts del processament. En general, I'Us final de la proteina
heterdloga, I‘espécie de produccid i el teixit on s’expressa la proteina recombinant
marquen la necessitat de cadascuna d’aquestes etapes. Un exemple de processament
minim és la produccié de vacunes en plantes comestibles, en qué la proteina pot ser
administrada com a material cru. D’altra banda, si el que produim és una proteina
terapéutica d’aplicacio parenteral per a humans, la purificacié incloura multiples passos
per tal d’assolir el nivell de puresa requerit (95-98 %)(Headon i Walsh, 1994). A més
sera necessari demostrar que el producte final no conté pesticides o altres agents
citotoxics i que esta lliure de contaminacié microbiologica (Miele i col., 1997).

El primer pas en el processament és el fraccionament i trituracio, i t¢ com a
principal objectiu reduir el volum de biomassa i preparar-la per a I'extraccid proteica.
En primer lloc s’ha d’aillar el teixit on s’ha expressat la proteina recombinant, sigui
'endosperma de la llavor, 'embrid o la fulla en el cas del tabac. A continuacid, després
de netejar i condicionar el material, aquest es tritura per reduir la mida de les
particules. Per a espécies que contenen molta quantitat d’olis naturals, en aquesta
etapa també s’inclou normalment una extraccio d’olis amb hexans (Bai i col., 2002).

La segona etapa, I'extraccio proteica, t¢ com a missioé solubilitzar la proteina
recombinant del material vegetal en un medi aquds que permeti la posterior purificacio.
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La composicié del tampd d’extraccié (pH, detergents, sals, inhibidors de proteases,
etc.) és el primer punt a tenir en compte, ja que determina tant la capacitat de
solubilitzacié de la proteina recombinant com de la resta de proteines del teixit vegetal.
Balasubramaniam i col. (2003) han demostrat que el pH té un efecte especialment
important en I'extraccioé de proteina total de tabac. Canviant el pH de 3 a 9 la quantitat
de proteines natives extretes variava de 1 a 1,6% (p/p) de la biomassa. Una vegada
s’ha extret la proteina recombinant, el seglient pas consisteix en separar les fases
soluble i insoluble, normalment per centrifugacio o filtracié. Un altra opcidé consisteix en
utilitzar en aquesta etapa resines EBA (expanded bed absortion) que permeten acoblar
la separacié soluble/insoluble amb la concentracié i la separacié cromatografica
(Menkhaus i col., 2004). Tot i aixi, la gran mida de les particules solides presents en
els extractes vegetals representa un problema per emprar aquesta técnica, ja que
poden col-lapsar I'entrada de la columna i sén dificils d’eluir (Bai i Glatz, 2003).

Fraccionament i Extraccio proteica i
trituracio de la biomasa separacio fase solidalliquida

»Fraccionament [:. »Extraccid proteica
»Neteja del material »>Centrifugacio
»Trituracid »>Filtracio {Ultrafiltracid)
»Extraccio d'olis » Expanded bed absorption (EBA)
Olis <:D Solids & U
Purificacio

»> Precipitacio selectiva

Producte »Extraccid aquosa en dos fases
.:l > Diverses formes de cromatografia

»Dialisi

»>Estrategies de proteines de fusio

final

Figura 5. Procés general per a la recuperacié d’una proteina recombinant a partir de
material vegetal.

En la majoria de casos, els protocols utilitzats en I'etapa de purificaciéo de
proteines recombinants en plantes es basen en técniques cromatografiques, ja sigui
utilitzant columnes de bescanvi idnic, hidrofobic o d’exclusi® molecular, o Ia
combinacié d’aquestes (Kusnadi i col., 1998). Tanmateix, en el cas de la produccio
d’anticossos es prefereix la purificacio per afinitat amb proteina A (Chargelegue i col.
2000) o lantigen (Fischer i col., 1999), ja que proporciona un millor rendiment.
L’addicié d’'un tag a la proteina recombinant és una altra opcié per millorar I'eficiéncia
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de purificacié (Mejare i col., 1998), encara que si estem expressant un farmac, a
I'afegir la seqiéncia del tag estem comprometent la seva funcionalitat. A part de la
cromatografia també existeixen altres métodes que s’han emprat en la purificacié de
proteines a partir de plantes. La precipitacié selectiva amb sals o polielectrolits és un
sistema senzill i barat que s’utilitza normalment per eliminar compostos contaminants
abans d’'una separacié cromatografica (Menkhaus i col., 2004). Un altre métode no
cromatografic és I'extraccid aquosa en dos fases, que permet fraccionar I'extracte i
separar els solids en una Unica operacié (Balasubramaniam i col.,2003).

