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Abreviatures

ACN ACetoN:itril

APS PerSulfat Amonic

BEVS Baculovirus Expression Vector System

BSA Bovine Serum Albumin

CaMV 35S Cauliflower Mosaic Virus constitutive promoter

CHO Chinese Hamster Ovary cells

CP Cos Proteic

CPD Cysteine Protease Domain

Cv Column Volume

DAPI 4',6-DiAmidino-2-PhenylIndole

DIC Differential Interference Contrast microscopy

DMSO DiMetil SulfOxid

DNA DeoxyriboNucleic Acid

dNTP deoxyNucleotide TriPhosphate

DO Densitat Optica

DOC Sodium Deoxycholate

DOPE DioleOyl PhosphatidylEthanolamine

DOSPA 2,3-DioleylOxy-N-[2(Sperminecarboxamido)ethyl]-N, N-dimethyl-1-Propanaminium
trifluoroAcetate

DsRED Discosoma sp. RED protein

DTT DithioThreiTol

ECFP Enhanced Cyan Fluorescent Protein

ECL Enhanced ChemiLuminescence

EDTA EthyleneDiamineTetraAcetic acid

EK Enterokinase

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ERAD ER-Associated protein Degradation

FBS Fetal Bovine Serum

FDA Food and Drug Administration

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

FXa Factor Xa protease

GD4K-2NA  Gly-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-2-naphthylamide

GST Glutathione-S-Transferase

HBS Hypotonic Buffer Saline

hGH human Growth Hormone

HPI Hores Post-Infeccio

HPT Hores Post-Transfeccio

HRP HorseRadish Peroxidase linked antibody

HTS High-Throughput Screening

IMAC Immobilized Metal ion Affinity Chromatography

IMPACT"  Intein-Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag
InsP6 Inositol hexakisfosfat

IPTG IsoPropylThioGalactoside
LB medi Luria-Bertani
MBP Maltose Binding Protein

MESNA Sodium 2-MercaptoEthaneSulfonate
Mxe GyrA  Micobacterium xenopi Gyrase A intein
MOI Muliplicity Of Infection

NDSB 195  Non-Detergent SulfoBetaine 195
Ni-NTA Nickel- NitriloTriAcetic acid

PBS Phosphate Buffered Saline



Abreviatures 1 Simbols

PCR

R8
RE/ER
RMN
RNA
RP-HPLC
RT

SDS

S19

SPM

Ssp DnaB
SUMO
TAE
TCEP
TEMED
TEV
™V
TSP
X-Gal

SIMBOLS

$<CETHQuEBO°T™«

p/v

II

Polymerase Chain Reaction

Domini repetitiu de la y-zeina 8(PPPVHL)

Reticle Endoplasmatic

Ressonancia Magnetica Nuclear.

RiboNucleic Acid

Reversed Phase — High Performance Liquid Chromatography

Temperatura ambient
Sodium Dodecyl Sulfate

Spodoptera frugiperda 9 cell line

Self-Processing Module

Synechocystis sp. DNA b helicase intein

Small Ubiquitin-like MOdifier

Tris-Acetate-EDTA

Tris (2-CarboxyEthyl) Phosphine Hydrochloride

N,N,N',N'-TEtraMetilEtilenDiamina

Tobacco Etch potyVirus
Tobacco Mosaic Virus
Total Soluble Protein

5-bromo-4-cloro-3-indotil-b-D-Galactopiranosid

Densitat
Percentatge
Concentracid
Massa

Pes molecular
Diametre
Temperatura
Temps

Unitats d’activitat enzimatica
Volum

Volum per volum
Pes per volum
Longitud d’ona

g/mL

%

uM, mM
ng, mg, Kg, T
kDa

cm, mm

°C

s, min, h
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Resum

ERA Biotech S.A. és una empresa que desenvolupa la seva propia tecnologia per a la
produccio6 de proteines i peptids d’alt valor afegit. El métode de produccid i acumulacié de proteina
recombinant es basa en el mecanisme natural d’acumulaci6 de proteines de reserva de blat de moro
(zeines) en organuls densos derivats de reticle endoplasmatic anomenats cossos proteics. La
tecnologia Zera” empra el domini ric en prolina de 1’extrem N-terminal de la y-zeina per induir la
formacid de novo de cossos proteics heterolegs en teixits i1 cel-lules eucariotes. L’elevada densitat
que presenten aquests organuls permet una recuperacidé i enriquiment de la proteina de fusid
d’interés, mitjancant técniques d’homogeneitzacid i fraccionament cel-lular.

Originariament dissenyats per permetre la purificacid per afinitat del proteina d’interes, els
elements de fusié també poden ajudar a mantenir 1’estabilitat, el plegament i la solubilitat del
producte. Malgrat tot, per a algunes aplicacions posteriors es requereix la produccid de la proteina
nativa, amb el qual sdn necessaries etapes de proteolisi mitjangant endoproteases especifiques. En
un context industrial I’addicié d’una proteasa exogena suposa ’etapa més costosa en el procés de
produccio. A més, les condicions de processament poden arribar a interferir amb 1 activitat
biologica del component purificat. Un dels objectius principals de moltes empreses dedicades a la
producciod de proteines recombinants, tracta de cercar alternatives al processament convencional per
addicio de proteases exogenes.

L’objectiu general d’aquest treball s’ha centrat en el desenvolupament 1 aplicacié de dues
estratégies de processament aplicades a proteines recombinants de fusid produides mitjangant la
tecnologia Zera®™, en diferents sistemes d’expressio.

La primera aproximacido ha consistit en la produccid d’enteroquinasa bovina (EK),
endoproteasa especifica, mitjancant la tecnologia Zera®. La produccié d’enteroquinasa propia
evitaria I’adquisicid comercial de la mateixa, amb el qual es reduirien els costos globals de
produccid. S’han dissenyat diferents construccions amb el domini catalitic de I’enteroquinasa
fusionat al domini Zera® per tal de permetre la seva acumulacié en cossos proteics heterdlegs.
Degut a la conformaci6 catalitica que adopta, observarem que el seu extrem N-terminal havia de
romandre Iliure per tal de mantenir la seva activitat proteolitica. La fusié del domini Zera® al
extrem C-terminal d’EK va resultar incompatible amb la viabilitat de les cel-lules de mamifer o del
teixit foliar de tabac, indicant cert grau de citotoxicitat promogut per la proteasa activa. D’altra
banda, el bloqueig de 1’extrem N-terminal d’EK mitjangant la fusié del domini Zera®, requeria
d’una etapa prévia de processament per tal d’activar la proteasa in vitro. Els baixos nivells
d’expressid assolits en cel-lules de mamifer, juntament amb la baixa idoneitat de I’estratégia, varen
motivar I’exploraci6 d’altres alternatives de processament.

La segona aproximacio descrita en aquest treball es basa en 1’estudi de 1’autoprocessament
de proteines de fusidé mitjangant inteines.

Les inteines son elements proteics naturals capacos de promoure I’splicing de proteines a
través d’una serie de reaccions que permeten la seva auto-excissio 1 la uni6 dels fragments que les
flanquegen o exteines. Certes modificacions genétiques en residus clau de la seqiiencia de les
intefnes, han permeés modular la seva activitat per permetre 1’autoprocessament in vitro de forma
controlable. S’ha estudiat ’aplicacié de dos tipus diferents d’inteines induibles per al processament
de proteines de fusid Zera®, en c¢l-lules de mamifer, en cél-lules d’insecte, 1 en planta de tabac.

El rendiment global del procés de produccié de thGH (com a proteina model), fou analitzat i
comparat emprant dos sistemes de processament diferents sobre la proteina de fusié Zera®™
expressada en planta de tabac: el mediat per la inteina MxeGyrA, i el de la proteasa comercial
enteroquinasa. Tot 1 que els costos globals de produccié de rhGH resultaren similars per ambdoés
processos, el rendiment de produccié fou notoriament major en el procés emprant la inteina. L’exit
de I’aplicacié de les inteines a la tecnologia Zera®, ha comportat un aven¢ en el procés de
downstream, facilitant de manera significativa la recuperacio de la proteina nativa d’interes.






Summary

ERA Biotech S.A. is a biotechnology company whose technology permits high-level
production of recombinant proteins and peptides through application of the Zera® assembler
peptide. The Zera® domain originates from a maize storage protein (gamma-zein), which naturally
accumulates in maize grains in the form of dense protein bodies to elevated levels. The Zera”
assembler peptide when fused to a protein of interest triggers the formation in vivo of protein bodies
in eukaryotic cells, effectively converting the cells into dense storage organelles. Due to its
physicochemical properties, the downstream steps and recovery of the recombinant proteins are
extremely efficient.

For some applications in the biopharmaceutical industry, fusion or affinity tags need to be
cleaved off by site-specific endoproteases in order to recover the native target protein. At a
manufacturing scale, the removal of the fusion tag is the most costly step in protein production (cost
and specificity/efficiency issues), and can interfere with the biological activity of the purified
component. Therefore novel cleavage options which permit specific, efficient and scalable protein
production processes are required.

In the present study we describe two different cleavage strategies that have been adopted for
Zera® fusion proteins expressed in different host expression systems.

The first approach was to produce a conventional site-specific endoprotease in house
through Zera® technology. Different constructs were designed for the easy and active production of
bovine enterokinase (EK) catalytic subunit in mammalian cells and transgenic tobacco plants.
Active conformation of this protease was adopted when the N-terminus of the protein was free of
any fusion tag, however, proteolytic activity of this protease resulted in cytotoxicity in both host
cell systems tested. The fusion of the Zera® domain in the N-terminus of EK and its expression in
mammalian cells resulted in the formation de novo of protein bodies accumulating the target fusion
protein. Isolation of protein bodies and subsequent downstream steps for protein recovery were
designed and set up for this new host system. For the EK activation, a cleavage step by another
endoprotease was included, but the low expression levels achieved for this fusion protein, resulted
in non-conlcusive data from the activity test. Considering the biochemical properties of this
protease its recombinant production for large scale manufacturing results technically cost-
unfriendly, so alternative cleavage methods were explored.

The second approach described in the present work, consisted in the use and application of
self-cleavable elements for the specific cleavage of Zera® fusion proteins. Inteins are naturally
occurring protein elements capable of post-translational self-excission from a precursor protein
through a process known as protein splicing. MxeGyrA and SspDnaB mini-inteins have been
engineered to yield a controllable N-terminal and C-terminal autocleavage induced under certain
controlled conditions. Both inteins have shown activity when fused to Zera® and to a protein of
interest in mammalian cells (CHO), insect cells (Sf9) and transgenic tobacco plants. The success of
the intein application to the Zera™ technology has evolved into a faster and more user friendly
downstream step leading to the recovery of a native protein of interest.
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1.1 Impacte de la Biotecnologia i les seves aplicacions industrials.

Fa prop de 40 anys des de la descoberta i desenvolupament de la tecnologia del DNA
recombinant, 1 des d’aleshores, la produccié de proteines heterologues d’alt valor afegit ha sofert un
creixement exponencial amb concordanga a I’expansi6 de la industria biotecnologica (Andersen i
Krummen, 2002).

Un procés biotecnologic implica la utilitzacidé de sistemes biologics, organismes vius o els
seus derivats per a la creacid6 o modificacid de productes amb finalitats especifiques d’interes
industrial. De les aplicacions principals que se’n deriven inclouen ambits industrials de gran
influéncia com el sanitari, el diagnostic farmaceutic, el veterinari, el téxtil, el sector de la cosmetica
1 nutricid, o la biorremediacié ambiental. Actualment la distribuci6é per sectors de les principals
empreses biotecnologiques a Europa segueix un patrd similar al representat a la figura 1.1. Com es
pot observar, la seva activitat industrial es troba majoritariament vinculada al sector sanitari i
farmacéutic, on també s’hi inclouen la salut animal 1 la veterinaria. Dins de 1’ambit relacionat amb
la salut humana, els productes basats en recombinants son utilitzats per a finalitats com el
tractament de ferides, antimicrobians, vacunes, al-lérgens, per a tractaments oncologics, de
malalties auto-immunes o de trastorns en el sistema nervios central, hormones 1 enzims de
substitucid.

La seccid de serveis, a la qual hi pertanyen ambits industrials com la cosmética, la nutricio,
els biomaterials o la industria textil, suposa el segon sector biotecnologic amb activitat industrial
més important. Mentre que el sector més minoritari correspon al de 1’agricultura biotecnologica 1 al

dels tractaments de biorremediacio ambiental.

Distribution of biotech companies by sector

Agbio and
Environmental

1%
Biodiagnostics

18%

Service
34%

Human
Healthcare
37%

Figura 1.1. Distribucid per diagrama de sectors de les empreses
biotecnologiques d’Europa a I'any 2006. Adaptat de la font EuropaBio
2006.
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1.2 L’origen del sector biofarmacéutic

Al llarg de les ultimes décades, la industria farmacéutica ha experimentat una important
transformacié en els processos de desenvolupament de nous farmacs, impulsada pels recents
avengos biotecnologics.

Essencialment, 1’¢xit del progrés de la biotecnologia farmaceutica rau en una serie de canvis
de defincié d’alguns elements claus de la farmacologia. Aixi, per exemple, la percepcio de la
paraula farmac va passar de ser definida com a molécula petita i senzilla obtinguda per sintesi
quimica, a incloure macromolécules més complexes amb accid especifica, millorant I’eficacia 1
reduint els efectes secundaris (Elbehri, 2005). D’altra banda, el material d’origen biologic torna a
ser considerat com a font principal de productes terapéutics, de manera que aquests compostos,
qualificats des dels anys 80 com a biofarmaceéutics, poden incloure proteines, acids nucleics, virus,
sérums terapeutics, vacunes o components de la sang (Elbehri, 2005 1 Walsh, 2005).

La insulina extreta de pancrees porci va ser la primera proteina amb finalitats terapeutiques
que als anys 20 va permetre el tractament de la diabetis humana. Fins al moment, el contingut
proteic de la majoria de remeis terapeutics d’origen biologic havia estat severament malmes degut
als metodes agressius d’extraccid de fonts majoritariament vegetals (Houdebine, 2009).

Un dels primers avencos en el camp biofarmaceutic va fer-se realitat amb el
desenvolupament de la tecnologia del DNA recombinant. Aquest esdeveniment va donar el tret de
sortida a la utilitzaci6é d’organismes vius per a la produccié de répliques de proteines terapeutiques
humanes.

La insulina i ’hormona de creixement humanes van ser les primeres proteines terapeutiques
que al llarg dels anys 80 varen ser produides en bacteris recombinants, concretament a Escherichia
coli. Fins al moment, 1’extraccié d’ambdues proteines a partir de teixit animal no havia arribat a ser
limitant, pero 1’eficiéncia i la qualitat de la proteina recombinant resultava clarament millorada
(Houdebine, 2009).

En els darrers temps, la industria biofarmaceutica no només s’ha centrat en la produccid de
grans quantitats de répliques de proteines humanes, sind que també ha evolucionat cap al disseny i
produccio de proteines que han estat modificades gencticament per al tractament especific de
malalties com el cancer, o malalties infeccioses o cardiovasculars (Elbehri, 2005). L’emergencia de
técniques com la mutagenesi dirigida, juntament amb 1’augment de coneixements sobre 1’estructura
proteica i la seva relacié amb la funciod, son els que han facilitat el disseny d’aquestes proteines

modificades (Walsh, 2005).
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1.3 Situacio actual del sector biofarmaceéutic

Actualment, el desenvolupament de productes biofarmaceéutics ¢és el sector que presenta el
creixement més rapid dins de la industria farmacéutica. L’any 2006 es va estimar que prop de 2.500
farmacs d’origen biotecnologic es trobaven en fase de descobriment i recerca, mentre que 900 d’ells
es trobaven en fases precliniques, i més de 1.600 en fases cliniques (Karg i Kallio, 2009).

