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1. L’expressió en plantes de tabac representa un sistema 
alternatiu de producció de T-20 
 

 En els últims anys les plantes s’han consolidat com un sistema alternatiu per a 
la producció de proteïnes d’interès terapèutic. La reducció en els costos de producció, 
la seguretat davant de possibles contaminacions per patògens humans i la seva 
capacitat de processament posttraduccional són alguns dels avantatges que ofereix 
aquesta emergent aplicació biotecnològica (Ma i col., 2003). En aquest treball s’ha 
desenvolupat un sistema per produir, en plantes, un pèptid terapèutic amb activitat 
antiviral que inhibeix l’entrada del VIH-1 a la cèl·lula diana: el T-20. Actualment el T-20 
és produït per síntesi química mitjançant un complex procés format per més de 100 
reaccions químiques que condicionen l’elevat cost del producte. Aquest fet, comporta 
que només una petita part dels pacients potencials pugui ser tractats amb aquest 
fàrmac. Així, per a ampliar la disponibilitat del T-20 hem cregut interessant explorar la 
possibilitat de produir-lo en un sistema recombinant que permeti abaratir costos.  

 Com es demostra en aquest treball, l’expressió en plantes de tabac pot 
representar un sistema alternatiu per a la producció del T-20. S’ha demostrat que amb 
l’estratègia emprada es poden assolir nivells alts d’acumulació de T-20 en fulles de 
tabac (fins al 0,3 % de proteïna total soluble) i que és possible obtenir-lo amb un alt 
grau de puresa mitjançant un procés de purificació que permet ser escalat. A més, s’ha 
comprovat que el pèptid produït en plantes és actiu en cèl·lules en cultiu i que presenta 
la mateixa capacitat d’inhibició que el pèptid produït per síntesi química. 

 

1.1. Acumulació de les proteïnes de fusió al RE 

 

 Un dels punts crítics per tal que un sistema de producció en plantes sigui viable 
és la necessitat d’assolir nivells alts d’acumulació de la proteïna recombinant. Diversos 
estudis han demostrat que el direccionament de la proteïna recombinant a la via de 
secreció i la seva retenció en el RE mitjançant el tetrapèptid K(H)DEL afavoreix la seva 
estabilitat i, consegüentment, el seu grau d’acumulació (Wandelt i col., 1992; Conrad i 
col., 1998, Chen i col., 2006). Tanmateix, aquesta estratègia presenta certs 
inconvenients quan el que es vol produir són pèptids o proteïnes d’aplicació 
terapèutica. Potser l’inconvenient més evident és que l’acumulació de proteïnes al RE 
via H/KDEL és depenent del receptor i per tant, saturable. Les proteïnes solubles amb 
una extensió C-terminal H/ KDEL surten del RE en vesícules tipus COPII (Phillipson i 
col., 2001) i una vegada en el Golgi són capturades per ERD2 (receptor del H/KDEL) 
per a ser reciclades altre cop al RE en vesícules tipus COPI (Boevink i col., 1998).  
D’altre banda, la incorporació del tetrapèptid H/KDEL a la seqüència aminoacídica del 
fàrmac pot condicionar la seva activitat. En aquest treball, s’han evitat aquests 
problemes emprant una estratègia d’acumulació al RE independent de K(H)DEL. S’ha 
expressat el T-20 fusionat a dominis rics en prolina de γ-zeïna aprofitant les propietats 
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d’aquests dominis per quedar retinguts en el RE (Geli i col., 1994). D’aquesta manera 
s’ha aconseguit acumular T-20 de forma estable dins d’aquest compartiment cel·lular. 

 La retenció al RE provocada pels dominis rics en prolina de la γ-zeïna sembla 
estar relacionada amb la seva capacitat per agregar-se en aquest compartiment. 
Existeixen dos factors que podrien intervenir en aquest procés: la capacitat 
d’autoensemblatge del domini repetitiu i la formació de ponts disulfur intermoleculars. 
El domini repetitiu de la γ-zeïna està format per 8 repeticions de l’hepaxèptid PPPVHL. 
Estudis de dicroïsme circular i RMN realitzats amb un pèptid sintètic amb la mateixa 
seqüència van demostrar que aquest adoptava una conformació d’hèlix de proliprolina-
II en una solució aquosa (Dalcol i col., 1996). En la figura 57A es representa aquesta 
estructura en què els residus hidrofòbics (valina, leucina) es situen en un costat i els 
residus polars (histidines) a l’altre. Posteriorment es va comprovar que la conformació 
d’hèlix de proliprolina-II proporcionava al pèptid (PPPVHL)8 la capacitat 
d’autoensemblar-se  formant unes estructures miceliars (Kogan i col., 2001; Kogan i 
col., 2002). Quan es dipositava el pèptid sobre grafit pirolític altament orientat (HOPG) 
es podia observar per microscòpia de força atòmica que la superfície quedava 
completament coberta de fibres de 6 nm alineades una al costat de l’altra (Fig. 56 C). 
En un ambient aquós el pèptid també tenia aquesta propietat i s’agregava formant 
unes fibres visibles al microscopi electrònic de transmissió (Fig.56 B). Així doncs, 
aquesta capacitat d’autoensemblatge podria explicar la retenció al RE de proteïnes de 
fusió que contenen el domini repetitiu. A més, s’ha demostrat que aquest domini té la 
propietat d’interaccionar amb lípids de la membrana de liposomes (Kogan i col., 2004), 
suggerint que l’agregació in vivo pot tenir lloc en la membrana interna del RE. 
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 D’altra banda, en el transcurs d’aquest treball s’ha vist que per solubilitzar les 
proteïnes de fusió era necessari l’addició d’un agent reductor en el tampó d’extracció. 
Aquest fet s’explica per la presència de 6 cisteïnes en els dominis rics en prolina, 
majoritàriament situades en el domini Pro-X (Fig.17), que podrien formar ponts disulfur 
intermoleculars i que contribuirien a l’agregació de les proteïnes de fusió dins el RE. 