Per tal de simplificar la purificacié i reduir la necessitat de cromatografia,
actualment s’han desenvolupat diverses estratégies basades en [I'expressio de
proteines de fusi6. Un exemple és la tecnologia desenvolupada per I'empresa
SemBioSys Genetics (http://www.sembiosys.com), en qué la proteina d’interés és
expressada en cereals com a fusié amb la oleosina. D’aquesta manera, la proteina de
fusié es pot recuperar facilment de cossos oleics i, mitjangcant una endoproteasa,
alliberar la proteina recombinant (Seon i col, 2002). Recentment, ERA-Biotech
(http://www.erabiotech.com) ha desenvolupat una altra tecnologia basada en la
acumulacié de la proteina d’interés en cossos proteics mitjangant fusié6 amb dominis
Zera® rics en prolina. Aquesta estratégia permet purificar la proteina de fusié en un sol
pas mitjangant l'aillament dels cossos proteics per centrifugacié. Tot i que aquestes
estrategies permeten purificar la proteina de fusié amb un simple pas de fraccionament
subcel-lular, tenen l'inconvenient que és necessari processar la fusid per obtenir la
proteina d’interés.
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2. T-20, inhibidor de la fusié del VIH-1

2.1. El Virus de I'lmmunodeficiéncia Humana (VIH-1)

Encara que la sindrome de 'immunodeficiencia adquirida (SIDA) induida per
VIH-1 va ser descrita fa només dues décades, s’ha convertit en una pandémia
d’enormes proporcions. Al maig de 2006, I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va
estimar que més de 38,6 milions de persones estaven infectades per VIH i que uns 30
milions de persones ja havien perdut la vida per culpa d’aquesta malaltia. El gran
esfor¢ per desenvolupar terapies antivirals ha fet disminuir la mortalitat en els paisos
desenvolupats, perd tot i aixi s’estima que actualment més de 40.000 persones
s’infecten cada any als Estats Units. A més, I'epidémia es continua estenent a I'Africa
sub-sahariana i el sud-est asiatic i esta guanyant cada vegada més forca a Russia,
Europa de l'est i 'América llatina (LaBranche i col., 2001). Aquest panorama esta
provocant una gran inversiéo economica en investigacié per al desenvolupament d’'una
vacuna contra la infeccié del VIH i terapies antivirals que permetin prolongar i millorar
la qualitat de vida dels infectats pel virus.

2.1.1. Estructura del VIH-1

El virus de la immunodeficiéncia humana (VIH-1), pertany a la familia
Retroviridae, que comprén un gran nombre d'espécies viriques que infecten
fonamentalment vertebrats. Aquesta familia esta dividida en tres subfamilies:
Oncovirinae, Lentivirinae i Spumavirinae. El VIH pertany a la subfamilia dels Lentivirus,
anomenada aixi perqué un dels trets caracteristics és produir infeccions lentes i
latents. En aquesta familia també trobem els virus de 'immunodeficiéncia dels simis
(VIS) i dels felins (VIF), aixi com un altre virus que infecta humans i esta localitzat a
I'’Africa oriental (VIH-2) (Hirsch i col. 1989).

El VIH-1, com tots els lentivirus, presenta una estructura amb forma esférica
d’'uns 100 nm de diametre i consta d’'una bicapa lipidica externa que recobreix un core
nucleoproteic que conté el genoma viral (Fig.6)(Turner i col., 1999). L’embolcall viral
prové de la membrana de la cél-lula infectada i en ella trobem dos proteines
involucrades en el procés d’entrada del virus: la glicoproteina de la superficie viral
gp120, i la glicoproteina transmembrana gp41. El core esta format per la proteina
estructural p24 que protegeix el material genétic del virus: dos cadenes de RNA amb
dos proteines associades, p9 i p6. Dins la nucleocapside també trobem dos enzim
importants en el cicle vital del virus, la retrotranscriptasa i la integrasa viral. Entre
'embolcall i la nucleocapside hi ha una matriu que déna integritat al virus i que esta
constituida majoritariament per la proteina p17.
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Figura 6. Estructura del VIH-1. Micrografies electroniques (A) de VIH-1 en el
procés d'alliberacio (Turner, 1998) i representacic esquematica d'un virid madur

(B).