Avui dia, els productes biofarmaceutics representen més del 10% del mercat farmaceutic.
De fet, aquests també formen part de prop del 20% dels medicaments aprovats en el ltims anys, i
del 40% dels farmacs que estan en tramit de ser aprovats (Karg i Kallio, 2009). A la figura 1.2 hi
trobem representat el creixement en el nombre de farmacs i vacunes biotecnologiques aprovades en

els ultims anys.
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Figura 1.2. Evolucié del nombre de productes biofarmaceutics aprovats per la FDA. (Adaptat
de Langer, 2009b)
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Entre els productes biotecnologics amb més quota de mercat trobem hormones com
I’eritropoetina, I’hormona de creixement, la insulina, i1 altres proteines usades per al tractament de
cancer i de malalties inflamatories. Tot 1 aixi, els productes proteics que conformen el grup
economic més important per a la industria biofarmaceéutica sén indubtablement els anticossos
monoclonals recombinants. Actualment, els anticossos monoclonals representen un component
dominant en el mercat biofarmaceéutic, on en representen prop del 20% dels productes d’origen
biologic (Langer, 2009). L’any 2007 el volum de vendes d’anticossos monoclonals va arribar als 14
bilions de dolars, amb un creixement interanual del 22% (Aggarwal, 2008), i totes les previsions
indiquen que el volum de mercat creixera prop de 38 milions d’euros anuals fins el 2013 (Fig. 1.3;
Karg i Kallio, 2009).

Al mercat actual ja hi ha disponibles prop de 30 anticossos monoclonals recombinants
aprovats per la FDA (Food and Drug Administration), la majoria dels quals sén indicats per al
tractament de cancer 1 malalties inflamatories.

Tot 1 aixi, les altes dosis que son requerides per a certs tractaments terapeutics amb

anticossos monoclonals, obliguen a que els processos de produccid siguin escalables, eficients i
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cost-efectius (Langer, 2009a). La gran demanda d’alguns d’aquests compostos recombinants no esta
totalment coberta degut a una saturacié en la capacitat de producci6 d’aquests productes mitjangant

les tecnologies de bioproduccid disponibles.

SUMMARY FIGURE
GLOBAL MARKET FOR PROTEIN THERAPEUTICS, 2007-2013
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Figura 1.3. Distribuci6 i tendéncia del mercat global de proteines terapéutiques durant
els anys 2007 al 2013. Font: BCC research report BIO 2009..

Davant aquesta situacio actual i de la previsié de les futures necessitats creixents de mercat,
es fa necessaria una adaptacio de la capacitat global de produccié. L’any 2003 la capacitat global de
utilitzacio de la industria biofarmaceutica suposava el 76% i, tot i que aquests valors cada cop es
van adaptant a la demanda del mercat, és un indicador evident de la gran expansidé que esta
experimentant la industria biofarmaceutica (Langer, 2009a).

La cerca de noves estrategies biotecnologiques i la optimitzacid dels sistemes actuals
d’expressié que permetin abastir la demanda global d’aquests compostos biofarmaceutics

representen un dels reptes més importants per a la biotecnologia del segle XXI.

1.4 Hostes cel-lulars productors de proteines recombinants

Actualment disposem d’un ventall molt ampli de sistemes d’expressio de proteines.
Aquestes poden ser expressades en cultius cel-lulars bacterians, de llevats, de fongs, de mamifers,
de plantes o d’insectes, o bé, poden ser produides a través d’animals 1 plantes transgéniques.

La seleccid del sistema més Optim d’expressiod es basa en propietats com la productivitat, la
bioactivitat, la finalitat i les caracteristiques fisicoquimiques de la proteina d’interés a produir.
També son de rellevant importancia factors relacionats amb la viabilitat economica, com el cost, el
rendiment, la conveniéncia i1 la seguretat que confereix el sistema d’expressio (Adrio 1 Demain,

2010; Yin et al., 2007).

12



Introduccid

Malgrat tot, els requeriments de modificacions post-traduccionals del producte d’interes, son
els que determinen en primera instancia I’eleccio del sistema d’expressio.

Existeixen diferents tipus de canvis quimics que tenen lloc un cop la proteina és traduida,
com per exemple les fosforilacions, les N- 1 O- glicosilacions, les acilacions, les oxidacions, les
hidroxiprolinacions, etc. Alguns d’ells poden resultar essencials per al plegament i activitat de la
proteina, pero d’altres no tenen un paper tant essencial per a la seva funcio biologica. De fet, el 40%
del mercat de proteines terapeutiques esta format per proteines sense requeriments essencials en
modificacions post-traduccionals, 1 per tant, poden ser majoritariament produides en bacteris o
llevats (Rayder, 2008; Demain i Vaishnav, 2009).

La majoria dels polipeptids secretats d’origen eucariotic presenten glicosilacions. Aquestes
modificacions sén especifiques d’especie, teixit i tipus cel-lular, i en alguns casos confereixen o
estan involucrades en ’estabilitat 1 el correcte plegament de proteines funcionals.

La glicosilaci6 té lloc mitjangant un enllag N-glicosidic amb el grup R del residu asparagina
en una seqiiencia de tipus Asn-X-Ser/Thr; o bé, mitjancant un enllag O-glicosidic en el grup R
d’una serina, treonina, hidroxi-prolina o hidroxi-lisina. Generalment, aquestes reaccions poden
produir-se en aquests aminoacids de forma parcial, total o absent, donant lloc a possibles problemes
d’heterogeneitat. Tot 1 que 1’homogeneitat glicosidica es podria assolir mitjangant el clonatge de
glicosil-transferases, aquesta solucio no sempre és aplicable en tots el hostes i sistemes d’expressid
(Demain i Vaishnav, 2009).

Les proteines N-glicosilades son produides majoritariament en c¢l-lules de mamifer, ja que
tenen la capacitat d’imitar bastant fidelment les glicosilacions que tenen lloc en 1’ésser huma.
Concretament, les proteines produides en c¢l-lules d’hamster xines (Chinese Hamster Ovary — CHO
cells) ocupen el 35% de les proteines terapéutiques en el mercat. Malauradament, el procés de
manutencio 1 produccid en aquest hoste resulta economicament molt costds i, en alguns casos, les
glicosilacions no son exactament idéntiques a les humanes, havent de ser posteriorment modificades
(Adrio 1 Demain, 2010). A més, depenent de les caracteristiques i composicié6 del medi de
creixement d’aquestes cel-lules, la glicosilacié d’una proteina pot arribar a ser diferent, aportant una
nova variable a tenir en compte a [’hora d’escollir aquest sistema d’expressio.

La N-glicosilacié que té lloc en plantes és estructuralment diferent a la que té lloc en
mamifers. De fet, les glicoproteines produides en plantes presenten grups glucidics B(1->2)-xilosa i
a(1->3)-fucosa que son absents en mamifers. Per contra, als sistemes vegetals els hi manquen grups
terminals de galactosa i acid sialic presents en moltes proteines humanes.

Tot 1 que la composicid en glicans pot variar entre especies vegetals 1 entre teixits diferents
d’una mateixa planta; s’han observat problemes d’immunogenicitat en diferents mamifers a qui

se’ls ha administrat glicoproteines produides en plantes transgeniques (Gomord et al., 2005).
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Algunes de les mesures en estudi que s’estan prenent per tal d’intentar pal-liar aquest efecte son, per
una banda, les modificacions in vitro mitjangant glicosiltransferases de galactosa i d’acid sialic 1,
per altra banda, les inhibicions dels enzims en planta fucosiltransferasa i xililtransferasa mitjangant
anticossos, ribosimes, 0 RNA d’interferéncia (Gomord et al., 2005). Tot i que aquestes mesures
encara no han provat efecte sobre pacients humans, es creu que en molts casos la utilitzacié de les
plantes com a sistema d’expressio per a la produccio productes terapeutics glicosilats formara part
dels reptes superats de la biotecnologia vegetal.

A continuacid, es detallen les caracteristiques més importants dels principals sistemes
d’expressid existents, posant ¢émfasis en cada una dels seus avantatges 1 inconvenients, aixi com
alguns resultats de productivitat d’alguns productes amb interés terapeutic o industrial. A la taula
1.1 s’hi troben resumits alguns dels aspectes més importants a 1’hora de determinar el millor

sistema de produccid per a productes d’interes industrial, farmaceéutic o veterinari.

Cultius

. Fongs Cél-lules Animals Plantes
Bacteris  Llevats o cel-lulars . g
filamentosos  d’insecte p transgénics transgeniques
de mamifer
Costo§ de Baixos Baixos Mitjos Mitjos Elevats Elevats Baixos
manteniment
Nivells de Molt
produccio alts Molt alts Alts Alts Baixos Molt alts Alts
tedrics
vaell.s’ de Mitjos Mitjos Mitjos Mitjos Baixos Alts Mitjos
produccio reals
Costos de Baixos Mitjos Mitjos Mitjos Alts Mitjos Baixos
produccio
Producci6a pigy  pifeil Dificil  Assequible  Dificil  Assequible Facil
gran escala
Costos d’escalat  Elevats Elevats Moderats Elevats Elevats Moderats Baixos
’}‘emps Curt Curt Curt Curt Curt Llarg Moderat
d’escalat
Rendiment Mig Alt Mig Mig Mig-Alt Alt Alt
Estandarditzacio  Facil Facil Facil Facil Facil Complicada ~ Complicada
Modificacions Presents,
post- Absents no tots Correctes Correctes Correctes Correctes Correctes
traduccionals correctes
(BICISTEET Absent  Incorrecta Correcta? Correcta? Correcta Correcta Correcta?
adequada
Risc per
patogens Alt Baix Baix Baix Alt Alt Baix
contaminants
LU Bastants Pocs Pocs Pocs Majoria Pocs Molt pocs

mercat

Taula 1.1 Comparacié dels diferents sistemes de produccié de proteines recombinants. Dades extretes i
elaborades a partir de diferents fonts d’informacio: Goldstein, 2004 i Houdebine, 2009.
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1.4.1 Produccio en bacteris

La produccid de proteines heterologues a Escherichia coli és la més antiga 1 la més estesa.
Els principals avantatges i1 desavantatges de 1’is d’aquest sistema es troben resumits a la taula 1.1.
Entre ells destaquen la seva facil manipulacid a baix cost, els temps de generacio curts i sobretot, el
seu potencial per acumular alts nivells de proteina recombinant.

Els coneixements avancats sobre la genctica d’aquests microorganismes, permeten la
manipulacié 1 modificacié a nivell d’acids nucleics d’una forma senzilla i rapida, tenint control
sobre el promotor i alterant el nombre de copies del plasmid. De fet, els progressos més recents
sobre les bases fonamentals de la transcripcid, la traduccio i el plegament proteic que tenen lloc a
E.coli; juntament amb el desenvolupament i la disponibilitat de noves eines d’enginyeria genctica,
han fet que aquests bacteris siguin cada cop més valorats per a I’expressié de proteines eucariotes
complexes. Altres avantatges que ofereix aquest hoste soén la seva capacitat d’alterar el flux de
carboni metabolic, la baixa incorporacié d’aminoacids analegs, i el seu comportament reproduible
sota control informatitzat.

E.coli pot acumular proteines recombinants fins prop del 80% del seu pes sec, 1 sobreviu en
condicions ambientals variades. Tot i aixi, aquest sistema presenta una s¢rie de desavantatges que
en alguns casos I’invaliden per a I’expressié de determinats productes. A E.coli 1i manca la
maquinaria necessaria per a dur a terme modificacions post-traduccionals com la N- 1 1’O-
glicosilacid, I’acilacié d’acids grassos, la fosforilacid i la formaci6 de ponts disulfur; els quals son
imprescindibles per al correcte plegament i funcionalitat d’algunes proteines (Karg i Kallio, 2009).
A més, densitats cel-lulars elevades resulten en problemes de toxicitat derivats de la formacid
d’acetat, factor el qual podria ser controlable mitjancant la regulacio dels nivells d’oxigen i1 de
glucosa subministrada.

Un dels factors més importants a tenir en compte en la produccié de proteines heterologues a
E.coli, és la seva acumulacié i formacidé de cossos d’inclusi6. Com a resultat, les proteines
recombinants sén sovint inactives, insolubles 1 requereixen d’una etapa més o menys complicada de
renaturalitzacié. De fet, proteines riques en ponts disulfur son dificils d’expressar i el seu
replegament és molt complicat.

Per tal d’intentar superar aquests inconvenients o de millorar la producci6 a E. coli, s’han
pres una série de mesures com les de utilitzar diferents promotors per a regular 1’expressid, co-
expressar amb xaperones i/o0 foldases, disminuir la temperatura de creixement, secretar les proteines
a I’espai periplasmatic o al medi, reduir la velocitat de sintesi proteica, canviar el medi de
creixement, expressar la proteina com a fusio, desnaturalitzar la proteina in vitro per promoure el

correcte plegament de la proteina, etc. (Demain i Vaishnav, 2009).
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Els rendiments de produccid de proteina recombinant soluble a E. coli, oscil-len entre 1 g/L i
5,5 g/L, depenent del tipus de proteina, i d’on hagi estat dirigida 1’expressio de la proteina
recombinant dins 1’hoste: espai intracel-lular, extracel-lular o periplasmatic (Paal et al., 2009).

Altres bacteris gram negatius han estat utilitzats per a I’expressid de proteines recombinants.
Un exemple destacat és Ralstonia eutropha, on s’han expressat amb eéxit proteines propenses a
acumular-se en cossos d’inclusié com I’organofosfohidrolasa, amb un rendiment de 10 g/L. (Demain
i Vaishnav, 2009).

Un altre sistema d’expressié son els Bacillus, uns gram positius que resulten molt utils per
circumcidar alguns inconvenients presents en els altres sistemes d’expressid bacterians. En aquest

hoste s’assoleixen rendiments proxims als 5 g/L.

1.4.2 Produccio en llevats

Els llevats sén organismes unicel-lulars eucariotes de gran interes per a la industria
alimentaria degut a la seva capacitat de realitzar la fermentacio a partir d’hidrats de carboni. Com a
sistema d’expressid de proteines heterologues, els llevats son un dels organismes que resulten de
primera eleccio, sobretot quan 1’expressio recombinant a E. coli no ha resultat satisfactoria degut a
problemes de plegament i funcionalitat de la proteina, o bé degut al requeriment en modificacions
post-traduccionals.

La bona caracteritzacio genctica, la manipulacid economica 1 senzilla dels cultius, 1
I’elevada adaptabilitat a processos de fermentacié en biorreactors, han permes el desenvolupament
de plataformes de produccié a escala industrial basades en llevats (Taula 1.1).

Les soques de llevats més utilitzades son les de Sacharomyces cerevisiae 1 les de llevat
metilotrofic Pichia pastoris.