 Així doncs, sembla que en la regió N-terminal de la γ-zeïna existeix una 
informació redundant que facilita el seu autoensemblatge en el RE: la conformació del 
domini repetitiu i la presència de cisteïnes. La nostra hipòtesis és que aquests dos 
mecanismes intervindrien seqüencialment en l’agregació dins el RE de proteïnes amb 
la regió N-terminal de la γ-zeïna (pe. Rx3-T20). En una primera etapa, la proteïna 
s’autoensemblaria gràcies a les interaccions hidrofòbiques entre dominis repetitius de 
diferents molècules i, a continuació, es formarien ponts disulfur, fent que les proteïnes 
quedessin unides covalentment. En la figura següent s’esquematitza aquest model. 

 

 

 

 

 Aquesta capacitat d’agregació junt amb les característiques del RE poden 
explicar l’alta acumulació de Rx3-T20 dins aquest compartiment. Les proteïnes, tant 
endògenes com heteròlogues, que són sintetitzades en el RE estan sotmeses a un 
mecanisme de control de qualitat per part del conjunt de xaperones i enzims del RE, 
principalment BiP, calnexina, calreticulina, GRP94, PDI i ERp57 (Ellgaard i col., 2003; 
Kleizen i col., 2004). En el moment en què una proteïna és sintetitzada i translocada al 
RE, aquestes xaperones s’uneixen a la proteïna per facilitar el seu plegament. Si obté 
la conformació adequada, les xaperones es separen  permetent-li que continuï per la 
via de secreció. Per contra, si la proteïna no aconsegueix la conformació correcte, les 
xaperones resten unides i dirigeixen la proteïna cap a la via ERAD perquè sigui 
translocada al citosol i degradada pel proteasoma (Ahner i col., 2004). Recentment 
s’ha descrit que la xaperona lumenal BiP també pot dirigir la proteïna mal plegada cap 
a vacuoles lítiques via Golgi (Pimpl i col., 2006). Aquest mecanisme podria representar 



Discussió                                                          
 

148 

una alternativa a la degradació pel proteaosoma per a aquelles proteïnes que no 
poden ser translocades al citosol. 

 Segons el nostre parer la capacitat d’agregació dels dominis rics en prolina 
podria impedir que la proteïna de fusió seguís aquestes vies provocant que restés 
acumulada de forma estable en el RE. D’una banda, els agregats de proteïna de fusió 
no podrien ser transportats al Golgi degut a la limitació de mida de partícula dels llocs 
de sortida del RE. Encara que s’ha vist que virus de 50 nm de diàmetre i fibres de 
col·lagen de 300 nm de longitud poden sortir del RE (Mackenzie i col., 2001; Mironov i 
col., 2001), podria ser que els agregats de proteïna de fusió presentessin una mida 
més gran, que impedís la seva sortida. A més, la capacitat d’interacció amb lípids de 
membrana del domini repetitiu també podria intervenir en aquest procés, retenint els 
agregats en la membrana interna del RE (Kogan i col, 2004). D’altra banda, la formació 
d’agregats també impediria que la proteïna de fusió fos degradada mitjançant la via 
ERAD en el cas que fos reconeguda com a anòmala o mal plegada. De fet, la 
presència de BiP en la fracció cel·lular on es localitza Rx3-T20 ens suggereix que 
aquesta xaperona està interactuant amb la proteïna quimèrica. Malgrat això, 
l’agregació de Rx3-T20 segurament no permet a BiP transferir la proteïna al translocó 
perquè sigui degradada en el citoplasma pel proteasoma ni formar vesícules COPII per 
degradar la proteïna en vacuoles lítiques. Així doncs, l’alta acumulació de Rx3-T20 en 
el RE es pot explicar amb la baixa mobilitat dels agregats dins aquest compartiment, 
impedint tant la sortida cap a l’aparell de Golgi com la seva translocació al citosol. 
D’aquesta manera resta estable en el RE permetent un alt grau d’acumulació. 