La mida del genoma viral és de 9,8 Kb i esta flanquejat en els dos extrems per
sequéncies LTR (Fig.7). En la zona central es troben els gens que codifiquen per 9
proteines estructurals que provenen del processament de 3 grans precursors: Gag que
formara la nucleocapside del virus, Pol que donara lloc als tres enzims (proteasa,
retrotranscriptasa i integrasa) i Env que formara el complex glicoproteic de la
membrana. A més, el genoma viral també inclou sis proteines més que tenen funcions
reguladores (Frankel, 1998).

MA | CA|NC | PE
| gag | fvir] |- rev -l
pol N tat - [nef
Pro | RT | Int SuU 1 ™
L] B
vpr vpu

Figura 7. Estructura del genoma del VIH-1.
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2.1.2. Cicle vital del VIH-1

El cicle de replicacié del VIH-1 es pot dividir en una fase primerenca i una fase
tardana. La primera comenga amb la unié del virus a la superficie de la cél-lula diana i
finalitza amb la integracioé del DNA proviral al genoma de la cél-lula. En aquest estadi
el virus es pot mantenir en laténcia esperant un estimul extern que activi la seva
transcripcio. La fase tardana del cicle comenga amb la transcripcio i processament del
RNA viral i acaba amb l'alliberament dels virions de la cél-lula infectada.

: Muclear bealization

Uncoating

5® Modification

N Translation

Doy ep

Figura 8. Esquema representatiu del cicle vital del VIH-1.

Aquestes dues fases del cicle de replicacioé es poden dividir en diverses etapes:
entrada del virus, transcripcio reversa del RNA viral, integracié al genoma de la
cél-lula, expressio i maduracié de proteines virals i, finalment, alliberament del virions
(Fig.8). El primer pas consisteix en la interaccié del complex glicoproteic del virus amb
receptors especifics de la superficie celllular. Aquesta unié induira canvis
conformacionals en les glicoproteines virals que conduiran a la fusié de les
membranes del virus i la ceél-lula receptora. Aixi, la nucleocapside viral és alliberada
en el citoplasma de la cél-lula infectada. A continuacié es produeix la transcripciod
reversa del RNA viral a DNA lineal. L'abséncia d’activitat 3'-5’ exonucleasa de la
retrotranscriptasa provoca una alta taxa d’error en la replicacio, fet que genera la gran
variabilitat gendmica caracteristica del VIH-1 (Mansky, 1995). La doble cadena de
DNA proviral és transportada al nucli de la cél-lula infectada i és integrada en el
genoma mitjangant I'accié de lintegrasa. L'expressidé dels gens virals és un procés
altament regulat en el que intervenen tant components de la maquinaria de transcripcio
de la cél-lula com proteines reguladores del virus. Els transcrits virals tenen dos rols
fonamentals: constituir el RNA genodmic dels virus descendents i donar lloc als
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precursors proteics Gag, Pol i Env. A continuacié es produeix I'assemblatge d’aquest
precursors amb el RNA gendmic del virus i l'alliberament al medi extracel-lular de les
particules viriques. L’Ultima etapa consisteix en la maduracié del virions mitjangant la
proteasa viral.

El coneixement dels mecanismes moleculars implicats en cada pas del cicle
vital del virus ha estat essencial per al desenvolupament de farmacs antiretrovirals.
Fins fa pocs anys les terapies antivirals tenien com a dianes terapéutiques dos punts
del cicle vital del VIH: la retrotranscriptasa i la proteasa viral. Els inhibidors de la
retrotranscriptasa viral van ser els primers agents antivirals desenvolupats contra la
infeccié de VIH-1 i actualment formen part de la majoria de coctels terapéutics. Dins
d’aquest grup es poden diferenciar els analegs de nucledsids com AZT i 3TC i els no
nucledsids com Nevirapine i Delavirdine. D’altra banda, els inhibidors de la proteasa
tenen com a missié impedir el processament del precursor Gag, evitant aixi la
maduracié dels virions. Aquest grup esta format basicament per péptids que
mimetitzen el substrat de 'enzim (pex. Indinavir, Ritonavir, Saquinavir).

Encara que en molts pacients la combinacio de terapies antivirals comporta una
forta reduccié de la carrega viral, I'elevada taxa de mutacié del virus porta a I'aparicié
de virus resistents. A més, alguns pacients pateixen efectes secundaris greus que
impossibiliten el tractament amb determinats farmacs. Es per aixd que s’esta fent un
gran esfor¢ en el desenvolupament de nous farmacs que tinguin com a diana altres
etapes del cicle vital del virus. La inhibici6 de I'entrada del virus es l'opcié més
atractiva, ja que les molécules virals que hi participen estan exposades al medi
extracel-lular i sbn més accessibles que dianes intracel-lulars com l'integrasa.