Els llevats metilotrofics han esdevingut hostes molt atractius per a la produccid industrial de
proteines recombinants, ja que el promotors que controlen I’expressié d’aquests gens son dels més
forts i dels més estrictament regulats de tots els promotors existents en llevats. El promotor
constitutiu AAC (ATP-ADP Carrier de la membrana mitocondrial interna) presenta una activitat
promotora fins a 10 vegades superior que altres sistemes comercials d’expressid existents en llevats
(Stadlmayr et al., 2010). Quan D’expressidé constitutiva no ¢és adequada per a la produccié de
determinades proteines, s’utilitzen alternativament promotors induibles com I’AOX1 (A4lcohol
Oxidase 1). Tots els llevats metilotrofics coneguts fins al moment comparteixen la mateixa via
metabolica que els hi permet utilitzar el metanol com a tnica font de carboni, mitjancant enzims de
tipus alcohol oxidasa. La utilitzacié del promotor induible del gen AOXI1 permet controlar

I’expressio del gen d’interes, mitjangant una simple modificacié en el contingut de metanol en el
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medi (Tschopp et al., 1987). Tot i aixi, per a una produccié a gran escala, la manipulacidé d’elevades
quantitats de metanol no és recomanable ni en termes de cost, ni per la toxicitat associada.

Degut a la seva elevada taxa de creixement cel-lular fins a densitats de 130 g/L., aquests
llevats poden assolir nivells de productivitat importants segons la naturalesa de la proteina
recombinant expressada. Comparat amb d’altres sistemes d’expressio com les cel-lules S2 de
Drosophila melanogaster o les cel-lules CHO, P. pastoris dona rendiments de produccio molt alts,
sobretot per a proteines secretades. L’albumina de sérum ha estat produida a P. pastoris amb un
rendiment de 14 g/L, mentre que la glucosa oxidasa d’ 4. niger ha estat produida a S. Cerevisiae
amb un rendiment proxim als 9 g/L (Demain 1 Vaishnav, 2009).

L’avantatge més gran que presenten P. pastoris 1 altres llevats sobre sistemes bacterians com
E. coli, és que poden promoure la formacio d’enllagos disulfur i glicosilacions en proteines (taula
1.1).

Tot 1 aixi, hi ha glicosilacions que tenen lloc en llevats que no son adequades per a
determinades proteines d’origen mamifer, ja que els oligosacarids O-enllagats només contenen
sacarids de tipus manosa, mentre que proteines eucariotes més complexes contenen cadenes d’acid
sialic O-enllagades. A més, alguns llevats solen mostrar problemes d’hiperglicosilacio en llocs N-
enllagats provocant una reduccié de ’activitat proteica, o bé una unié a receptors inespecifica,
causant importants problemes immunologics (Jenkins i Curling, 1994)

Generalment, la hiperglicosilacié no és tant important a P. pastoris, ja que les cadenes
d’oligosacarids N-enllacats rics en manosa solen ser més curtes que les que es formen en S.
cerevisiae. A més, aquest llevat és deficient en 1’enzim o-1,3-manosil transferasa encarregat de
produir unions terminals de tipus a-1,3-manosil a S. cerevisiae , el qual provoca una alta resposta

antigenica en pacients (Dale ef al., 1999).

1.4.3 Produccio en fongs filamentosos

Els fongs filamentosos son microbis multicel-lulars eucariotes que presenten un gran interes
biotecnologic com a fabriques de proteines amb aplicacions farmaceutiques 1 industrials. Algunes
especies com Aspergillus niger o Trichoderma reesei produeixen quantitats remarcables de proteina
recombinant en 1’espai extracel-lular, i la majoria produeixen modificacions post-traduccionals
similars a les que tenen lloc en mamifers (Meyer, 2008). Tant és aixi, que la majoria de
glicoproteines produides a Trichoderma reesei, presenten un patrd de glicosilacio quasi identic al
que té lloc en cel-lules de mamifer.

Mitjancant la transferéncia plasmidica, els gens forans poden ser incorporats en els

cromosomes dels fongs filamentosos, on s’integren de forma estable en forma de repeticions en
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tandem. S’han arribat a observar fins a 100 copies del transgen integrades en el genoma d’aquests
fongs, fet el qual permet una elevada estabilitat génica a llarg termini (Kerénen i Penttild, 1995).

Pel que fa a nivells de produccid, 4. niger secreta I’enzim glucoamilasa recombinant amb un
rendiment aproximat de 25 g/L. Per a altres proteines s’han aconseguit nivells de produccié de fins
a 2 g/L per la lactoferrina humana, 1 0.9 g/ d’anticos monoclonal Trastazumab. D’altra banda, la
facilitat amb la que s’assoleix un escalat en fermentador, ha permes assolir nivells de produccié de
fins a 100 g/L de proteina recombinant, segons les caracteristiques del producte i el tipus d’especie
(Demain i Vaishnav, 2009).

Malgrat aquests valors de produccio forca competitius, en alguns casos, els rendiments de
secrecid d’algunes proteines heterologues han resultat limitants. Entre les estratégies que s’han
seguit per millorar aquest rendiment cal destacar la utilitzaci6 de promotors homolegs forts,
I’augment del nombre de copies de gen, la fusiéo d’un gen que codifiqui per a una proteina altament
secretada al nostre gen d’interes, la utilitzacid de soques proteasa-deficients, etc.

Tot i les millores en la tecnologia de DNA recombinant, les principals limitacions del
sistema tenen lloc durant el procés de transcripcid. S’ha observat que un augment en el nombre de
copies del gen no sempre s’ha correlacionat amb un augment en els nivells d’expressid de proteina
recombinant (Verdoes et al., 1994). Aquests estudis, realitzats sobre A. niger recombinant, indiquen
que aquestes limitacions a nivell de transcripcio podrien ser degudes al lloc d’inserci6 de les copies
del gen, o bé a la quantitat disponible de proteines reguladores en trans. D’altra banda, I’abundancia
de proteases endogenes presents en aquests fongs també poden limitar o impedir I’expressié de

determinades proteines heterologues.

1.4.4 Produccio en cél-lules d’insecte

Les cel-lules d’insecte son capaces de dur a terme modificacions post-traduccionals més
complexes que les que poden realitzar els fongs. A més, també disposen d’una maquinaria de
plegament adequada per a la produccié de proteines solubles d’origen mamifer (Demain i Vaishnav,
2009).

El sistema vector més ampliament utilitzat per a I’expressio de proteines recombinants en
insectes son els baculovirus, sobretot degut a la seva capacitat d’infeccido sobre un rang ampli
d’espécies d’artropodes. El mot baculo prové del grec i es refereix a la forma de bastdo que
presenten les seves nucleocapsides, les quals poden arribar a tenir una mida de Sum.

El baculovirus més conegut 1 utilitzat com a vector d’expressid en insectes és el virus de la
polihedrosi nuclear Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). El genoma d’aquest
baculovirus esta format per DNA circular de doble cadena, que es troba super-enrotllat i empaquetat

a I’interior d’una nucleocapsida amb forma de bastd (Ayres et al., 1994). Aquesta nucleocapsida té
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la capacitat de créixer longitudinalment, fet que permet acomodar insercions molt grans de DNA
exogen en el genoma viric.

Els virus ACMNPYV presenten un cicle vital bifasic amb dues formes fenotipiques diferents:
per una banda, hi ha la forma oclusionada dels virus (Occlusion-Derived Virus, OV o ODV) i, per
altra banda, hi ha una forma extracel-lular del virus en formacio o en fase de gemmaci6 (Budded
Virus, BV) (Fig. 1.4).

Els virions BV estan formats per nucleocapsides individuals envoltades per una coberta que
conté una glicoproteina de membrana anomenada gp64. Aquesta proteina és la que permet que les
nucleocapsides es puguin ancorar a la membrana plasmatica de la cel-lula hoste per permetre-li la
introduccio del material genomic (Blissard i Wenz, 1992). La forma BV és 1000 vegades més
infecciosa per a c¢l-lules d’insecte en cultiu que la forma ODV, i és responsable de la transmissid
de la infeccid de cel-lula a cel-lula, en els primers estadis de la infeccié (Monsma et al., 1996). La

forma viral BV la que permet la transferéncia del gen exogen a I’interior de la cel-lula d’insecte

hoste.
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Figura 1.4. Estructures fenotipiques dels virus AcMNPV. Adaptat de
van Oers MM. i Vlak JM. 2007.

Durant els estadis més tardans de la infeccid es formen grans quantitats de cossos d’oclusio
(Occlusion bodies, OB) o poliedres. Aquests cossos consisteixen en multiples nucleocapsides
envoltades per una capside (ODV) que es troben incrustats en una matriu para-cristal-lina en forma
de poliedre (Fig. 1.4). El component majoritari d’aquesta matriu és una proteina de 30 kDa
anomenada polihedrina (Summers i Smith, 1978; i Rohrmann, 1986), que ¢s produida en grans
quantitats gracies a una activitat transcripcional molt potent promoguda per un promotor fort.

Els cossos d’oclusié protegeixen els virus per a queé puguin sobreviure condicions
ambientals adverses entre infeccio i infeccio. De fet, la polihedrina té dues funcions basiques durant

la transmissié de la infeccid: la primera €s la de protegir els virus (ODV) i virions (BV) de la
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inactivacio, 1 la segona és la de facilitar 1’alliberament dels virions durant la primera fase de la
infeccié mitjangant la dissolucid de la matriu polihedrinica en 1’ambient basic de I’intesti mitja de
I’insecte (Rohrmann, 1986).

L’obtencio de baculovirus recombinants es basa en la substitucio del gen de la polihedrina
pel gen de la proteina forana d’interés, i en la seva utilitzacié per a infectar hostes cel-lulars
d’insecte. Com a resultat, es poden arribar a assolir nivells d’expressio propers al 25-50% del total
de proteines cel-lulars.

La substitucio del gen de la polihedrina interfereix en la formacié de virus oclusionats (per
la impossibilitat de sintetitzar la polihedrina que forma el cos d’oclusid), perd no s’ha observat cap
efecte sobre la produccié de BV. Aquest sistema d’expressidé va ser dissenyat per esdevenir un
sistema segur de produccid, ja que fora de les condicions controlades de laboratori perd la capacitat
de formar I’envolta protectora dels virions i per tant, no es pot transmetre entre els insectes en el seu
entorn natural (Smith ef al., 1983).

Una vegada el baculovirus s’ha introduit a DI’interior de la cel-lula, aquest utilitza la
maquinaria cel-lular per multiplicar-se en forma de nous virions individuals. Aquest fet impedeix
que la cel-lula pugui continuar amb el seu cicle natural, perd no morira fins que el propi virus la lisi
un cop s’hagi completat el cicle d’infeccid.

La cel-lula hoste d’insecte més usual per a la produccié de proteines recombinants €s la del
lepidopter Spodoptera frugiperda cultivada en suspensid, tot i que també mostra una feble
adheréncia 1 pot ser utilitzada per al seu creixement sobre suports en superficie. La linia cel-lular
S19 és la més comunament utilitzada, presenta una grandaria d’entre 5 1 20 pm de diametre, 1 té una
temperatura optima de creixement de 27-28°C.

Fins a 200 tipus de proteines recombinants de diferents origens han estat produides amb exit
en cultius recombinants de ce¢l-lules d’insecte. Aquest sistema d’expressid ofereix una serie
d’avantatges com ara la capacitat de realitzar modificacions post-traduccionals com la fosforilacio,
N- i1 O- glicosilacions, acilacio, palmitilacid, miristilacid, amidacio, carboximetilacio, i prenilacio;
el correcte plegament de la proteina i la formacio d’enllacos disulfur, I’obtencié d’alts nivells
d’expressid, [D’escalatge senzill amb elevades densitats cel-lulars, 1 1’expressié simultania de
multiples gens. Mitjangant aquest sistema d’expressid s han assolit rendiments de produccid de fins
a 11 g/L de proteina recombinant (Adrio i Demain, 2010). Tot i1 aixi, també s’han observat
limitacions en determinats casos on les modificacions post-traduccionals no han seguit el patré de
glicosilacié corresponent al producte natiu o diferents graus d’heterogeneitat. Altres complicacions
derivades de I’expressid heterologa de proteines en insecte inclouen casos d’ineficiéncia durant la
secrecid de determinats productes, o bé en casos en els quals les proteines mal plegades han format

agregats intracel-lulars. (Demain i Vaishnav, 2009).
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Per a aplicacions terapeutiques, la importancia de la seguretat sanitaria en humans és
determinant per tal d’evitar respostes immunogeniques i reaccions anafilactiques. Encara que el
sistema d’expressid basat en baculovirus AcCMNPV recombinant confereix certa seguretat degut a la
seva incapacitat per replicar-se en cel-lules de mamifer, I’eliminacié dels virions de tipus BV i
ODV dels productes derivats, resulta indispensable, ja que s’ha observat certa activitat del promotor
de baculovirus en aquestes cel-lules (Kenoutis et al., 2006; Murges et al., 1997). Darrerament s’ha
desenvolupat una estratégia encaminada a eliminar la co-produccié dels dos tipus de virions
mitjancant la delecido d’un gen que codifica per una proteina essencial per a 1’estructura del virus
(VP80), evitant la formacié de ODV 1 BV. Com que ambdds formes virals son requerides durant la
fase inicial de la infeccid, per tal d’obtenir 1’stock de baculovirus recombinant, s’ultilitza una linia
cel-lular transgenica d’insectes que produeix la proteina essencial vp80 (Marek et al., 2010).

L’expressio proteica basada en baculovirus també es poden dur a terme en cultius de larves
d’insecte com Trichoplusia ni o altres lepidopters. El fet d’utilitzar insectes sencers en comptes de
cultius cel-lulars, confereix una serie d’avantages com: la reduccié de costos del procés, 1’augment
del rendiment de produccié, 1’abséncia d’infrastructures de fermentacié high-tech, temps de
desenvolupament més curts, i la possibilitat d’un escalat de produccié més gran. Fins al moment
s’han produit una gran varietat de proteines recombinants en larves d’insecte, incloent-hi: enzims,
anticossos, hormones o vacunes (Gomez-Casado et al., 2011). Tot i aixi, la optimitzaci6 de
I’expressio proteica en larves €s complicada i necessita ser millorada en alguns aspectes com
I’estabilitat del gen heteroleg, la reduccid de la proteolisi o en els processos de recuperacid de

proteina soluble (Kovaleva et al., 2009).

1.4.5 Produccio en cél-lules de mamifer

Els sistemes d’expressi6 en mamifers s’utilitzen per a la produccié de proteines que per a la
seva activitat biologica requereixen modificacions post-traduccionals tipiques de mamifer.

Davant la necessitat de produir proteines glicosilades com 1’eritropoetina o 1’activador de
plasminogen de teixit, durant la década dels 80 es varen comengar a utilitzar les cel-lules d’ovari
d’hamster xines (CHO). Les cél-lules CHO son el sistema preferit per a la produccid de anticossos
monoclonals 1 les proteines recombinants (O’Callaghan 1 James, 2008). Altres tipus cel-lulars
utilitzats amb la finalitat de produir proteines terapeutiques deriven de mielomes de ratoli, ronyons
de hamster, ronyons de mico, i linies cel-lulars humanes provinents de c¢l-lules embrionaries de
ronyo6 (HEK cells).

El cultiu de cel-lules de mamifer és particularment util degut a que les proteines sén
generalment es pleguen correctament i es glicosilen seguint un patré adequat per, eliminant la

posterior necessitat de renaturalitzar-les. Les c¢l-lules eucariotes també son ideals per 1’addicié de
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cadenes d’acid gras i per la capacitat de fosforilar tirosines, treonines i els grups hidroxil de les
serines.