 Encara que la proteïna de fusió Rx3-T20 ha resultat ser la que permetia 
acumular més T-20 en fulles de tabac, l’expressió de les fusions R3-T20, P4-T20 i 
X10-T20 ens ha aportat informació sobre la capacitat dels diferents dominis de γ-zeïna 
per agregar-se dins el RE. Els resultats de Western Blot han mostrat que les quatre 
proteïnes de fusió presenten un diferent grau d’acumulació quan són expressades en 
fulla de tabac. El nivell màxim d’acumulació s’ha obtingut amb la proteïna Rx3-T20, 
seguida de R3-T20, P4-T20 i X10-T20 en aquest ordre. Si tenim en compte que 
aquestes diferències no són degudes a variacions en el nivell d’expressió ni estabilitat 
del missatger, segurament es poden atribuir a la capacitat de cada proteïna per 
agregar-se i quedar retinguda en el RE evitant la seva sortida. Així, en la fusió Rx3-
T20 el domini repetitiu i les cisteïnes del domini Pro-X actuarien de forma sinèrgica, 
conferint-li la major capacitat per agregar-se i, consegüentment, la major acumulació. 
El mecanisme d’autoensemblatge del domini repetitiu sembla ser més eficient que la 
unió covalent per via del domini Pro-X, fet que es veu reflectit en la major acumulació 
de R3-T20 respecte a X10-T20. D’altra banda, l’expressió de la proteïna de fusió P4-
T20 demostra la influència en l’agregació del domini repetitiu, ja que un única repetició 
PPPVHL millora sensiblement la seva acumulació respecte a X10-T20.  Tot i així, ni el 
domini Pro-X ni el domini repetitiu semblen ser imprescindibles per provocar 
l’agregació dins el RE formant estructures denses, ja que totes les proteïnes de fusió 
s’han localitzat en la fracció corresponent a CP en els experiments de fraccionament 
subcel·lular. 
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1.2. Localització subcel·lular de la proteïna de fusió Rx3-T20 

 

 Els experiments de localització subcel·lular de la proteïna Rx3-T20 realitzats no 
permeten determinar exactament en quin compartiment subcel·lular s’acumula aquesta 
proteïna. Malgrat això, existeixen diversos indicis que suggereixen que Rx3-T20 és 
capaç de formar CP derivats de RE. En primer lloc, el fraccionament subcel·lular de 
fulles de tabac transgènic ha mostrat que Rx3-T20 s’acumula en una fracció densa en 
la que també sedimenten els CP naturals de llavor. A més, aquesta fracció es troba 
enriquida en la xaperona del reticle BiP suggerint que els orgànuls on és localitza Rx3-
T20 estan relacionats amb el RE. En segon lloc, els experiments preliminars 
d’immunolocalizació al microscopi confocal ens indiquen que Rx3-T20 s’acumula en 
unes estructures que podrien correspondre per mida, distribució i forma a CP. Per 
últim, existeixen diversos precedents que demostren la capacitat de formació de CP de 
proteïnes de fusió que contenen dominis rics en prolina de la γ-zeïna. En el laboratori 
s’havia vist que la fusió d’aquests dominis a l’hormona calcitonina era capaç de formar 
CP en fulles de tabac. Recentment, estudis realitzats per Mainieri i col. (2004) 
confirmen aquesta capacitat a l’observar que la fusió en C-terminal d’aquests dominis 
a la proteïna vacuolar de reserva de mongeta faseolina també provoca una alta 
acumulació de la proteïna de fusió en CP quan és expressada en fulles de tabac 
(Fig.59).  

 

 

 

Així doncs, encara que seria necessari immunolocalitzar la proteïna al 
microscopi electrònic, tot apunta que Rx3-T20 es capaç de quedar retinguda al RE i 
formar CP. La capacitat de retenció al RE dels dominis rics en prolina de la γ-zeïna ja 
havia estat descrita anteriorment per Geli i col. (1994) mitjançant l’expressió de 
mutants de delecció en Arabidopsis. En aquest treball també es postulava que la regió 
C-terminal de la γ-zeïna semblava ser essencial per a la formació de CP.  Amb els 
resultats obtinguts s’ha pogut ampliar la primera conclusió formulada per Geli i col.: els 
dominis N-terminals rics en prolina poden conferir la seva capacitat de retenció al RE a 
una proteïna fusionada en C-terminal. D’altra banda, l’habilitat d’acumular-se en 
orgànuls densos, probablement CP, no és un resultat esperat en la segona conclusió. 
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1.3. Rx3-T20 és estable a la dessecació de la fulla de tabac 

  

 Un dels inconvenients d’utilitzar les fulles de tabac com a teixit de producció és 
que la proteïna d’interès és expressada en un ambient aquós que afecta seriosament 
la seva estabilitat (Menkhaus i col., 2004). En la majoria de casos és necessari 
congelar o processar l’elevada biomassa vegetal generada immediatament després de 
la seva recollida per tal que la proteïna recombinant no es degradi. Com s’ha 
demostrat en aquest treball, l’agregació de la proteïna de fusió Rx3-T20 dins el RE 
permet assecar la fulla sense que es produeixi una pèrdua de proteïna recombinant. 
D’aquesta manera es pot emmagatzemar el material assecat a temperatura ambient 
fins al moment de la purificació del producte, abaratint substancialment el procés de 
producció. L’estabilitat de Rx3-T20 també beneficia la purificació, ja que la majoria de 
proteïnes de la fulla de tabac són degradades durant l’assecat fent augmentar el 
contingut relatiu de Rx3-T20 en fulles seques. 

 Un cas excepcional és la línia Rxt3.31, on Rx3-T20 no només és estable sinó 
que el seu grau d’acumulació es veu substancialment incrementat durant el procés de 
dessecació. Degut a que aquest fenomen té lloc en totes les plantes d’una única línia 
transgènica, creiem que deu ser provocat per l’efecte posicional del transgén. 
Segurament la integració del T-DNA s’ha produït a prop d’elements que s’activen 
fortament en l’assecat de la fulla. Com s’ha demostrat en els experiments d’ELISA, 
amb aquest fenomen el contingut de Rx3-T20 ha passat de representar el 0,3% 
respecte al total de proteïnes solubles en fulla fresca de la línia Rxt3.31, a representar 
el 10% en fulla seca. S’ha produït doncs un increment de 30 vegades en el contingut 
relatiu de Rx3-T20, fent que els nivells d’acumulació en fulla seca siguin comparables 
amb els alts nivells obtinguts amb altres tecnologies com la transformació plasídica o 
l’expressió amb vectors virals (Staub i col., 2000; Gleba i col., 2005). Tanmateix, per 
poder aprofitar aquesta característica en un futur és necessari conèixer el mecanisme 
pel qual es produeix l’increment d’expressió durant l’assecat. 