2.2. Entrada del VIH-1 dins la cél-lula diana

L’entrada del VIH-1 a la céllula diana és un procés complex en el que
intervenen tant components de 'embolcall viral (gp120 i gp41) com receptors de la
cél-lula hoste. Només aquelles cél-lules que expressin el receptor viral CD4 i el
coreceptor de quimioquines CCR5 o CXCR4 sén susceptibles de ser infectades.
Conseglientment, la infeccié del VIH-1 esta dirigida a limfocits-T, macrofags i cél-lules
dendritiques.

2.2.1. Proteines de ’embolcall del VIH-1

Les proteines de I'embolcall del virus son sintetitzades com un unic precursor
polipeptidic (gp160) a partir del DNA proviral. Posteriorment, gp160 és digerida donant
lloc a dos proteines funcionals (gp120 i gp41) que sén extensament glicosilades a
'aparell de Golgi i transportades a la membrana cel-lular. Com a conseqiéncia del
procés d’escissidé de les particules viriques a partir de la membrana de la cél-lula
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infectada, aquestes glicoproteines acabaran constituint el complex proteic de
I’'embolcall cel-lular.

La glicoproteina gp120 forma la subunitat de superficie de I'embolcall proteic i
té com a principal missié la interacci6 amb el receptor CD4 i els receptors de
quimioquines de la cél-lula hoste (Kwong i col., 1998). La seva estructura és globular i
conté cinc regions variables (V1-V5) localitzades a la superficie de la proteina que
permeten canvis en la conformacié de gp120. Els extrems N- i C-terminals es troben
en un domini intern que esta associat amb gp41.

gp41
Péptid
HR1 de fusio

HR2

“z-

Domini extracel-lular

|
I

Domini intracel-lular
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Figura 9. Representacid esquematica de la glicoproteina
gp41 del VIH-1. En blau s’ha marcat la segiiéncia de HR 2
corresponent al T-20.

La glicoproteina gp41 és una proteina transmembrana que intervé en la fusio
de les membranes del VIH-1 i la cél-lula hoste (Chan i col., 1997). En ella es poden
diferenciar un petit domini intracel-lular, un domini transmembrana i un domini
extracel-lular (Fig. 9). El domini extracel-lular conté diferents motius virals involucrats
en la fusié de les membranes. A I'extrem amino terminal es pot diferenciar un péptid de
fusié hidrofobic que sera I'encarregat d’introduir-se en la membrana diana. En aquest
domini també trobem dos seqléncies hidrofobiques repetides: HR1 i HR2. Aquestes
sequéncies presenten un motiu de cremallera de leucines que els hi confereix
I'estructura de a-helix. Durant el procés d’entrada gp41 pateix una série de canvis de
conformacio en els quals les regions HR1 i HR2 tenen una important funcio.

2.2.2. Procés d’entrada del virus

L’entrada del virus comenga amb la interaccio de la glicoproteina de superficie
gp120 amb el receptor viral CD4. Aquesta unié provoca un canvi de conformacié en
les regions variables (V1, V2 i V3) de gp120 que resulta en I'exposicié d’'una seqiiéncia
altament conservada que permet la interaccid amb els coreceptors de quimioquines
CXCR4 i CCR5. A continuacidé, i com a consequéncia de la unid dels coreceptors, es
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produeixen una série de canvis de conformacié en gp41 que condueixen a la fusioé de
membranes. Gp41 es troba inicialment en un estat replegat en qué les regions HR1 i
HR2 de tres mondmers formen una espiral amagant el péptid de fusié en linterior del
complex. La unié dels coreceptors indueix I'estirament de les sequéncies HR ancorant
el péptid de fusié a la membrana de la cél-lula. En aquest estadi gp41 exposa la regio
HR2 i és vulnerable a la inhibicidé per péptids. Degut a la baixa estabilitat
termodinamica d’aquest estadi, les regions HR2 es repleguen novament posant en
contacte les membranes viral i cel-lular. Es produeix llavors la fusi6 de membranes i la
internalitzacié de la nucleocapside viral en l'interior de la cél-lula.

[Ty,

Coreceptor

Cél-lula hoste

Inhibidors de la Inhibidors de la Inhibidors de la
unié a CD4 unio al coreceptor fusio (T-20)
{(PRO 542) {(AMD3100)

Figura 10. Esquema representatiu del procés d’entrada del VIH-1 a la cél-lula diana. En
vermell s'indiquen els tres possibles llocs d'intervencic en el procés d'entrada aixi com el farmac
mes representatiu dins de cada grup. Esquema adaptat a partir de Doms i col., 2000.