Aquest sistema d’expressio permet assolir nivells de productivitat de 20-60 pg/cel-lula/dia.
La proteina activadora del plasminogen de teixit ha estat produida en ce¢l-lules CHO amb un
rendiment del 47% 1 uns nivells de producci6 de 34 mg/L. Malgrat que la mateixa proteina produida
a E. coli assoleix uns nivells de produccié més alts (460 mg/L), el rendiment total assolit arriba al
2.8% degut a la formaci6é de cossos d’inclusié 1 una renaturalitzacié poc eficient (Dartar et al.,
1993).

Gracies a millores en el medi de cultiu, que han afavorit el creixement cel-lular, els nivells
de produccio assolits en cel-lules de mamifer han millorat notablement en els ultims 20 anys. De
fet, al 1986 s’assolien nivells de I’ordre de 50 mg/L, mentre que els valors de I’any 2004 van assolir
els 4.7 g/L. Actualment s’estan arribant a produir fins a 10 g/L de proteina recombinant en el sector
industrial. Els nivells de producci6 d’anticossos monoclonals també han arribat a valors optims de
produccid, proxims als 2.5-3 g/L (Aldridge, 2006).

De manera concordant, I’any 1997 les vendes de productes biofarmaceéutics produits en
cultius cel-lulars de mamifer remuntaven fins als 3,25 bilions de dolars americans, mentre que al
2006 la produccid de proteines terapeutiques en cel-lules de mamifer va assolir els 20 bilions de
dolars en vendes (Demain i Vaishnav, 2009).

Tot i aixi, les cel-lules de mamifer també presenten una serie de inconvenients que cal
considerar a I’hora d’escollir el sistema d’expressio per al nostre producte d’interes. Els nivells de
proteina secretada son generalment baixos (10-20 mg/L), hi ha risc de contaminacié del producte
per virus, prions provinents del sérum bovi o altres patdgens; 1 els costos totals del procés i 1’escalat
son elevats. La produccio de productes biofarmaceutics en una planta industrial basada en cel-lules
de mamifer necessita entre 2 i 4 milions de dolars cada any per cobrir despeses en material, sobretot
per al medi de cultiu.; entre 15 1 20 milions de dolars cada any per a cobrir costos de fabricacio; i
entre 40 1 60 milions de dolars per a construir i validar una instal-laciéo de 7600 metres quadrats
(Demain i Vaishnav, 2009).

A tots aquests costos caldria afegir les despeses resultants de 1’aprovacio del producte per la
FDA, i els de les fases pre-cliniques i cliniques abans de la introduccié del producte al mercat, en
aquest cas pero, els costos serien aplicables a tots els sistemes d’expressio, i ascendirien a valors

entre els 60 1 els 100 milions de dolars.

1.4.6 Produccio en animals transgeénics

La produccié de proteines recombinants també s’ha dut a terme satisfactoriament en animals

transgenics com cabres, ratolins, vaques, porcs, conills, ovelles i determinats animals aquatics.
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Fins al moment s’han expressat proteines en sang, orina, clara d’ou, plasma seminal o pupes de cuc
de seda; resultant les millors fraccions per a la produccid heterologa la llet i ’orina (Houdebine,
2009 i Colman, 1998).

Determinats productes terapeutics han estat produits en llet d’animals de granja com a
alternativa efectiva al fraccionament del plasma sanguini per a I’obtencié de factors de coagulacid
com I’anti-trombina, I’a-1-antitripsina, I’albumina o el factor IX. La capacitat de produccio en llet
d’animals transgenics pot arribar a assolir rendiments diaris de I’ordre de mg/mL de proteina, i la
seva flexibilitat en 1’escalat fan d’aquest sistema de produccié una opcid atractiva al cultiu de
cel-lules de mamifer com a font de grans quantitats de productes bioterapeutics (Pollock et al.,
2007).

Un exemple de produccid satisfactoria en animals transgénics fou obtingut en ovelles
transgeniques, on es van arribar a assolir fins a 35 g/LL d’a-1-antitripsina humana en llet per al
tractament d’emfisemes (Wright ef al., 1991). En cabres productores d’activador de plasminogen de
teixit en llet, s’ha observat un patrd de glicosilacid diferent a 1’obtingut en cél-lules de mamifer,
perd amb una vida mitja més llarga que la proteina nativa (Denman et al., 1991). L’anti-trombina
humana III fou la primera proteina recombinant produida en llet de cabra recombinant que 1’any
2006 va rebre ’aprovaci6 de I’ Agencia Europea d’Avaluacié de Productes Medicinals (EMEA) per
entrar al mercat. Altres productes provinents d’animals transgénics que han arribat a fases cliniques
en humans, han mostrat no tenir efectes secundaris adversos o problemes de seguretat biologica
(Houdebine, 2009).

Un dels punts negatius derivats de la produccid de proteines en animals transgenics, €s la
quantitat de temps inicial necessari per a determinar els nivells de produccio. Per a tal d’obtenir
vaques transgeniques, per exemple, es tarden fins a 32 mesos per tal d’obtenir un primer analisi. Si
tenim en consideracid que el cost per mantenir aquests animals de granja suposa 10000 dolars per
animal i any, el risc d’obtenir nivells baixos d’expressid fan que en molts casos la utilitzacid
d’aquest sistema sigui econdOmicament inviable.

De fet, la produccido de productes biofarmaccutics en animals transgénics s’ha vist
negativament afectada per la desaparicid de la companyia PPL Therapeutics d’Escocia, que
juntament amb I’Institut Roslin, va ser el responsable de la clonacio de 1’ovella Dolly.

M¢s recentment, s’han estat desenvolupant protozous transgenics com els tripanosomes per
a produir vacunes o limfocines recombinants. Aquest sistema d’expressid presenta una serie
d’avantatges respecte els animals transgénics, ja que el transgén ¢&s integrat per recombinacid
homologa en el genoma de I’hoste de forma estable i precisa. A més, mitjancant aquest sistema es
poden expressar complexes formats per multiples subunitats, gracies a la seva integraci6 controlada

en llocs definits del genoma. D’altra banda, aquest hoste també ofereix un manteniment cel-lular
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senzill en medis quimicament semi-definits, i un creixement que assoleix densitats cel-lulars altes

(Furger et al., 2001).

1.4.7 Produccio en sistemes vegetals

La biotecnologia vegetal va néixer fa prop de 20 anys amb la produccié d’hormones i altres
biomoléecules actives en plantes transgeniques. Tot i aixi, no va ser fins a la produccid del primer
anticos monoclonal en plantes I’any 1988, que es va poder demostrar la capacitat que tenen les
plantes per a produir proteines complexes amb significat terapéutic (Goldstein 1 Thomas, 2004 i
Horn, 2004).

Existeixen diferents estratégies per a 1’expressié de gens que poden ser utilitzades per a
produir proteines especifiques en plantes (Horn, 2004). Per una banda, I’expressid transitoria
permet la insercio d’una seqiiencia genica a I’interior de la cel-lula vegetal sense la incorporacid de
nou material genctic en el genoma de la planta. Per a aquesta finalitat s’utilitzen metodes fisics de
transformacié com la balistica o les infiltracions mitjancant el buit (agroinfiltraci6), o bé metodes
basats en vectors d’expressid virals capagos d’infectar especificament determinats tipus de cel-lules
vegetals, com el virus del mosaic del tabac (TMV). A través de I’expressid transitoria de productes
recombinants es poden obtenir grans quantitats de proteina de forma rapida, perd com que no hi ha
insercié del gen en el genoma de la planta, I’expressi6 d’aquest no és permanent ni heretable. A
mes, tot 1 que la seva aplicacid és molt tutil durant les etapes de recerca i desenvolupament 1, en
alguns casos també pot ser ttil per a la produccié de farmacs, requereixen una produccié continua
de biomassa fresca per ser transformada cada vegada, fent que sigui menys atractiva per a una
produccio de proteines a llarg terme i per a grans volums de produccid.

Alternativament, es pot recorrer a una transformacid nuclear estable, en la qual el
cromosoma primari de la planta és alterat per permetre una expressid permanent i heretable. Aquest
procés es duu a terme mitjangcant Agrobacterium tumefaciens, un patogen tipic de plantes que de
forma natural transfereix material genétic al genoma de la planta (Fig. 1.5). Aixi, modificant el
contingut genétic d’A. tumefaciens els gens d’interés poden ser inserits en diferents tipus de plantes,
sobretot de dicotiledonies. El material genetic també pot ser transferit a través d’unes particules
petites metal-liques cobertes amb el DNA d’interes, que son literalment bombardejades contra les

cel-lules vegetals.
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Figura 1.5. Esquema general del procés de transformacié nuclear estable en
plantes.

Tot i que la transformacié nuclear estable és un procés llarg i més costds que el transitori,
ofereix un clar avantatge 1 €s la produccié de proteines reiterada i estable, mitjangant el cultiu
continu i a llarg termini, de les llavors homozigotes de la linia estable de plantes transformades.

Per ultim, també existeix un sistema que utilitza la transformacio del DNA plastidic, que
també pot portar a canvis heretables per a I’expressié de proteines. Tenint en compte que cada
cel-lula vegetal conté centenars o milers de cloroplasts, i que aquests organuls son capacos de
mantenir un nombre elevat de copies del gen funcional, aquest sistema resulta molt prometedor per
a la produccid de proteines terapeutiques.

Per a la produccidé de proteines recombinants també s’han utilitzat cultius cel-lulars de
plantes. Aquest sistema ofereix una serie d’avantatges entre els quals destaquen el control precis
sobre les condicions de creixement, la reproductibilitat entre diferents batch cel-lulars, I’abséncia de
risc per contaminacions derivades de 1’us de pesticides, herbicides i fungicides, i1 la independéncia
de factors ambientals que puguin afectar al creixement cel-lular, entre d’altres. (Hellwig et al.,
2004). Les linies cel-lulars més ben caracteritzades deriven de cel-lules de tabac: Bright Yellow 2
(BY?2) i Nicotiana tabacum 1 (NT-1).

Malgrat aix0, tractant-se d’un sistema basat en cultius cel-lulars, existeixen una serie de
limitacions que haurien de ser superades per tal de competir amb altres sistemes d’expressid
existents. Rendiments de produccid relativament baixos, silenciament genic, variacié somaclonal
(variabilitat genética generada durant la practica del cultiu de teixits), creixement cel-lular lent, aixi
com la formacid d’agregats, formen part dels principals reptes a ser circumcidats en els proxims

temps (Hellwig ef al., 2004).
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Comparat amb els sistemes d’expressio que utilitzen animals vius o cultius cel-lulars de
mamifer, la produccid de proteines recombinants en planta és molt més segura, més economica,
requereix menys temps, i ofereix més possibilitats d’emmagatzematge i distribucid. A més, fins al
moment no s’han trobat virus de plantes que siguin patogenics en humans, 1 el creixement a escala
agricola requereix només d’aigua, minerals i llum solar, mentre que els processos que utilitzen
cultius cel-lulars, son molt delicats, més costosos, i per a un escalat comercial requereixen
bioreactors costosos. Els sistemes de producci6 basats en plantes també ofereixen glicosilacions,
direccionament, compartimentacio, 1 magatzem natural i estable en organs especifics de cel-lules
vegetals.

La produccié de vacunes en plantes transgeéniques suposa una alternativa prometedora als
immunogens convencionals, ja que presenten la possibilitat d’estimular el sistema immune sistémic
1 secretor per administracio oral contra patogens estomacals, resultant en el que es coneix com a
vacuna comestible (Escribano i Perez-Filgueira, 2009). Tot i aixi, el major inconvenient en
I’expressio d’aquestes proteines en teixits de plantes transformades de forma estable, resideix en
I’obtencid de baixos rendiments d’acumulacid. Aquesta baixa eficiéncia pot ser deguda a una
combinacio entre un plegament proteic inapropiat i la propia inestabilitat de la vacuna (Brun et al.,
2011).

Existeixen diferents espeécies vegetals que poden ser utilitzades com a productores de
compostos biofarmacéutics. Encara que la planta del tabac (Nicotiana tabacum) és la més
ampliament usada, també s’han produit proteines recombinants en Nicotiana benthamiana,
Arabidopsis thaliana, en arrds, en ordi, en alfals (Medicago sativa), en patata, tomaquet, en
cel-lules de pastanaga, etc. (Karg i Kallio, 2009)

Les plantes del tabac resulten atractives per la gran quantitat de biomassa que generen, pero
també pel gran nombre de llavors que produeixen en cada cicle vital. A més, les teécniques 1
metodologies de transformacio estable o transitoria estan ben establertes amb el qual es veu
incentivada la seva aplicacid en una produccid a gran escala. Tanmateix, pel fet de no ser una planta
comestible, existeix un risc molt baix de contaminaci6 de la cadena alimentaria humana. Malgrat
aixo, un dels inconvenients que presenten les plantes del tabac €s I’alt contingut en nicotina i altres
alcaloides toxics, els quals han de ser extrets durant les etapes de processament i recuperacid de la
proteina d’interés. Actualment, existeixen varietats de plantes de tabac amb baix contingut
d’alcaloides, que minimitzen aquest efecte (Fischer et al., 2004).

La produccié de proteines recombinants en plantes ha assolit nivells de produccid que
representen fins el 14% del total de proteines solubles, com és el cas de la fitasa d’A. niger

expressada en tabac (Demain i Vaishnav, 2009).
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1.5 Tecnologies per a la produccio de proteines recombinants

Un dels punts critics per tal de que un sistema de produccid sigui viable i competitiu dins el
mercat, és la necessitat d’assolir nivells elevats de proteina recombinant acumulada. Per tant, apart
de P’optimitzacio dels sistemes d’expressio existents, també sorgeix la necessitat de disposar un
ventall més ampli de tecnologies encaminades a obtenir nivells optims d’expressid i produccid de
proteines actives i funcionals.

Algunes d’aquestes tecnologies han estat desenvolupades en ambits empresarials per tal de
promoure la comercialitzacid 1 aplicaci6 de la tecnologia, del producte en qiiesti6 o la
infraestructura relacionada. Exemples de biotecnologies desenvolupades en empreses de produccid

de proteines recombinants amb aplicacions industrials, terapéutiques i1 veterinaries, es troben

resumides a la taula 1.2.

Empresa

biotecnologica Ra
Algenex Espanya
Chesapeake-PERL EUA
ERA Biotech Espanya
ExpreSzion Dinamarca
Biotechnologies
Icon Genetics - Alemanva
Bayer Y
Lentigen EUA
Pfenex Inc. EUA

Tecnologia

Tecnologia IBES®
Acumulacié de
proteines en larves i
cel-lules d’insecte.

Plataforma
d’expressid per
infeccid de larves de
Trichoplusia ni.

Tecnologia Zera®.
Proteina de fusio.
Acumulacié de
proteina en organuls
heterolegs densos.

Plataforma de
produccio en cél-lules
Schneider-2 de
Drosophila
melanogaster.

Sistema de
transformacio viral i
cloroplastica.

Sistema de
transformacio basat
en vectors lentivirals.

Tecnologia
d’expressio en
Pseudomonas

fluorescens.

Avantatges

Elevada productivitat i
rapidesa. Seguretat.
Reduccié de costos.

Rapidesa, escalat,
flexibilitat.

Expressié multi-hoste
eucariota. Elevada
productivitat.
Miltiples aplicacions.
Downstream senzill.

Rapidesa, escalat.
HTS. Condicions de
produccio
competitives.

Sistema rapid. Nivells
d’expressio elevats.

Sistema rapid i
eficient.
Reprogramacié
estable de la funcio de
cél-lules de mamifer.