 Actualment, gràcies a experiments de PCR inversa realitzats en el laboratori, 
existeixen indicis que la integració del T-DNA en el genoma s’ha produït en una 
seqüència que presenta una alta homologia amb la regió 5’ del gen de la treonina 
desaminasa (TD) de Nicotiana attenuata. S’ha descrit que l’expressió d’aquest gen 
s’activa en resposta a l’atac de lepidòpters, en concret degut a ferida mecànica 
(Schittko i col., 2001). Per tant, encara que aquests resultats estan per confirmar, 
sembla que l’increment d’expressió de Rx3-T20 durant l’assecat podria ser 
conseqüència de les ferides infligides a les fulles de tabac en la seva recollida i no a la 
pròpia dessecació. Així doncs, aquests indicis obren una nova via d’investigació amb 
la finalitat de clonar i caracteritzar aquest promotor i poder utilitzar-lo en un futur per a 
l’expressió de proteïnes recombinants en tabac. 
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1.4. Purificació de T-20 a partir de fulles de tabac 

  

 Diversos estudis demostren que el processament del material vegetal i la 
purificació de la proteïna expressada representen la major part dels costos en un 
sistema de producció en plantes (Menkhaus i col., 2004). Un exemple n’és la 
producció de β-glucuronidasa en plantes transgèniques de blat de moro, on s’ha 
estimat que el 94% dels costos de producció anuals són deguts al fraccionament de 
les llavors (6%), extracció de proteïna (40%) i purificació (48%) (Evangelista i col., 
1998). Per tant, per tal que el sistema sigui comercialment viable és especialment 
important dissenyar un procés de purificació que no generi costos elevats. A més, els 
mètodes de purificació que s’utilitzin han de poder ser escalats i han de preservar la 
funcionalitat de la proteïna d’interès.  

 En aquest treball hem desenvolupat un protocol de purificació de T-20 a partir 
de fulles de tabac que compleix aquests requisits. En primer lloc s’han aprofitat les 
característiques físico-químiques de la proteïna de fusió Rx3-T20 per purificar-la 
mitjançant precipitació salina i cromatografia de bescanvi iònic. A continuació s’ha 
digerit la fusió amb la proteasa Factor Xa i s’ha purificat el T-20 per HPLC 
semipreparatiu. Com a resultat s’ha obtingut el pèptid T-20 amb un grau de puresa 
superior al 90%, que ens ha permès avaluar la seva activitat antiviral en un sistema de 
cèl·lules en cultiu. 

 Encara que el contingut en proteïna de fusió Rx3-T20 era molt elevat en fulla 
seca de la línia transgènica Rxt3.31 (10% de PTS), hi ha hagut un factor extern que ha 
dificultat enormement el procés de purificació: la contaminació accidental de les línies 
transgèniques amb el virus del mosaic del tabac (TMV). A la figura 60 es pot veure 
com en extractes proteics de fulla seca i fresca infectada amb TMV trobem una 
proteïna majoritària que correspon a la proteïna de la càpside del virus i que presenta 
la mateixa mobilitat electroforètica que Rx3-T20. Per tal de separar aquesta proteïna 
contaminant de Rx3-T20 ha estat necessari afegir etapes addicionals en el procés de 
purificació. Aquestes han consistit en: (1) realitzar preextraccions amb un tampó sense 
agent reductor per solubilitzar la proteïna de càpside del virus sense extreure Rx3-T20, 
i (2) afegir sulfat d’amoni al 10% en saturació a l’extracte per provocar la precipitació 
de la proteïna vírica. Tot i així, degut a l’abundància d’aquesta proteïna no s’ha pogut 
eliminar totalment fins a la purificació per HPLC, provocant una davallada en 
l’eficiència de cada etapa de purificació.  
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Tot i que l’estratègia d’expressar de T-20 en fusió amb dominis rics en prolina 
afavoreix l’acumulació del pèptid, comporta incorporar una etapa addicional en la 
purificació: el processament de la proteïna de fusió. En el nostre cas, s’ha introduït una 
diana de digestió per a la proteasa Factor Xa per poder alliberar el T-20. Encara que 
s’ha demostrat que aquest sistema és efectiu, l’elevat cost de l’enzim provoca un 
encariment notable en els costos de purificació. Una opció per evitar la utilització 
d’enzims és realitzar un processament químic de la proteïna de fusió amb bromur de 
cianogen (CnBr) (Rais-Beghdadi i col., 1998). El CnBr talla les metionines convertint-
les en homoserina lactona, deixant un grup amino en N-terminal. Consegüentment, per 
tal d’utilitzar aquest tipus de processament és necessari incorporar una metionina 
entre les dues parts de la proteïna de fusió. Aquest sistema, però, es veu limitat per la 
presència de metionines en la seqüència de la proteïna d’interès. Una altra alternativa 
és la incorporació d’una seqüència d’autoprocessament, tipus inteïna, a la proteïna de 
fusió (Senejani i col., 2001). Recentment s’han generat per enginyeria genètica 
seqüències d’inteïna, en què el processament es pot induir mitjançant l’addició d’un 
agent nucleofílic com el DTT (Morassutti i col., 2002). D’aquesta manera es pot 
purificar la fusió i provocar el seu processament in vitro.  