En aquest procés d’entrada existeixen tres punts que sén susceptibles de ser
inhibits: la unié del receptor CD4, la unié dels coreceptors i els canvis de conformacio
de gp41. Actualment s’estan desenvolupant agents terapéutics per inhibir cadascuna
d’aquestes etapes (Fig.10).

2.3. T-20: estructura i mecanisme d’accio

El T-20 és un péptid de 36 aminoacids homoleg a la regié 127-162 del domini
extracel-lular de la glicoproteina gp41 del VIH-1. També es coneix com a DP-178,
enfuvirtide o amb el nom comercial de Fuzeon. ElI T-20 constitueix el principal
representant del grup d’inhibidors de la fusi6 anomenats C-péptids, els quals es
caracteritzen per presentar una seqiiéncia que mimetitza part de la regi6 repetitiva C-
terminal HR2 de gp41 (Fig.9). En la figura 11 es detalla la seva formula estructural. Cal
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destacar que el péptid sintétic comercial presenta modificacions en els seus extrems.
L’extrem N-terminal es troba acetilat, mentre que I'extrem C-terminal esta amidat.
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Figura 11. Férmula estructural i seqgiéncia del T-20. El péptid sintétic que es
comercialitza presenta un grup acetil en I'extrem N-terminal i un grup amida en I'extrem C-
terminal.

El mecanisme d’accié del T-20 més ampliament acceptat consisteix en la unio
del péptid a la regio HR1 de gp41 en el moment en qué aquesta es troba en la seva
forma desplegada (Cooley i col., 2003). En aquest estat intermediari de gp41 que pot
durar diversos minuts (Jones i col., 1998) el T-20 exerceix un efecte dominant negatiu
al competir amb la regidé HR2 de la propia gp41 per unir-se a la regi6 HR1. D’aquesta
manera el T-20 impedeix el canvi conformacional necessari per a la fusié de
membranes bloquejant el procés d’entrada del virus. Estudis recents d’interaccié in
vitro realitzats per Liu i col. (2005) questionen aquest model, proposant que el T-20 no
impediria el replegament de gp41 mitjangant la unié a la regié HR1 siné que actuaria
unint-se a altres sequéncies de gp41 i gp120.

El T-20 inhibeix I'entrada del virus a una concentracié efectiva 50 (CE50) de
2 ng/mL en linies cel-lulars humanes (Wild i col., 1993). En un sistema in vivo, la potent
activitat antiviral del T-20 va ser demostrada per Kilby i col. (1998) mitjancant un
assaig clinic realitzat amb 16 pacients. Es van administrar durant 2 setmanes diferents
dosis de T-20 per via intravenosa, donant com a resultat un descens del RNA viral de
2 logqo corresponent a una reduccié del 99% en la carrega viral. Aquesta reduccio és
comparable amb la produida per les terapies retrovirals que s’estan utilitzant
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actualment. També es va poder observar una relacié dosi-resposta amb un maxim
d’eficacia quan s’administraven 100 mg de péptid dues vegades al dia. Aquests
prometedors resultats van portar al T-20 a la designacié de fast track per la Food and
Drug Administration (FDA), fet que va accelerar els assaigs clinics de fase Il i lll.
Finalment, el maig de 2003 la FDA va aprovar la utilitzacié del T-20 en combinacio
amb altres retrovirals per al tractament d’infeccions avangades en adults i nens.

Actualment, el T-20 és produit per sintesis quimica per Trimeris - Hoffmann La
Roche i és comercialitzat sota el nom de Fuzeon (www.fuzeon.com). La seva sintesi
inclou més de 100 reaccions quimiques, fet que comporta un elevat cost del producte
final. Segons dades actuals el tractament amb fuzeon pot arribar fins a 20.000 € a
'any. Aquest fet comporta que només una petita part dels pacients potencials pugui
ser tractat amb aquest farmac. Per aquests motius vam creure que la seva produccio
en un sistema heterdleg podria ser una bona alternativa. Aixi, en aquest treball ens
hem plantejat el desenvolupament d’un sistema de produccié de T-20 en plantes
transformades amb I'objectiu de demostrar que pot representar una alternativa a la
sintesi quimica. Per comprovar que el péptid expressat en plantes és funcional s’han
realitzat assaigs d’activitat en cél-lules en cultiu comparant-lo amb un péptid T-20
produit per sintesi quimica. D’aquesta manera es pretén determinar si la produccié en
planta pot representar una disminucioé en I'activitat del farmac.
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