Adaptat per a HTS.
Métode d’escalat i
downstream
simplificats. Hoste no
patogeénic.

Inconvenients

Producte d’interés
exposat a agents
proteolitics.
Possibles reaccions
anafilactiques.

Proteolisi.
Downstream
complicat.

Influéncia de la
naturalesa de la
proteina.
Necessitat de
proteases
exogenes.

Nivells d’expressio
i acumulacio
dependents de la
naturalesa de la
proteina.

Només aplicable a
plantes. Manca de
glicosilacié per
transformacio
cloroplastica.

Només aplicable a
cél-lules de
mamifer.
Seguretat.

No hi ha
glicosilacions. Risc
de heterogeneitat

en el producte
final.
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Empresa ’
. S~ Pais
biotecnologica

ProdiGene EUA

Protalix Israel

Biotherapeutics
ProteoNic Pa!sos
Baixos
Rincon
Pharmaceuticals EUA
inc.

Selexis Suissa
Sembiosys Canada
_Ver!trla EUA

Biosciences
VTT Finlandia
VTU technologies Austria
X-Brane S
Suecia

Bioscience

Tecnologia Avantatges Inconvenients

Producci6 de
productes
biofarmaceéutics en
blat de moro i soja.

Contaminacié
horitzontal de
cultius no
transgeénics.

Produccié de vacunes
comestibles.

Baixos nivells
d’expressio,
protedlisi.
Modificacions post-
traduccionals.

ProCellEx™ Expressio
en cél-lules de
pastanaga i tabac en
biorreactors.

Escalat. Seguretat i
consisténcia del
producte final. Ampli
rang de proteines.

Augmenta el
rendiment de
traduccié de mRNA
per mitja de la
tecnologia UNic™.

Independent de la
naturalesa de la
proteina. Expressio
multi-hoste.

No aporta millores

en els processos

de downstream ni
purificacio.

Produccio de
proteines en
Chlamydomonas
reinhardtii mitjancant
el sistema AlgRx™.

Sistema de produccié
rapid i eficient.
Elevada seguretat.
Produccio en
fotobioreactors.

Manquen
modificacions post-
traduccionals.
Downstream
complicat.

Elements genetics
que fan augmentar la
productivitat en
cel-lules de mamifer.

Increment entre 2 i
10 vegades la
produccio de

proteines.

No funciona en
plantes ni cél-lules
d’insecte.

Producte d’interés

Acumulacié de exposat a agents

proteines en oil

- proteolitics.
. Downstream efectiu i :
bodies. . Requereix
p senzill.
Transformacio processament per
nuclear en gira-sol. proteases
exogenes.

Express Tec®
Acumulacié en
plantes d’arros.

Seguretat. Cost
efectiu. Ampli
espectre de proteines.

Llarg temps de
posada a punt.

Elevada productivitat.
Modulacié de
I’'expressio.

Downstream de
recuperacio
complicat
Produccio
extracel-lular.
Modificacions post-
traduccionals.
Hiper-
glicosilacions.

Producci6 en fongs
filamentosos

Regulacioé de
I’'expressié mitjangant
el promotor AOX1.
Disseny de produccio
cost-efectiva.

Plataforma de
produccid en Pichia
pastoris.

Producci6 de
proteina en cossos
d’inclusié. Manca
de modificacions
post-traduccionals.

Sistema Rhamex™
per la produccié de
proteines en bacteris
gram-negatius.

Elevat rendiment.
Cost-efectiu.

Taula 1.2. Exemples significatius d’empreses biotecnologiques de produccié de proteines recombinants.
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Per tal d’assolir nivells competents de productivitat de proteina recombinant mitjangant
metodes cost-efectius, existeixen solucions divergents com la secreci6 del producte d’interes, o bé,
la seva acumulacié en compartiments intracel-lulars. L’emmagatzematge intracel-lular de proteines
recombinants es pot donar per expressio en el citoplasma, o bé per acumulacid en algun

compartiment del sistema endomembrana.

1.5.1 Secrecioé de proteines recombinants

Generalment, la secrecid de proteines recombinants al medi de cultiu permet que el producte
d’interés esdevingui similar a la proteina nativa, ja que normalment en el decurs de la via de
secrecid de la cel-lula hoste, les proteines reben el processament adequat per a la seva funcionalitat.
A més, mitjangant aquest sistema es redueixen els efectes toxics produits per proteases internes que
solen degradar o malmetre proteines que han estat sobreexpressades en 1’espai intracel-lular de la
cel-lula hoste. D’altra banda, el procés de downmstream 1 purificaciéo de la proteina secretada,
resulten ser més senzills, 1 parcialment més eficients, ja que no €s necessaria cap etapa de lisi ni
extraccio proteica sobre teixits o cel-lules de I’hoste (Yin ef al., 2007 1 Paal et al., 2009).

Les proteines de secrecid s’expressen inicialment com a precursores amb un peptid senyal a
I’extrem N-terminal que posteriorment és processat per part d’una peptidasa de senyal. Degut a que
els péptids senyal son evolutivament conservats en moltes especies, 1 a que la peptidases de senyal
reconeixen més aviat motius estructurals que seqiiencies lineals, molts péptids senyal son funcionals

tant en procariotes com en eucariotes, facilitant aixi I’aplicacid d’aquest sistema en multiples hostes

d’expressié (Olczak 1 Olczak, 2006).

1.5.2 Direccionament de I’expressio a compartiments subcel-lulars

Per tal d’augmentar els nivells d’expressid de la proteina recombinant, la seva acumulacid
dirigida a determinats compartiments subcel-lulars afavoreix a mantenir 1’estructura i integritat de la
proteina. Algun dels compartiments que s’han emprat per a aquesta finalitat inclouen 1’espai
periplasmatic, el reticle endoplasmatic (RE), el cloroplast, els vacuols, etc.

Per ’interés del present treball, només es detalla la informacio relativa al direccionament de
I’expressid proteica a RE.

Diversos estudis han demostrat que el direccionament de la proteina recombinant a la via de
secrecid, 1 la seva retencid en el RE mitjancant 1’addicié del tetrapeptid H/KDEL a I’extrem
carboxi-terminal afavoreix la seva estabilitat, integritat i, conseqiientment, al seu grau
d’acumulacié. En bona part, aquest conjunt de distincions les ajuden a conferir la preséncia d’una
gran varietat de xaperones en aquest compartiment. Tanmateix, aquesta estratégia comuna a tots els

eucariotes presenta certs inconvenients ja que, al tractar-se d’una retencié depenent d’unid Iligand-
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receptor, s’assoleix amb facilitat una saturacio del procés, de forma que les proteines recombinants
acaben resultant secretades o transportades a vacuoles vegetals de lisi. Algunes del les proteines
heterologues que contenen KDEL també poden resultar mal plegades i conseqiientment eliminades
per la via de degradacié dependent de RE (Semenza et al., 1990). A més, 1’addici6 de 4 residus a la
seqiiencia aminoacidica d’interes, fa que aquesta estratégia tampoc no sigui aplicable a

determinades proteines amb aplicaci6 farmacologica.

1.5.2.1 Tecnologia Zera® - ERA Biotech S.A.

Arrel dels estudis realitzats en el laboratori de recerca de I’Institut de Biologia Molecular de
Barcelona (IBMB — CSIC) sota la direccid de la doctora M. Dolors Ludevid, 1I’any 2002 es va crear
ERA Biotech S.A. Es una empresa spin-off ubicada al Parc Cientific de Barcelona, que desenvolupa
una tecnologia per a la produccié de proteines recombinants amb aplicacions principalment
biofarmaceutiques 1 industrials. El sistema es basa en la producci6é de proteines de fusié que sén
acumulades a D’interior d’unes estructures intracel-lulars membranoses que deriven de reticle
endoplasmatic (RE) anomenades cossos proteics (CP).

Les llavors de les plantes contenen grans quantitats de proteines de reserva que durant la
germinacid son hidrolitzades en aminoacids per tal de satisfer les posteriors necessitats anaboliques
durant el procés embrionari i desenvolupament de la plantula (Coleman et al., 1996).

Les prolamines sén un grup de proteines de reserva que es troben en les llavors de cereals 1,
degut al seu contingut ric en prolines i glutamines, presenten un grau elevat d’hidrofobicitat. En el
cas del gra de blat de moro, les prolamines s’anomenen zeines i son classificades en 4 grups
principals: a-, B-, 6- 1 y- zeines, segons propietats com la solubilitat, estructura, pes molecular, i
resposta immunologica (Cabra ef al., 2005).

Un cop sintetitzades en el reticle endoplasmatic rugds de les cel-lules de ’endosperm, les
zeines promouen interaccions especifiques amb d’altres zeines i formen acumulacions de proteina
ensamblada, que permeten la seva retenci6 a RE i la formaciéo de cossos proteics. El grau
d’acumulaci6 de les zeines dins dels CPs pot arribar arribar a suposar fins el 70% de les proteines
totals del gra madur. La y-zeina s’acumula juntament amb les a-, les B- 1 les 6- zeines en CPs densos
d’entre 1,1- 1,3 g/cm3, amb forma esferica i de mida aproximada entre 1-2 pm (Larkins i Hurkman,
1978; Geli et al., 1994).

Encara que el mecanisme de formaci6 dels CPs no esta totalment caracteritzat, sembla que
les y-zeines son les encarregades de proporcionar estabilitat envers altres proteines de reserva de
I’interior del RE. S’ha observat que quan les a-zeines son expressades en plantes transgéniques,

aquestes proteines son rapidament conduides cap vacuoles de lisi on sén degradades per part de
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proteases vacuolars. Només quan les a-zeines son co-expressades juntament amb y-zeines, ambdues
proteines s’acumulen de forma estable en CPs que deriven de RE (Coleman ef al., 1996).

Complementant aquesta informacié i, a partir d’estudis d’immunolocalitzacié per
microscopia electronica, s’ha pogut determinar que la y-zeina es troba localitzada a la periferia dels
CPs envoltant els agregats, principalment de a-zeina, perd també d’altres zeines que solen ocupar la
fraccio central del cos proteic de les cel-lules de I’endosperm de blat de moro (Ludevid et al., 1984 i
Lending i Larkins, 1989). Com veurem més endavant, aquesta distribucid no €s a 1’atzar, sind que
¢s deguda a les propietats amfipatiques de la y-zeina, que contraresten amb 1’alta hidrofobicitat de
les a-zeines.

L’acumulacio6 de les zeines en cossos proteics promou que aquestes proteines no entrin a la
via de degradacid associada a reticle endoplasmatic (ERAD), i evita la seva exportacio des del RE
cap a altres compartiments de la via de secrecid (Vitale i Ceriotti, 2004 1 Torrent ef al., 2009). A
més, com que les proteines de reserva romanen embolcallades per membrana, el contingut del CP
resta protegit d’activitats proteolitiques i enzimatiques tipiques del compartiment citosolic.

El gen de la y-zeina, també anomenat glutelina-2, codifica per una proteina de 204 residus
que no mostra homologia amb cap dels polipéptids de la o-zeina. Es una proteina rica en sulfurs,
que presenta una estructuracid en dos dominis. A N-terminal, el peptid senyal precedeix un domini
repetitiu ric en prolines composat per varies repeticions de I’hexapeptid Pro-Pro-Pro-Val-His-Leu, i
a C-terminal, un domini ric en cisteines esta unit al domini repetitiu a través d’un espaiador curt
format per la seqiiencia Pro-X (Torrent ef al., 1994) (Fig.1.6.A).

La y-zeina és una proteina de 27 kDa que, tot i que no conté cap senyal de retencid de tipus
H/KDEL ¢és retinguda eficientment a RE, i acaba formant part del sistema d’endomembranes que
conformen els CPs derivats de RE. A partir d’uns estudis basats en la caracteritzacié d’aquesta
zeina, s’ha pogut determinar que la informacid que confereix les capacitats de retencid i
autoensamblatge de les y-zeines, 1 que permeten a la vegada la formacid de CPs, esta continguda en
el domini N-terminal ric en prolines (Geli et al., 1994).

La retenci6 al RE provocada pels dominis rics en prolina de la y-zeina, sembla estar
relacionada amb la seva capacitat d’agregacio en aquest compartiment. Existeixen dos factors que
podrien intervenir en aquest procés: per una banda la capacitat d’autoensamblament que confereix
el domini repetitiu, i per altra banda, ’estabilitat que confereixen els ponts disulfur intermoleculars

que es formen entre les 6 cisteines que contenen aquestes proteines (Llop-Tous et al., 2010)
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Les propietats fisico-quimiques del domini repetitiu PPPVHL permeten un plegament que
adopta una conformacio en helix de tipus poliprolina II (Kogan et al., 2002). Diferents teécniques
biofisiques com la RMN o el dicroisme circular, han permes el plantejament d’una série de models
tridimensionals a partir del péptid sintétic format per la seqiiencia del domini repetitiu en solucio

aquosa (Fig. 1.6).

A | MRVLLVALALLALAASA TS{TH TSGGCGC dPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPV
HLPPPVHLPPPVHVPPPVHLPPPP pH YPTQPPRPQPHPQPHPCPCQQPHPSPCQ

1 Peptid senyal de la y-Zeina

1 Sequencia N-terminal de la la y-Zeina
= Domini repetitiu (PPPVHL)x8

1 Domini Pro-X

B Domini Zera® ric en Prolines ( Val His Leu

C Auto- ensamblatge D

100

i Contex.t hidrofilic ) Context hidrofobic En liposomes (Microscopia Electronica)
(Microscopia Electronica) (Microscopia de Forga Atomica)

Kogan et al. J. Mol. Biol. (2001)

Kogan et al. Biophys. J. (2002)

Figura 1.6. Capacitat d’autoensamblatge del domini repetitiu de la y-zeina. A. Seqliéncia
d’aminoacids del domini Zera® amb el péptid senyal de la y-Zeina. B. Conformacié en
hélix de poliprolina-II del peptid (PPPVHL)8. Les cadenes hidrofobiques de les leucines i
valines es marquen en groc, les cadenes polars de les histidines en blau. C. Imatge de
microscopia electronica de transmissié de la disposicié del péptid en una solucié aquosa.
D. Imatge de microscopia de forga atomica de la disposicié del péptid sobre una superficie
pirolitica de grafit.

Quan la y-zeina és expressada de forma heterologa en un teixit alternatiu a la llavor, com és
el cas de les fulles transgeéniques d’Arabidopsis thaliana, és capa¢ per si sola de formar
ectopicament, estructures envoltades de membrana molt similars als CP naturals presents en
I’endosperm de blat de moro (Geli ef al., 1994).

En base a les particularitats bioquimiques de les y-zeines, i en el seu mecanisme
d’acumulacié natural en cossos proteics, I’any 2002 es va fundar I’empresa ERA Biotech

(www.erabiotech.com) amb 1’anim de desenvolupar una nova tecnologia anomenada Zera®

(provinent de Zein Endoplasmatic Reticulum Accumulation). Aquesta tecnologia es basa en la
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produccié de péptids i proteines recombinants mitjangant 1’ds d’un element de fusié Zera™, que
deriva del domini N-terminal de la y-zeina.

L’expressio heterdloga d’una proteina quimerica de fusid formada per la unié del domini
Zera® a una proteina d’interés, indueix la formacid de novo d’estructures amb caracteristiques i

propietats equivalents a les dels cossos proteics naturals de blat de moro (StorPro® bodies).
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Figura 1.7. Micrografies electroniques de cossos proteics formats per |'expressid
transitoria de proteines de fusié Zera®. A. Immunodeteccié realitzada sobre cél-lules
d’insecte Sf9 expressant Zera-EGF. B. Immunodeteccié sobre fulles de planta de tabac
transgéniques, expressant Zera-Calcitonina (Torrent et al., 2009a).