 Encara que en aquest treball s’ha emprat un procés de purificació de Rx3-T20 
basat en les seves característiques fisico-químiques, l’agregació de Rx3-T20 dins el 
RE possibilita l’aplicació d’un sistema alternatiu de purificació. L’elevada densitat dels 
agregats de RX3-T20, permet que puguin ser aïllats mitjançant la centrifugació 
d’homogenats cel·lulars en un gradient de densitat. D’aquesta manera, amb un únic 
pas de purificació, es pot obtenir la proteïna de fusió Rx3-T20 pràcticament pura. 
Recentment s’ha desenvolupat altres estratègies d’expressió que permeten aprofitar 
els avantatges que ofereix l’acumulació de la proteïna recombinant en determinats 
orgànuls cel·lulars. SemBioSys Genetics ha desenvolupat un tecnologia en la qual la 
proteïna d’interès és expressada en fusió amb la oleosina (Seon i col., 2002). 
D’aquesta manera, la proteïna de fusió es pot recuperar de cossos oleics amb un 
simple procés d’extracció. Una altra estratègia és la fusió amb un domini 
transmembrana del receptor de cèl·lules T humanes (Schillberg i col., 2000). En aquest 
cas la proteïna de fusió es localitza a la membrana plasmàtica i pot ser extreta en un 
volum petit utilitzant detergents.  
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1.5. Activitat antiviral del T-20 purificat de plantes  

  

 L’activitat del T-20 purificat de plantes (pT20) s’ha avaluat in vitro en un sistema 
format per cèl·lules humanes MT4 infectades amb VIH-1 i s’ha comparat la seva 
capacitat d’inhibició amb la d’un pèptid produït per síntesi química (sT-20). Els 
resultats obtinguts mostren que el pT-20 inhibeix la mort cel·lular a una CE50  de 2,2 
μg/mL, similar a la que s’obté amb el sT-20 (3,6 μg/mL). Per tant, a part de demostrar 
que el T-20 de plantes és actiu en un sistema in vitro, podem dir que la producció en 
plantes no representa cap disminució en l’activitat del fàrmac respecte a la seva síntesi 
química.  

 Tot i això, assaigs d’activitat realitzats amb el fàrmac comercial (cT-20) revelen 
que el  seu grau d’inhibició és 10 vegades superior al pT-20 (CE50 = 0,2 μg/mL) (Esté i 
col., no publicat). Aquesta diferència es pot explicar gràcies a la modificació dels 
extrems del pèptid comercial. Tant el pT-20 com el sT-20 presenten els seus extrems 
amino- i carboxi-terminals lliures a diferencia del comercial, en què  l’extrem amino 
terminal es troba acetilat i l’extrem carboxi terminal amidat (Taula 6). Aquestes 
modificacions protegeixen segurament el pèptid de l’acció d’exopeptidases, fent 
augmentar la vida mitjana del compost en sistemes vius (Adessi i col., 2002).   

 

 

 

 Així doncs, encara que el pT-20 és actiu, el seu nivell d’inhibició es veu reduït 
degut a la forma lliure dels seus extrems. Encara que l’acetilació de l’extrem N-terminal 
és inviable en un sistema d’expressió recombinant, existeix una opció per obtenir en 
plantes T-20 amidat en C-terminal. Es podria expressar el pèptid amb una glicina en el 
seu extrem C-terminal i, mitjançant l’acció de l’enzim PAM (monooxigenasa amidant de 
peptidil-glicines), amidar-lo in vitro una vegada purificat (Ray i col.,1993). Per contra, la 
utilització de PAM recombinant en la purificació implicaria un increment substancial 
dels costos de producció. 
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2. Acumulació de T-20 en gra d’arròs 

 
 Un dels objectius d’aquesta tesi ha estat l’acumulació de T-20 en grans d’arròs, 
ja que ofereix diversos avantatges respecte a l’acumulació en teixits vegetatius (Stoger 
i col., 2005). Les llavors de cereals aporten un entorn especialitzat en el 
emmagatzematge de proteïnes de reserva, fet que afavoreix l’acumulació i l’estabilitat 
de la proteïna recombinant. S’ha demostrat que anticossos expressats en llavor resten 
estables fins a tres anys a temperatura ambient sense que es produeixi una disminució 
detectable d’activitat (Stoger i col., 2000). A més, l’expressió en llavors facilita la 
purificació de la proteïna recombinant degut al simple proteoma d’aquest teixit de 
reserva  i a l’absència de compostos fenòlics i alcaloides presents en teixits verds. Per 
últim, amb l’expressió específica en llavors s’evita el contacte de la proteïna 
recombinant amb herbívors i les possibles interferències amb el creixement i 
desenvolupament de la planta degudes a l’expressió de la proteïna en teixits 
vegetatius.  

 Amb la finalitat d’aprofitar aquests avantatges, s’ha expressat la proteïna de 
fusió Rx3-T20 en grans d’arròs utilitzant un promotor específic d’endosperma. S’ha 
escollit l’arròs com a planta productora degut a la gran biomassa que genera en forma 
de gra, la facilitat de transformació i manipulació, i la rapidesa d’escalat que ofereix. 

 

 

2.1. El promotor gammaZ no és específic de gra d’arròs 

 

 La primera aproximació experimental realitzada ha consistit en avaluar la 
capacitat del promotor de la γ-zeïna de 27 kD de blat de moro (gammaZ) per provocar 
l’acumulació d’una proteïna recombinant específicament en gra d’arròs. En blat de 
moro el gen de la γ-zeïna està present només en una o dues còpies per genoma 
(Boronat, 1986), però el seu producte representa fins al 15% del contingut proteic de 
l’endosperma, fet que demostra la potent activitat del seu promotor durant el 
desenvolupament. Tot i així, encara que s’ha comprovat que gammaZ és actiu i 
específic en plantes transgèniques de blat de moro, aquesta és la primera vegada que 
s’utilitza en un sistema heteròleg.  

 Per a aquest estudi s’han transformat plantes d’arròs amb una construcció que 
conté la seqüència reguladora -1639/+61 del gen de la γ-zeïna (promotor gammaZ) 
fusionada a la seqüència codificant del gen gusA (GUS). L’anàlisi de l’activitat del 
promotor s’ha realitzat utilitzant exclusivament les línies amb una única integració del 
transgén per tal d’eliminar la variabilitat d’expressió produïda per múltiples 
integracions. Els resultats obtinguts han mostrat que gammaZ és funcional durant el 
desenvolupament del gra d’arròs, presentant un màxim d’activitat GUS als 20 DAF 
(9434 pmols4-MU/min/mg de mitjana). Aquest patró temporal d’expressió encaixa amb 
l’activitat del promotor gammaZ  en blat de moro, on el màxim d’expressió determinat 
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per Northern Blot es situa en els 15 DAF (Pérez-Grau i col., 1986). Així doncs, podem 
dir que gammaZ és actiu en gra d’arròs i presenta un patró d’expressió similar al de 
blat de moro. Tot i així, el seu nivell d’expressió és moderat si es compara amb altres 
promotors de proteïnes de reserva d’arròs (Qu i Takaiwa, 2004). 

 D’altra banda, mitjançant tinció histoquímica i l’anàlisi per fluorimetria de 
l’activitat GUS s’ha demostrat que gammaZ també és actiu en altres teixits de la 
planta. De fet, els nivells d’activitat GUS a fulla (8276 pmols4-MU/min/mg de mitjana) 
són similars als obtinguts en gra. Podem dir, per tant, que la seqüència reguladora        
-1639/+61 de la γ-zeïna no permet una expressió específica en gra. Així doncs, encara 
que gammaZ presenta una activitat moderada en gra d’arròs, el seu interès per a 
l’expressió de proteïnes recombinants es veu limitat per la inespecificitat de teixit. Per 
aquest motiu es va descartar per a l’expressió de la fusió Rx3-T20 en gra d’arròs. 

 L’estudi dels elements reguladors en cis necessaris per a l’expressió específica 
a l’endosperma d’arròs s’ha limitat a uns pocs gens de glutelines (Takaiwa i col., 1996 i 
1999; Wu i col., 1998). Especialment important és l’element GCN4 que s’ha demostrat 
que és essencial per a l’especificitat d’endosperma en el gen de la glutelina 1 (Wu, 
1998). De fet, la fusió de multímers d’aquest element al promotor 35S és suficient per 
induir l’expressió específica a endosperma en plantes transgèniques d’arròs. Els 
motius AACA, ACGT i Prolamin-Box presents en els promotors de la majoria de 
proteïnes de reserva d’arròs semblen estar més relacionats amb una regulació 
quantitativa de l’expressió. Mitjançant experiments de guany de funció en plantes 
transgèniques d’arròs s’ha demostrat que la combinació dels elements GCN4, AACA i 
ACGT és suficient per conferir un nivell detectable d’expressió a l’endosperma en el 
gen GluB1 (Wu, 2000). Tots els elements esmentats estan també presents en el 
promotor gammaZ de blat de moro (Marzàbal, 1998), fet que fa força sorprenent la 
seva inespecificitat en arròs. Una possible explicació és que la seqüència 3’ 
flanquejant del gen de la γ-zeïna fos necessària per a l’especificitat de teixit en arròs. 
L’únic exemple d’un gen de proteïna de reserva en què són necessàries tant la regió 5’ 
com la regió 3’ flanquejants per conferir l’expressió específica a l’endosperma, és la 
prolamina de 10 kD. Qu i col. (2004) van aconseguir revertir l’expressió ectòpica  de 
GUS generada per aquest promotor en plantes d’arròs transgèniques, canviant el 
terminador nos per la regió 3’ no-codificant del gen natiu. 

  

 

2.2. Expressió en gra d’arròs de Rx3-T20 amb el promotor RP5 

 