Els cossos StorPro”, apart d’acumular quantitats importants de proteina recombinant, també
contenen xaperones eucariotes que permeten el plegament proteic correcte, 1 confereix estabilitat 1
aillament front als agents proteolitics presents en el citosol. Recentment, s’ha descrit la produccio
constitutiva de I’enzim xilanasa mitjangant la tecnologia Zera® en plantes de tabac transformades
transitoriament. Després de 7 dpi, la proteina de fusié Zera®-xilanasa resultava activa i suposava el
9% de la proteina total present en les fulles transformades, indicant I’eficiéncia de produccid
d’aquest enzim industrial mitjancant aquest sistema. Aquest estudi també incloia analisis
d’estabilitat enzimatica 1 resisténcia front a agents proteolitics com la tripsina i1 la pepsina, els
resultats dels quals indicaren una estabilitat de I’activitat xilanasa de fins a 2 mesos a temperatura
ambient, 1 una resisténcia proteolitica de la proteina de fusi6 acumulada a cos proteic heteroleg
(Llop-Tous et al., 2011).

D’altra banda, I’elevada densitat i el grau d’acumulaci6 proteica propis dels cossos proteics,
fan que el procés de recuperacid de la proteina recombinant sigui simple i economic (Fig.1.8).

Avui dia, els costos associats a la recuperacié i purificacié de la proteina d’interés poden
suposar fins el 40% del total dels costos de produccid dels productes biofarmaceéutics (Langer,

2009b).
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Durant aquests anys, els estudis realitzats a ERA Biotech han permes validar la tecnologia
Zera® aplicada a un elevat nombre de proteines de naturaleses diferents, amb uns resultats de
productivitat i rendibilitat superiors a les técniques convencionals de produccio.

Tanmateix, la gran versalitat d’aquesta tecnologia ha estat demostrada amb els resultats
obtinguts arrel de I’expressi6 de proteines de fusié Zera™ en molts tipus de cél-lules hoste diferents.
Entre ells destaquen hostes eucariotes com: les plantes de tabac (Nicotiana tabacum i
benthamiana), d’arrds (Oryza sativa), d’alfals (Medicago sativa), d’Arabidopsis thaliana, de
tomaquet (Solanum lycopersicum); cultius de cel-lules vegetals (NT1), de cel-lules de mamifer
(CHO, Cos-2), de cel-lules d’insecte (Sf9, Sf21, High5), larves de Trichoplusia ni, fongs
filamentosos (7richoderma reesei), etc. ( Fig. 1.7; Torrent et al., 2009a).

Un altre exemple satisfactori d’acumlacié de proteina recombinant en cossos proteics
heterolegs el conforma la produccié recombinant de 1’antigen F1-V de Yersinia pestis mitjangant
tres sistemes d’expressio vegetals diferents: N. benthamiana, M. sativa i cél-lules en cultiu NT1.
L’eficieéncia de produccid de la proteina de fusié va ser valorada en preséncia i abséncia del domini
Zera® fusionat, donant com a resultat uns rendiments d’acumulacié de F1-V en cossos StorPro® de
fins a tres vegades superior respecte a la proteina acumulada en citoplasma (Alvarez, 2009).

Aquest conjunt de resultats han estat complementats amb els estudis realitzats al llarg dels
ultims anys al laboratori d’ERA Biotech, per tal d’obtenir un procés de recuperacid (downstream) i
purificacio de la proteina d’interés, a partir de cossos proteics heterolegs provinents de diferents
hostes d’expressio. Les caracteristiques fisico-quimiques dels cossos StorPro® permeten recuperar
la proteina de fusié d’interes acumulada, lliure de la majoria de contaminants cel-lulars presents en
I’hoste mitjancant técniques senzilles de separacié diferencial per densitat. Com a conseqiiéncia, el
procés de downstream aplicat per a proteines de fusié Zera®™, permet una fraccié enriquida de
proteina recombinant d’'una manera escalable i cost-efectiva (Fig. 1.8).

Les propietats que confereix el domini Zera® a nivell d’acumulacio, recuperacié i purificacio

proteica, han estat objecte de diposit d’un conjunt de patents.
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Enriquiment de cossos
proteics densos en un sol pas
de centrifugacié

Contaminants
Contaminants *

v

Proteina d‘r\_

Proteina d'interés :

Abans de la centrifugacio Després de la centrifugacio

H s cP H s w
4
E —
- N -
—
Zera®-Pol —» - L W |«—Zera®-Pol
-
— —
Cél-lules Sf9 Plantes de tabac

Figura 1.8. Enriquiment de la proteina de fusié Zera®- Pol acumulada en cossos proteics (CP)
densos heterolegs. Amb un Unic pas de centrifugacié a baixa velocitat, s’obté una fraccié de cos
proteic (CP) concentrada i lliure de la majoria de contaminants de I'hoste. H: homogenat, S:
sobrenedant resultant de la centrifugacid, W: sobrenedant del rentat, CP: fracci6 de cossos
proteics resultants de la centrifugacio.

Darrerament s’han descrit altres tecnologies basades en proteines de fusio, que permeten el
direccionament a RE i1 I’acumulacié en estructures de tipus cos proteic en plantes (Conley et al.,
2011). Aquestes metodologies empren diferents elements de fusido com: 1) biopolimers sintetics
derivats de I’elastina de mamifers (ELP), 2) hidrofobines o 3) zeolines.

Les proteines de fusid ELP s’aillen i recuperen mitjancant meétodes de separacié no-
cromatografics basats en uns inversié térmica ciclica (ITC) (Conley et al., 2009). Les hidrofobines
son unes proteines petites (10 kDa) derivades de fongs que, degut a la preséncia de 4 ponts disulfur
intramoleculars permeten la formacidé d’unes estructures amb naturalesa altament hidrofobica.
Degut a aquestes propietats, les proteines de fusio basades en hidrofobines poden ser aillades per un
metode senzill d’extraccio bifasica (ATPS- Aqueous Two-Phase System), mitjangant el qual s’obté
la proteina concentrada en la fase del sulfactant. Finalment, les proteines de fusié de tipus zeolina
també son recuperades per metodes de separacid per densitat. Tots aquestes tecnologies es troben en
fase de desenvolupament, 1 ofereixen avantages i1 inconvenients contrastats en la literatura per

Conley et al., 2011.

1.5.3 Elements de fusio: produccioé de proteines de fusié recombinants

La produccid de proteines recombinants en diferents sistemes d’expressio es veu facilitada

per la utilitzacié d’elements proteics o peptidics de fusid. Aquests elements solent introduir-se a N-
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terminal o a C-terminal de la proteina d’interés, o menys usualment, en una regi6 interna de la
proteina on hi hagi suficient superficie d’exposici6 i no malmeti gaire la estructura de la proteina
(Fong et al., 2010). La proteina de fusio resultant, permet augmentar ’estabilitat del producte
expressat 1 sobretot, facilitar la recuperacio i1 purificacié de la proteina d’interes (Lichty et al.,
2005). Existeixen molts tipus d’aquests elements proteics, que sovint s’aprofiten per a dur a terme
una purificacidé per afinitat (taula 1.3). Basicament, un element d’afinitat és una seqii¢ncia
d’aminoacids exogena que presenta gran afinitat per un lligand biologic, de tipus proteina o anticos,
o bé quimic. Aquests lligands solen estar acoblats a un suport solid per tal de facilitar la purificacio

del producte d’interes (Arnau ef al., 2006).

Elements de fusié Mida (aa) Propietats / Caracteristiques
His-tag 5-15 Purificacié en condicions natives o desnaturalitzants.
FLAG 8 C’Ialci depgndent. Purificacié basada en anticos. Diana per a
I'enteroquinasa.
Streptag Il 8 Streptavidina modificada, elucié6 amb un analeg de biotina.
HA-tag 9 Basat en IhgmagMUmna del virus influenza. Purificacio
basada en anticos.
Softag 1, Softag 3 13,8 Reconegut per I'anticos responsable del poliol.
c-myc 10 Purificacié basada en anticos.
T7- tag 11-16 Purificacié basada en anticos.
S-tag 15 Purificacié basada resines d’afinitat de proteina S.
Péptids elastin-like (ELP) 18-320 Agrggamo proteica per canvi de temperatura, tall basat en
inteines.
Chitin-Binding Domain (CBD) 52 Uneix Unicament quitina insoluble.
Thioredoxin 109 Purificacié per afinitat mitjangant una resina modificada.
Xylanase 10A 163 Capturacio basada en cel-lulosa, elucié amb glucosa.
Glutathione S-Transferase (GST) 201 Afinitat per glutatié o anticos contra GST.
Oleosin Purificacié per aillament d’organuls de tipus oil bodies.
Maltose Binding Protein (MBP) 396 Columna d’afinitat mitjangant amilosa.
NusA 495 Incrementa la solubilitat a E.coli. Necessita etiqueta d’afinitat

per purificar.

Taula 1.3. Elements proteics d’afinitat i solubilitat per a la produccié de proteines recombinants (Arnau,
2006).

Els principals avantatges que deriven de I’expressio de proteines de fusidé recombinants son,
per una banda la simplificaci6 i agilitzaci6 de I’etapa de purificacid; i per altra banda, el possible
augment de I’acumulacié i solubilitat de la proteina de fusio (Kiihnel et al., 2003).

L’elecciéd d’un element de fusid o altre esta basada en parametres com les caracteristiques
bioquimiques de la proteina d’interes, el tipus de cel-lules hoste o el tipus d’aplicacié que hi puguin
derivar. Tot i que hi ha diferéncies substancials entre els diferents elements d’afinitat en termes
d’eficiencia en la purificacid, hi ha indicadors que fan que determinats elements de fusid siguin
més apropiats per a la purificacid, com és el cas del tag d’histidines (His-tag); n’hi ha que han estat

dissenyats per ajudar o millorar la solubilitat o el plegament, com el MBP o SUMO; o n’hi ha que
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fins 1 tot serveixen per ajudar tant en la solubilitat com en la purificacié de la proteina de fusid, com
la GST o la MBP (Lichty et al., 2005).

Tot i aixi, per tal de recuperar la forma nativa de la proteina d’interés lliure del segment
fusionat, és necessaria una etapa de tall o processament abans de les etapes definitives de
purificaci6 (Fong et al., 2010).

Per permetre el tall entre la proteina d’interés i I’element d’afinitat, normalment s’afegeix
entremig un regié d’unio o linker. Aquest linker, apart de contenir la seqiiéncia especifica de tall per
a una endoproteasa externa, també conté uns residus extra que contribueixen a millorar
I’accessibilitat de la proteasa i permeten un millor plegament de la proteina de fusié (Kiihnel et al.,

2003).

1.6 Estratégies de processament de proteines de fusio

Per a la produccié de proteines recombinants amb finalitats terapeutiques o farmaceutiques,
I’autenticitat de la cadena polipeptidica és un tret essencial i imprescindible. Per aixd moltes
tecnologies que expressen proteines de fusid recombinants, com és el cas de la tecnologia Zera®,
requereixen una etapa de processament per tal de recuperar la proteina d’interes nativa.

Els metodes actuals de processament poden classificar-se segons la seva naturalesa quimica
o enzimatica (Arnau et al., 2006). El processament quimic s’utilitza en alguns casos especifics en
els quals la proteina de fusid és sotmesa a un tractament agressiu en preséncia de certs compostos
toxics com [’hidroxilamina o el bromur de cianogen (CnBr). EI CnBr talla les metionines
convertint-les en homoserina lactona, deixant un grup anino a N-terminal (Rais-Beghdadi et al.,
1998). Conseqiientment, aquests sistemes requereixen de I’addicié d’un unic residu de metionina
entre la proteina d’interés i I’etiqueta d’afinitat, posant en evidéncia I’alta inespecificitat que en
deriva. A més, sota aquestes condicions, la cadena lateral resulta desnaturalitzada o modificada en
certs residus de la proteina d’interes, dificultant aixi el procés posterior de purificacio.

El tractament enzimatic mitjancant proteases és més suau i especific i, en el major dels
casos, garanteix la integritat de la proteina. A la taula 1.4 hi trobem descrites les caracteristiques
dels sistemes enzimatics més comuns. D’entre totes les endoproteases especifiques comercialment
disponibles, les més utilitzades son la trombina i el factor Xa. Ja que, degut a la seva condicié de
proteases reguladores, tenen una especificitat notoria respecte a altres proteases conegudes com la
tripsina (Jenny et al., 2003). El gran inconvenient que presenta la trombina i altres endoproteases
com el TEV o la proteasa C, és 1’addicié de residus exogens a I’extrem N-terminal de la proteina
d’interés. En aquests casos convé fer un estudi sobre la idoneitat de 1’us d’aquestes proteases 1

avaluar I’efecte d’aquests residus exogens sobre la proteina d’interes.
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Altres possibles inconvenients en 1’Gs de proteases exdgenes son: la inespecificitat del tall
degut a la presencia de seqiiencies de reconeixement dins de la proteina d’interes; la ineficiéncia del
tall degut al dificil accés de la proteasa al lloc de reconeixement; les altes temperatures de reaccid
catalitica, que poden afectar negativament a ’estabilitat o a I’activitat de la proteina d’interes; la

possible precipitacié de la proteina d’interes i, finalment, els passos addicionals de purificacié

necessaris per extreure i inactivar la proteasa externa. (Chong et al., 1997)

Enzim DiarTa e Comentaris
reconeixement
Enteroquinasa DDDDK” Talls inespecifics en altres aminoacids basics
Factor Xa ID/EGR” Talls inespecifics a GR
Trombina LVPR'GS Talls inespecifics.
PreScission LEVLFQ 'GP Fusionada a GST per extreure la proteasa després de la digestio
TEV protease ENLYFQ'G/S Fusionada a His-tag per extreure la proteasa després de la digestio
3C protease ETLFQ'GP Fusionada a GST per extreure la proteasa després de la digestio
Sortasa A LPET'G Induccio del tall per ca®

Granzyme B

DX, N'X, M'N, S"X

Serina-proteasa. Risc de tall inespecific

. Residus involucrats:  Autoprocessament induible en condicions reductores o de
Inteina : f
NiC temperatura i pH
SUMO f)‘nfo.rmamonal’, Necessitat d’extreure la proteasa després de la digestid
seqliéncia llarga d’aa
DAPasa . . Talla a N-terminal. Utilitza His-tag per separar la proteasa post-
(TAGZyme) e e
Aeromoqas Exopeptidasa Talla a N-terminal, efectiu en residus M i L. Requereix Zinc.
aminopeptidasa
Aminopeptidasa M Exopeptidasa Talla a N-terminal, no talla abans de P
Carboxipeptidasa A Exopeptidasa Talla a C-terminal, no talla abans de R ni P
Carboxipeptidasa B Exopeptidasa Talla a C-terminal, abans de R o K

Taula 1.4. Métodes enzimatics per separar I'element proteic de fusié (Arnau, 2006).

Les proteases ideals per a processar proteines de fusié recombinants com les de Zera®™, son
les que presenten suficient especificitat per a la seqiiencia de reconeixement, independentment als
residus que es trobin a I’extrem carboxil del punt de tall, i que eviten possibles talls inespecifics en
la zona interna de la proteina d’interes. L’enteroquinasa i el factor Xa sén exemples adients de
proteases que poden tallar sense deixar cap residu a I’extrem C-terminal del lloc de reconeixement,

permetent I’alliberament de la proteina nativa.