 Degut a la manca d’especificitat del promotor gammaZ en arròs, es va escollir 
la seqüència reguladora -1075/-1 respecte a l’inici de transcripció del gen de la 
prolamina de 13 kD (promotor RP5) per expressar la proteïna de fusió Rx3-T20 en 
plantes transgèniques d’arròs. També es van generar línies transgèniques, en les 
quals la mateixa proteïna era expressada sota el promotor constitutiu 35S amb la 
finalitat de comparar tant l’especificitat com el nivell d’expressió oferts per ambdós 
promotors. 
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 L’anàlisi per Western Blot de les línies transgèniques revela que Rx3-T20 es 
pot detectar en gra i no en fulla quan és expressada sota el promotor RP5, mentre que 
amb el promotor 35S es pot detectar en ambdós teixits. Aquests resultats confirmen 
l’especificitat d’endosperma del promotor RP5 descrita per Pai-Hsiang i col. (2001), 
reafirmant-lo com un bon candidat per dirigir l’expressió de proteïnes recombinants en 
gra d’arròs. Els motius GCN4 i G-box-like presents en el promotor RP5 podrien ser 
responsables de la seva especificitat (Pai-Hsiang i col., 2001). Tot i així, en quant a 
nivell d’expressió, el promotor RP5 no ofereix cap avantatge respecte al promotor 
constitutiu 35S, ja que l’acumulació de Rx3-T20 en gra és molt similar en ambdós 
grups de línies transgèniques. D’altra banda, al comparar l’acumulació de Rx3-T20 en 
gra d’arròs amb la obtinguda en fulles de tabac es va observar que el gra d’arròs 
permet una major acumulació de la proteïna de fusió.  

 Diversos autors han demostrat que l’expressió de proteïnes recombinants en 
llavor de cereals beneficia la seva estabilitat (Stoger i col., 2005). Aquesta afirmació 
també es fa extensiva en el cas de Rx3-T20, ja que s’ha pogut comprovar que la 
proteïna de fusió no es degradada durant el desenvolupament del gra i resta estable 
en gra madur. Tot i així, en el nostre cas aquest fet no aporta cap avantatge respecte a 
l’expressió en fulla de tabac en què Rx3-T20 també es estable gràcies a la seva 
acumulació en orgànuls densos tipus CP.  

 

 

2.3. Rx3-T20 s’acumula junt amb les prolamines d’arròs en CP-I 

 

 Com s’ha demostrat anteriorment, la proteïna de fusió Rx3-T20 és capaç 
d’acumular-se en uns orgànuls densos que probablement corresponen a CP quan es 
expressada en fulles de tabac. En l’endosperma d’arròs, però, l’entorn en què es troba 
la proteïna de fusió és completament diferent, fet que podria afectar la seva localització 
subcel·lular. En aquest cas, Rx3-T20 és expressada en un teixit especialitzat en 
l’emmagatzematge de proteïnes de reserva, les quals s’acumulen en dos poblacions 
diferents de CP. Mentre que les prolamines d’arròs formen CP de tipus I originats a 
partir del RE, les glutelines són transportades al Golgi, on formen CP de tipus II 
d’origen vacuolar (Yamagata i Tanaka, 1986; Krishnan i col., 1986). 

 El fraccionament subcel·lular de grans d’arròs transgènic ha revelat que Rx3 és 
localitza en una fracció densa, on també sedimenten els CP de tipus I i II d’arròs. A 
més, s’ha pogut comprovar que aquesta fracció es troba enriquida amb la xaperona 
BiP del RE, la qual s’ha demostrat que intervé en la biogènesi de CP-I (Li i col., 1993). 
Mitjançant immunocitoquímica de cèl·lules d’endosperma s’ha pogut determinar la 
localització exacte de la proteïna de fusió Rx3-T20 en CP de tipus I. No s’ha detectat 
proteïna recombiant ni en CP-II ni en l’apoplast. Així doncs, aquests resultats indiquen 
que Rx3-T20 no es capaç de generar CP per si sola en l’endosperma d’arròs, sinó que 
s’acumula en CP-I derivats de RE junt amb les prolamines natives.  

 Estudis de delecció de RNA indiquen que per a l’acumulació de les prolamines 
en CP de tipus I són necessaris dos elements en cis, anoments zip codes, que 
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provoquen la síntesi localitzada en determinades regions del RE (Hamada i col., 2003). 
L’absència d’aquests elements en els transcrits de Rx3-T20 comporta que són les 
característiques de la proteïna de fusió el que determina la seva localització. Diversos 
estudis suggereixen la importància de la retenció al RE de la proteïna recombinant per 
a la seva acumulació en CP-I. Un bon exemple és l’expressió de la faseolina en 
plantes transgèniques d’arròs. Quan és expressada sense senyal de retenció al RE, 
s’acumula en CP-II (Zheng i col. 1995), mentre que si s’expressa incorporant el 
tetrapèptid KDEL en C-terminal, es localitza majoritàriament en CP-I (Frigerio i col, 
2001).  L’expressió d’anticossos scFv recombinants en què s’ha afegit el senyal de 
retenció al RE també resulta en la seva acumulació en CP-I (Nicholson, 2005). Encara 
que Rx3-T20 no presenta aquest senyal, les propietats dels dominis de γ-zeïna per 
autoensemblar-se podrien provocar que fos retinguda al RE. Així, la formació de 
oligòmers de Rx3-T20 impediria la seva sortida del RE, fent que quedés atrapada junt 
amb les prolamines d’arròs en CP-I. Una altra hipòtesi és que els dominis de γ-zeïna 
permetessin a la proteïna de fusió interaccionar amb les prolamines d’arròs impedint 
que seguís la ruta de secreció. Tant si la interacció és amb altres molècules de Rx3-
T20 com amb les prolamines d’arròs, sembla que la formació de ponts disulfur 
intermoleculars per part de les cisteïnes dels dominis de γ-zeïna estaria involucrada, ja 
que és necessari incorporar un agent reductor per poder solubilitzar la proteïna de 
fusió. 
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Conclusions 
 

1. De l’estratègia emprada per a l’acumulació de T-20 recombinant en plantes 
se’n dedueix que, les quatre proteïnes de fusió (Rx3-T20, R3-T20, P4-T20 i 
X10-T20), que contenen seqüències riques en prolina de la γ-zeïna fusionades 
al inhibidor de VIH-1, presenten diferents nivells d’acumulació quan són 
expressades constitutivament en plantes de tabac . Com més llarga és la 
seqüència rica en prolina de γ-zeïna fusionada al T-20, major és el seu grau 
d’acumulació. Així doncs, la proteïna Rx3-T20, que conté els dos dominis, 
domini repetitiu i el domini Pro-X, és la més adient per acumular T-20 en fulles 
de tabac. 