1.6.1 Factor Xa

El factor Xa €s una serina-proteasa que talla I’extrem carboxil d’un residu arginina (Jenny et
al., 2003). Generalment, la seva seqiiéncia de reconeixement ¢s IEGR|, tot i que depenent de la
conformacié del substrat, també pot tallar en altres residus basics. Alguns estudis fan pensar que hi
ha una correlacio entre el mal plegament de la proteina d’interes, i el processament secundari per

part de la proteasa. Per tal d’optimitzar 1’eficieéncia de tall, cal avaluar els parametres i condicions
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que afecten la reaccio6 tals com la temperatura, la for¢a ionica i el pH del solvent (Jenny et al.,

2003).

1.6.2 Enteroquinasa

L'enteropeptidasa, també anomenada enteroquinasa (EK), és una serina-proteasa que
consisteix en una cadena pesada i una lleugera unides per un pont disulfur. La cadena lleugera conté
el domini catalitic suficient per al reconeixement i processament del seu substrat (Yuan 1 Hua,
2002). En condicions fisiologiques, aquesta proteasa reconeix la seqiiencia d’aminoacids
DDDDK|X del tripsindgen, i aquesta esdevé tripsina activa. Entre els avantatges que ofereix 1’us
biotecnologic d’aquesta proteasa, la més destacable és la seva seqiiencia especifica de
reconeixement de 5 residus, que permet alliberar la proteina recombinant processada sense cap
residu afegit a ’extrem N-terminal. A més, aquesta proteasa manté la seva activitat en diferents
condicions de reaccid i en un rang de pH i temperatura amplis (Fang et al., 2004). La majoria d’EK
disponibles comercialment, son holoenzims recombinants altament purificats produits a llevat,
procedents de la cadena lleugera de I’enteroquinasa bovina o porcina, i el seu preu encareix
considerablement el procés de purificacié (Vozza ef al., 1996). Altrament, cal remarcar 1’elevada
presencia de tall inespecific derivat de 1’accid proteolitica de la proteasa. S’han descrit metodes que
permeten reduir en cert grau aquest efecte (Shahravan et al., 2008), perd en molts casos la millor

solucid ha consistit en canviar d’endoproteasa.

1.6.3 Trombina

La trombina és una serina-proteasa que intervé de forma natural en el procés de la
coagulacié de la sang. El domini catalitic és alliberat de la proteina precursora protrombina per
accid de la proteasa Factor Xa, alliberant 1’enzim actiu de 36 kDa. Degut a I’elevada especificitat
proteolitica envers al lloc de reconeixement LVPR |GS, la seva utilitzacié per al processament de
proteines de fusid recombinants es troba bastant extesa. Una caracteristica que la fa remarcable per
la seva aplicacid biotecnologica és la seva baixa sensibilitat proteolitica a detergents que s’utilitzen
habitualment per a la produccidé de proteines recombinants i per a la cristal-litzacié de proteines
(Vergis i Wiener, 2011). El principal inconvenient que presenta 1'us d’aquesta proteasa ¢&s
I’abséncia d’un tall proteolitic net, el qual suposa 1’addicié de dos residus a la proteina d’interes.
Dr’altra banda, s’han descrit casos en els quals s’ha observat cert grau de processament inespecific

en proteines recombinants (Jenny ef al., 2003).

1.6.4 Proteasa TEV

La proteasa TEV és una cisteina-proteasa de 27 kDa que correspon al domini catalitic de la
proteina d’Inclusié Nuclear a (NIa), que es troba en el virus del gravat del tabac. Degut a la seva
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elevada especificitat de seqiiencia, és molt més estringent que el factor Xa, la trombina o
I’enteroquinasa. La seva seqiiéncia de reconeixement segueix un patrd del tipus EXXYXQ|G/S,
encara que la més utilitzada és ENLYFQ|G/S. Les proteases virals com la TEV presenten una
especificitat molt elevada, i la seva activitat es manté en un ventall molt ampli de condicions de
reaccio (Waugh, 2010). Apart de la seva elevada especificitat, la seva produccid a escala de
laboratori és molt senzilla i se n’obté en grans quantitats. D’altra banda, com moltes altres
proteases virals descrites, la TEV presenta una velocitat de turnover quatre ordres de magnitud més
lenta que les proteases no-virals, de forma que, generalment, se’n requereix més quantitat per

proteina de fusid 1 temps de reaccid (Vergis i Wiener, 2011).

1.6.5 Enzims desumolitzants

La tecnologia SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) ha sorgit com a alternativa als
sistemes de processament convencionals. Aquest sistema desenvolupat per I’empresa Lifesensors
Inc., esta basat en la fusié de la proteina d’interés a una proteina de la familia de les ubiquitines o
SUMO (Malakhov et al., 2004). Un cop expressada la proteina de fusid, aquesta €s processada per
una proteasa de SUMO (similar a I’enzim desubiquitinitzant) que reconeix la conformacié terciaria
globular que adopta SUMO. La proteasa mai talla dins la proteina d’inter¢s i aquesta s’allibera
sense cap residu addicional al seu extrem N-terminal. Entre els avantatges que ofereix aquesta
tecnologia cal destacar ’alta solubilitat i el correcte plegament de la proteina de fusid, ajudant a
augmentar el rendiment 1 a reduir els costos de produccio.

Un inconvenient important que presentava aquest metode basat en SUMO, pero que ja s’ha
pogut solventar, resultava per ’efecte dels enzims desubiquitinitzants endognes en hostes eucariotes
sobre les proteines de fusié6 SUMO, les quals eren processades in vivo interferient en 1’eficieéncia de
la tecnologia. Per tal de circumcidar aquest problema, es va desenvolupar una estratégia basada en
la particid del tag SUMO en dues meitats: CTHS (C-terminal half SUMO) i NTHS (N-terminal half
SUMO). La fusio del domini CTHS a la proteina d’interés i la seva expressido en cel-lules
eucariotes, permet nivells elevats d’acumulacid, impedint I’activitat de les proteases endogenes
sobre la proteina de fusi6. Una vegada aquesta proteina de fusio és purificada del contingut
cel-lular, la meitat NTHS es reconstitueix amb la proteina de fusi6 CTHS per formar el complex
hidrofobic que reconeixera la proteasa SUMO in vitro. Tot i que aquesta estratégia resulta
complexa, permet que els beneficis derivats de SUMO puguin ser aplicats tant en sistemes
procariotes com eucariotes (LifeSensors Inc. White Paper, 2004).

Recentment s’ha desenvolupat una altra estratégia de processament de proteines de fusid
SUMO expressades en cel-lules d’insecte. Aquesta metodologia consisteix en una doble

modificacié d’una seqiiencia SUMO provinent de llevat (smt3), que permet evadir els enzims
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desumolinitzants natius, perd €s reconeguda especificament per una proteasa de tipus SUMO
modificada (Liu ef al., 2008).

Pel que fa a la sensibilitat de la proteasa SUMO envers a les condicions de digestid, s’ha
pogut observar que la majoria de detergents que normalment s’empren en [’extraccid i1
cristal-litzaci6 de proteines, afecten drasticament a 1’activitat de la proteasa (Vergis i Wiener, 2011).
Degut a que I’estructura terciaria que adopta la seqiiencia SUMO ¢és essencial per al reconeixement
de la proteasa, pot ser que la proteina de fusio resulti parcialment desplegada en preséncia de
solucions micel-lars de detergent, o bé que la proteina s’insereixi en les micel-les evitant la

interaccio de la proteasa.

1.6.6 Autoprocessament controlable d’elements de fusio6

Alternativament, també existeixen el que s’anomenen elements de fusid autoprocessables,
que contenen o inclouen moduls proteics amb capacitat proteolitica induible. Les proteines de fusid
que els contenen poden autocatalitzar-se especificament com a resposta a un canvi conformacional,
o per efecte d’un compost de baix pes molecular (Li, 2010).

Entre ells, destaquen la sortasa A, la proteasa N'*©

, el modul FrpC, el domini derivat de la
cisteina proteasa i les inteines (taula 1.5.). Tots ells poden combinar-se amb métodes que permeten
la purificacié de proteines per afinitat, de manera que permeti la purificacio, tall i separacié de la

proteina d’interés en una Unica etapa de downstream.

Element . Condicions
, Mida ’e . . .
d’auto- (kDa) d’induccié del Avantatges Inconvenients
processament processament
s 2+ Millora I'expressio i la solubilitat . PROE2SREmL 7 VIVO. TaII'
ortasa A (SrtA) 17 5mM Ca de Ia proteina a E.coli incomplet. Introduccié de residu
P ’ Gly a N-term de la proteina
Canvi de . Exclusiu per proteines que
NPRO proteasa 19 condicions Uelllnet senEs FublE d suporten el replegament in vitro.

residus a la proteina d’interes

cosmotropiques Reaccié llarga. Tall incomplet

No millora la solubilitat de la

Tall eficient i especific. proteina de fusié. Introducci6 de
Modul FrpC 26 10mM Ca** Insensible a inhibidors de Asp a C-term de la proteina.
proteases Exclusiu per a proteines de fusio
C-term.
Millora solubilitat i expressio de Introduccié de fins a 4 residus
. proteines a E.coli. Eficient i no natius a C-term de la
ez e e S0 RO e altament especific. Insensible a proteina. Exclusiu per a
inhibidors de proteases proteines de fusié C-term.
Construccié de la proteina de o
) Tiols. Canvi de fusi6 flexible i amb diferents |0 dugmenta [a solubilitat de la
Inteines 18-22 . . L proteina. Tall in vivo. Tall
temperatura i/o pH opcions de tall. No addiciona

. . ) . incomplet.
residus a la proteina d’intereés. P

Taula 1.5. Caracteristiques principals de cinc meétodes d’autoprocessament de proteines de fusid
(Adaptat de Li, 2010)
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1.6.6.1 Sortasa A

La sortasa A (SrtA) de Staphylococcus aureus catalitza la reaccid de transpeptidacid que
permet I’ancoratge de proteines de superficie a la paret cel-lular (Li, 2010). L’enzim catalitza
primer el tall entre I’enllag de Thr-Gly de la seqiiencia LPXT|G present en el substrat, 1 després
catalitza la formacid de I’enllag peptidic entre la Thr i la pentaglicina de la paret cel-lular. La SrtA
utilitza el calci com a cofactor, la preséncia de la qual permet ’activitat de ’enzim (Ilangovan et al.,
2001).

L’activitat induible del domini catalitic d’aquesta proteasa ha estat utilitzada per al
processament de proteines de fusio (Mao, 2004). La proteina de fusio original contenia un His-tag a
N-terminal, seguit del domini catalitic de la SrtA, la seqiiencia de reconeixement LPTXG, i la
proteina d’interés. Aquesta proteina fou expressada a E. coli de forma soluble i immobilitzada en
una columna IMAC. L’ autoprocessament fou induit per addicio de calci en el tampd, donant com a
resultat I’alliberament de la proteina d’interés amb un residu Gly extra a N-terminal. Les avantatges
1 inconvenients d’aquest sistema envers als altres metodes basats en I’autoprocessament, es troben
resumits a la taula 1.5.

1.6.6.2 N RO proteasa

Aquesta proteasa conforma la primera proteina de la poliproteina de pestivirus. Presenta
activitat autoproteolitica, i durant la biogenesi de les proteines del virus, catalitza el tall entre si

mateixa i la proteina de la nucleocapside subseqiient (Li, 2010). La N"*°

proteasa provinent del
virus de la febre porcina classica va ser utilitzada com a element autoprocessable de proteines de
fusio (Achmiiller ez al., 2007). La proteina de fusi6 consistia en la proteina d’interes fusionada a C-

terminal de N*R°

, 1 expressada a E. coli majoritariament en cossos d’inclusid. Un cop la proteina era
replegada in vitro, el canvi de condicions cosmotropiques cap a caotropiques, feia que la proteasa
recuperés la seva activitat i1 alliberés la proteina d’interés amb el seu extrem N-terminal auténtic.

PRO

Malgrat aixo, la proteasa N' " ¢&s bastant hidrofobica, i té tendeéncia a formar agregats insolubles

durant el replegament in vitro, fet el qual redueix notoriament el rendiment de 1’autoprocessament.
A més, hi ha casos que indiquen que la proteina d’interés a la qual esta fusionada la proteasa N'*©
té un efecte determinant sobre el rendiment de la reaccid, essent els peptids i proteines petites les
menys influents sobre 1’accio de la proteasa (Li, 2010).

1.6.6.3 Modul FrpC

El modul FrpC és una proteina regulada per ferro, que ¢és produida pels bacteris gram-
negatius Neisseria meningitides. Osicka et al., 2004, varen mostrar que la proteina FrpC en
presencia de calci €s capag¢ d’induir el seu autoprocessament entre els residus Asp 414 1 Pro 415,

mitjancant un modul d’autoprocessament SPM (Self-Processing Module) que es troba situat

immediatament després de la diana Asp-Pro. La seva aplicacid per al processament de proteines de
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fusié fou desenvolupada pel mateix grup de recerca, mitjangant la construccié de la proteina
d’interés a N-terminal seguida de la diana de reconeixement Asp-Pro i el minim modul SPM
funcional amb un element d’afinitat a C-terminal (His-tag). La incubacid de la proteina de fusid
resultant en un tampd que conté calci, permet la induccid del processament mediat pel SPM, que
allibera la proteina d’interés amb un residu Asp addicional a C-terminal. Degut a la proximitat del
modul SPM a la diana de tall, és un sistema altament especific que no processa altres possibles
dianes presents en la proteina d’interes (Li, 2010).

1.6.6.4 Domini CPD (Cysteine Protease Domain).

El bacteri gram-negatiu Vibrio cholerae secreta una toxina multifuncional que, durant la
seva translocacid a les c¢l-lules hoste, presenta activitat autoproteolitica sobre dominis repetitius de
la toxina (MARTX — Multifunctional Autoprocessing Repeats-In-Toxin). Aquesta proteolisi esta
mediada per un domini intern conservat de tipus CPD (Cysteine Protease Domain), que €s activat
per la unidé d’una molecula petita de inositol hexakisfosfat (InsP6) (Li, 2010).

Basat en la toxina MARTX i el domini CPD, es va desenvolupar un sistema
d’autoprocessament de proteines de fusio, en les quals el domini CPD-His tag fou fusionat a C-
terminal de la proteina d’interés (Shen ez al., 2009). La diana de reconeixement especifica que es
disposa entre els dos elements fou VDAL|ADGK, 1 el tall va ser induit en columna, mitjancant
I’addicio de la molécula de baix cost InsP6. Actualment s’estan cercant alternatives que permetin
evitar I’addicio6 de 4 residus no natius a I’extrem C-terminal de la proteina d’interes.

1.6.6.5 Inteines

Des de la seva descoberta fa poc més de 20 anys, les inteines han anat ampliant els seu
espectre d’aplicacid en diferents camps de la biologia, de 1’enginyeria quimica i de la biotecnologia
(Elleuche i Poggeler, 2010). Les inteines es defineixen com a segments proteics interns capacos de
catalitzar la seva propia excisid d’una proteina precursora afuncional, 1 catalitzar la lligacio dels
fragments que la flanquegen (exteines) mitjancant la formacié d’un enlla¢ peptidic (Fig. 1.9). Com
a resultat de la lligacid de les exteines, es forma una proteina madura i funcional.