 
2. Els experiments de fraccionament subcel·lular i de immunodetecció realitzats 

sobre fulles de tabac transgènic ens han permès observar que la proteïna de 
fusió Rx3-T20 s’acumula en uns orgànuls cel·lulars molt densos equivalents als 
CP de blat de moro. La presència de BiP en aquests orgànuls revela que són 
derivats del RE. Aquests resultats suggereixen que els dominis rics en prolina 
de la γ-zeïna són capaços, com a gra de blat de moro, d’induir la formació de 
CP derivats de RE. En aquest cas però, la formació de CP te lloc en teixit 
vegetatiu, dins de cèl·lules no especialitzades en productes de reserva. Per 
tant, podem concloure que la capacitat d’inducció de CP no és un fenomen 
exclusiu de llavor i que és possible gràcies a la gran plasticitat del RE vegetal. 

 
3. La proteïna recombinant Rx3-T20 es manté estable durant el creixement de la 

planta. Sorprenentment també es manté estable durant l’assecat de la fulla de 
tabac mentre que la majoria de proteïnes endògenes són degradades, 
suggerint que la proteïna recombinant acumulada dins els CP està protegida 
del control de qualitat del RE i d’altres proteases cel·lulars.  Aquesta estabilitat 
proteica permet l’emmagatzematge del fàrmac T-20 en forma de fulla seca  
facilitant així el processament de la biomasa per a la seva posterior purificació.  

 
4. S’ha desenvolupat un procés de purificació de la proteïna recombinant a partir 

de fulles seques de tabac que ha permès obtenir el inhibidor T-20 amb un grau 
de puresa del 90 %. El procés ha consistit en purificar la proteïna de fusió Rx3-
T20 a partir d’extractes de fulla mitjançant precipitació proteica selectiva i 
cromatografia de bescanvi aniònic. Posteriorment, es va alliberar el T-20 de la 
fusió per digestió amb la proteasa Factor Xa i, finalment, es va aïllar el T-20 per 
HPLC semipreparatiu. El producte recombinant purificat va presentar per 
espectrometria de masses el mateix pes molecular que el inhibidor T-20 produït 
per síntesi química. 

 
5. Els assaigs d’activitat demostren que el T-20 recombinant produït en plantes de 

tabac és capaç d’inhibir la mort cel·lular en cèl·lules humanes MT4 infectades 
amb VIH-1 a una CE50 de 2,2 ng/ml. Per altra banda, els assaig de toxicitat 
ens indiquen que el producte recombinant purificat de plantes de tabac no és 
citotòxic a una concentració de 5 ng/ml. La seva capacitat d’inhibició és similar 
a la del mateix pèptid produït per síntesi química, del que es dedueix que 
l’expressió en plantes no afecta a l’activitat del T-20. Tanmateix, el T-20 de 
plantes sí que presenta una reducció en la capacitat d’inhibició respecte al 
fàrmac comercial, segurament provocada per la forma lliure dels seus extrems 
amino- i carboxi-terminals. 
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6. S’ha estudiat l’activitat del promotor del gen de la γ-zeïna (gammaZ), específic 
de l’endosperma de blat de moro, en plantes d’arròs.  La seqüència reguladora 
-1639 a +61 respecte l’inici de transcripció d’aquest gen és activa durant el 
desenvolupament del gra en plantes transgèniques d’arròs. El seu patró 
temporal d’expressió en gra és similar al de blat de moro, presentant un màxim 
d’activitat de la proteïna marcadora GUS a 20 DAF. Tot i així, s’han detectat 
nivells comparables d’activitat GUS a fulla, pel que es conclou que les 
seqüències utilitzades de gammaZ no son suficients per a conferir una 
expressió específica en l’endosperma d’ arròs. 

 
7. S’han obtingut línies transgèniques d’arròs que expressen la proteïna de fusió 

Rx3-T20 sota el promotor constitutiu 35S i el promotor específic de llavor RP5. 
La proteïna de fusió s’acumula de forma similar a gra en ambdós grups de 
línies i resta estable durant el seu desenvolupament. Comparativament, el grau 
d’acumulació de la proteïna recombinant Rx3-T20 a gra d’arròs és superior al 
obtingut en fulles fresques de tabac. Per tant, l’expressió en gra d’arròs  és un 
bon sistema per acumular el fàrmac T-20 de forma estable. 

 
8. Els estudis de fraccionament subcel·lular i de immunocitoquímica realitzats en 

les línies transgèniques d’arròs demostren que la proteïna de fusió Rx3-T20 
s’acumula dins l’endosperma del gra d’arròs en CP derivats del RE (CP-I) junt 
amb les prolamines natives. No s’ha observat acumulació de la proteïna 
recombinant en els CP-II d’origen vacuolar on s’acumulen les glutelines. La 
capacitat de retenció al RE dels dominis rics en prolina de la fusió podria 
determinar aquesta localització subcel·lular. 
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