Per analogia amb 1’splicing de RNA en el qual intervenen introns i exons de pre-mRNA, es
va definir el fenomen post-traduccional de les inteines com a splicing de proteines (Gogarten et al.,
2002 1 Paulus, 2000). Les inteines es troben distribuides en organismes pertanyents a 3 dominis:
Archea, Bacteria i Eucarya, i1 en proteines virals. Actualment se’n coneixen més de 100, registrades
en una base de dades exclusiva d’inteines (InBase de New England Biolabs). Entre elles trobem
enzims metabolics, DNA i RNA polimerases, proteases, ribonucleotid-reductases i ATPases

vacuolars.
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M-Extein Intein C-Extein
DNA:
¢ transcription
RNA: & 3
¢ translation
A —
intain
NH, precursor protein
COOH
Protein: N-extein C-extein

¢ protein splicing
NH.,

COOH
Protein: +

NH, COOH

mature protein excised intein
Figura 1.9. Esquema del mecanisme de splicing de proteines mediat
per inteines (Elleuche i Péggeler, 2010).

Moltes de les inteines descrites contenen un domini amb activitat homing endonucleasa, que
consisteix en un segment de doble cadena de DNA que pot promoure la mobilitat genética lateral
entre dos genomes diferents mitjancant un procés depenent de recombinacio (Elleuche 1 Poggeler,
2010). Alguns gens contenen segments codificants per inteines a diferents posicions, per aixo també
se’ls considera elements genétics parasitaris (Xu i Evans, 2001 i Perler i Adam, 2000).

L’splicing proteic és un procés rapid que té lloc a través d’una serie de reaccions que
comprenen 4 arranjaments nucleofilics (Fig. 1.10).

Per a que la reaccid tingui lloc, €s essencial que I’extrem N-terminal de la inteina contingui
un residu amb grup hidroxil o tiol (Cys, Ser o Thr), i I’extrem C-terminal contingui una Asn. El
mecanisme s’inicia amb un rearranjament acil N-S (o N-O), en el qual el grup tiol de la Cys1 genera
un enllag tioester reactiu just en el lloc de tall a N-terminal de la inteina. A continuacid, es produeix
un atac nucleofilic per part de la cadena lateral d’un residu Ser, Cys o Thr al comengament de
I’exteina C-terminal, que déna pas a una transesterificacio. Com a conseqiiencia, es forma un
embrancament que rep un altre atac nucleofilic per part de ’Asn C-terminal i afecta 1’enllag
peptidic que uneix la inteina i I’exteina C-terminal, i es forma un ciclacié del residu Asn. Finalment,
I’enllag tioester entre les dues exteines sofreix un rearranjament espontani per formar una unio

peptidica nativa (Mathys et al., 1999).
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Figura 1.10. Estructura de les inteines i mecanisme estandard del splicing de proteines. A:
Estructura modular d’'una inteina amb les seves corresponents exteines. S’hi indiquen els
dominis N- i C- de splicing i el domini opcional endonucleasa (HE) amb els seus residus i
motius conservats (A-H i N2 i N4). B: Mecanisme de splicing. Comprén 4 reaccions
nucleofiliques de reorganitzacié. Les exteines N i C s’hi indiquen en vermell i blau,
respectivament. (Raghavan i Minnick, 2009).

El grau de similaritat de seqiiencia de totes les inteines conegudes és molt baix, només hi ha

certs residus clau que son conservats als extrems N- i C- de la inteina. Tot 1 aixi, els residus
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d’ambdues N- i1 C- exteines proxims al lloc de tall, tenen un paper important en la modulacié del
splicing proteic (Amitai et al., 2009). L’estudi del mecanisme de splicing proteic i la identificacio
dels residus clau per a I’auto-excissio de les inteines, han permes obtenir inteines modificades per a
modular el seu autoprocessament, per a un ampli ventall d’aplicacions biotecnologiques. Una de les
aplicacions més rellevants és la seva utilitzacid com a elements autoprocessables de proteines de
fusié per tal d’alliberar el producte d’interées. Es tracta de combinar o fusionar la proteina diana a un
extrem de la seqiiencia de la inteina, i a I’altre extrem affinity tag emprat per a I’expressio i
purificacié de la mateixa. L’etapa d’autoprocessament pot ser induida i modulada in vifro com a
resposta a un estimul o inductor quimic o fisic. El processament és molt especific de seqiiencia, no
requereix 1’addicié de proteases externes, ni de cofactors, ni de fonts d’energia, suposant un estalvi
considerable. A més, una altra avantatge d’aquest sistema és que la reaccio de processament pot ser
induida a la vegada que la proteina de fusio resta unida a una columna d’afinitat, amb el qual

s’eliminen etapes posteriors per al descartament del 7ag processat (Banki 1 Wood, 2005) (Fig. 1.11).

CBD

protein

Load on column ‘

protein Chitin
Inducible ‘
cleavage
orotein Chitin
Elution ‘
protein

Figura 1.11. Exemple de purificaci6 en columna
mitjangant I'"ds d’inteines. La proteina d'interes és
fusionada a N-terminal d’'una mini-inteina modificada, i
purificada a través d’un domini d’unié a quitina (CBD)
en una columna de quitina. Sistema desenvolupat per
New England Biolabs -IMPACT™ System (Elleuche i
Pdggeler, 2010).

Actualment, en el mercat disposem de vectors d’expressid que contenen inteines
modificades a les quals se’ls hi ha extret el domini amb activitat endonucleasa (mini-inteines), i que
permeten 1’autoprocessament a N- o C-terminal de 1’inteina sota condicions d’induccié diferents. Es
I’anomenat sistema IMPACT™ ([Intein-Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag),
que a més, esta acoblat a un sistema de purificaciéo compatible d’uni6 a quitina. A la figura 1.11 s’hi
il-lustra de forma esquematica el procés de purificacié que ha estat desenvolupat i comercialitzat

per New England Biolabs.
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Plantejament i objectius del treball

Un dels punts que la companyia ERA Biotech va considerar claus per al desenvolupament de
la seva tecnologia va ser el processament del domini de fusio Zera® per tal d’optimitzar la producci6
de proteines natives com per exemple les proteines i els enzims terapeutics. Tenint en compte que
per a una produccié a escala industrial I’addicié de proteases comercials exodgenes suposa un cost

inviable, sorgia la necessitat de cercar mesures alternatives més cost-efectives.

Per tal de fer front a aquesta necessitat, la missid principal del present treball es focalitza en
cercar aproximacions que permetin abaratir els costos globals en la produccié de proteines d’alt
valor afegit mitjangant la tecnologia Zera®.

En aquest context, la primera de les solucions plantejades es va enfocar en la producci6 in
house d’una endoproteasa especifica de tall mitjancant la tecnologia Zera®. Entre les possibles
endoproteases candidates, les més apropiades son aquelles que permeten un tall especific net, sense
lliurar el producte amb residus addicionals. D’entre les proteases recombinants existents,
I’enteroquinasa bovina compleix aquests requisits, 1 per tant, fou seleccionada per a la seva

produccioé per mitja de la tecnologia Zera®.

Una altra aproximacié va consistir en la cerca d’estratégies basades en I’autoprocessament
de proteines de fusid Zera®. Amb els mateixos prerequisits que per les endoproteases especifiques,
les mini-inteines ofereixen un tall especific sense deixar residus addicionals en el producte
d’interés. A més, aquests elements autoprocessables no requereixen d’energia o cofactors exogens,

amb el qual simplifiquen i abarateixen el processos de produccid.

L’analisi comparatiu dels diferents sistemes de tall es va plantejar amb expectatives futures
per al disseny de plantes de produccié de proteines Zera™, que es dimensionarien en base a les
dades obtingudes a escala de laboratori. Altrament, amb 1’ajut d’un programa de simulacid, es va
dur a terme un analisi economic per tal d’aportar informaci6 sobre els diferents sistemes de tall, els

seus limits productius i els seus costos associats.
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Objectiu principal

L’objectiu general d’aquesta tesi es basa en cercar i desenvolupar estratégies de

processament de proteines de fusié Zera® produides en diferents sistemes d’expressio.

Objectius especifics

En base a la informacid especificada en el plantejament d’aquesta tesi, podem definir tres

grans blocs d’objectius concrets:

1. Estudi de la produccié de diferents proteines de fusié Zera®-enteroquinasa, en diferents
cel-lules hoste.

2. Estudi de P’aplicabilitat de sistemes basats en I’autoprocessament mediat per inteines en
proteines de fusié Zera®, emprant diferents sistemes d’expressio.

3. Analisi comparatiu dels costos globals de produccié de Zera®-hGH emprant dos sistemes de

processament diferents, en plantes de tabac.

Per assolir aquests objectius s’han escollit tres sistemes concrets d’expressio eucariota: les
cel-lules de mamifer, les cel-lules d’insecte i les plantes de tabac.

Les linies cel-lulars emprades per a cada un dels tres hostes, es troben resumides a la taula

segiient.
Sistema d’expressio Linia cel'lular d’expressio transitoria
Cél-lules de mamifer CHO
Cel-lules d’insecte S19, Sf21 i High5
Plantes transgéniques Nicotiana benthamiana

En el segon capitol s’ha emprat I’hormona humana de creixement hGH (de I’angles human
Growth Hormone) com a proteina model de produccio, ja que es tracta d’una proteina ampliament
caracteritzada 1 amb elevat interes per al sector biofarmaceutic. Degut al seu paper en mecanismes
de sintesi proteica, proliferacid cel-lular 1 metabolisme, s’utilitza per al tractament de malalties
relacionades amb el creixement i desenvolupament del cos huma, aixi com per al tractament de

cremades a la pell, per a fractures Ossies 1 per a ulceres sagnants.
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3.1 Técniques de DNA recombinant.

3.1.1 Plasmidis i oligonucleodtids

Plasmidis:
- pGEM-T Easy vector: plasmidi que va ser utilitzat per al clonatge de productes de PCR

(Promega Corporation). Es tracta d’un vector d’alt nombre de copies que conté la regioé codificant
per ’a-péptid de 1’enzim B-galactosidasa en la regié de clonatge multiple. La insercio del producte
de PCR en el vector provoca la inactivacio del peptid, el qual permet la identificacio directa degut a

la manca de color de les colonies recombinants en plaques d’IPTG 1 X-Gal.

LacZ
Neol (54)

Notl (60)

EcoRI (69)

Spel(81)

) EcoRI (87)

/ - Notl (94)

PstI (105)

Nael (2724)

Sall (107)
Ndel (114)
Sacl (126)

pGEM T- Easy Vector
3015 bp

AmpR

- pUC18: plasmidi que va ser utilitzat en la construccié de cassetes d’expressié intermedis,

Amp®, (Fermentas).
ALPHA

Hin dIII (400)

Pst 1(416)
Sal 1(418)
~ Xba 1(424)
Bam HI (430)
Sma 1(437)
pUC18

Eco RI(451)
2686 bp

P(LAC)

o
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- pcDNA3.1: plasmidi que va ser emprat per a I’expressio transitoria en cel-lules de mamifer

CHO, Amp" (Invitrogen)

- pBacPakKs8 :
(Clontech)

CMV promoter

Sal 1(5426) Neo 1(611)
bla promoter

Amp(R)

CMV forward primer
T7 primer

T7 promoter

Xba 1(916)

Xho 1(922)
U--__MCS
Ptlo54)

pcDNA3.1(-)
5427bp

Eco RI(955)
puUC origin Bam HI (978)
Hin dIII (996)

GH reverse prim(
BGH pA

1 origin

Sal 1(3241) SV40 early promoter
$V40 ph Mo 1(1960)
Sma 1(2077)

Pst 1(2317)

 NeoR)
Neo 1(2696)

plasmidi que va ser emprat per a 1’expressié en cél-lules d’insecte, Amp"

Xbal (5518) Xhol (6)

pPolyhedrin BamHI (12)

BsrGI (5171)\ EcoRI (21)

AcMNPV _ BsrGI(449)

PolyA

Sall (4646) HindIII (482)
BsrGI (4452) AcNPV
Sall(4361) - —_ Clal (1091)

pBacPAK8
Clal (1414)
5523 bp
— /
Apall (3763) //
rep origen \
Apall (2020)
Bgll (3071) Apall (2517)
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- pCambia 2300 : plasmidi que va ser utilitzat per a 1’expressi6 transitoria en plantes, Kan®

en bacteris, Hyg" en plantes (Cambia).

Sal 1(9852)
TEV

Xho 1(9713)
CaMV358 x2 real
Pst 1(8962)

Xba 1(7)

t358
Pst 1(228)

)/Fco RI(255)
CaMV35S promoter
~ Xho I(1285)

\ Bam HI(1)

Hin dIII (8946)
T-Border (right)

Byl 11(1298)

Neo 1(1313)

NPTII

— " Xhol(2163)
CaMV35$ poly/
T-Border (left)

pCambia 2300
9866 bp

pVS1 sta

kanamycin (R)

pBR322 ori
pVS1rep pBR322 bom

Oligonucleotids:

A continuacié es detallen els oligonucleotids que varen ser emprats en les reaccions de PCR
realitzades en el decurs d’aquest treball. Els oligonucleotids de forma liofilitzades foren adquirits a

la casa Thermo Electron Corp.

Oligonucleotids Seqiiéncia Finalitat
oE096-Ek1 ACCATGGACGATGATGACAAGGTTGGTGGAAGT

GATTCCCGTGAAGGTGCTTGGCCTTGGGTTG

AGGTGCTTGGCCTTGGGTTGTGGCTCTTTATTTCG

oE097-Ek2 ATGATCAGCAAGTTTGTGGAGCCTCCCT
E008.E13 CCATACACGCAATGTGCAGCAGACACAAGCCAA
TCTCTAGAAACAAGGGAGGCTCCACAAACTTG
E099-Ekd GCTGCACATTGCGTGTATGGAAGAAATATGGAAC
CAAGTAAGTGGAAGGCAGTTCTTGGATTGC
E100-EkS GAAGGCAGTTCTTGGATTGCATATGGCTTCAAAT

CTTACAAGTCCACAGATTGAAACTCGTCTC

E10L.EK6 CTCCTCTTATAGTGTGGGTTGATAACAATTTGATC | 000
oRIbI- GATGAGACGAGTTTCAATCTGTG intest det gen LI
adaptat a 1'as de codd

E102-EK7 CCACACTATAACAAGAGGGAGAAAAAACAATGA de Nicotiana tabacum
© TATTGCTATGATGCATCTTGAGATGAAAGTGAAC

CATCTTGAGATGAAAGTGAACTACACAGATTACA

oE103-Ek8 TTCAGCCAATTTGTCTTCCAGAGGAAAACAAG
oE104-Ek9 GTGCTCCCCAACCGGCAATAGAACAAATCCTTCC
AGGTGGGAAAACTTGGTTTTCCTCTGGAAGA
oE105-Ek10 CTATTGCCGGTTGGGAGCACTTATCTATCAAGGA
TCAACTGCAGATGTTCTTCAAGAAGCAGATG
oE106-Ek11 TGTTCTTCAAGAAGCAGATGTTCCACTTTTGTCA
AATGAGAAATGCCAACAGCAAATGCCTGAG
oE107-Ek12 CTCCTGCCTCGTATCCAGCACACACCATATTCTC

AGTAATGTTATACTCAGGCATTTGCTGTTGGC
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GTGCTGGATACGAGGCAGGAGGTGTGGATTCTTG

oE108-Ekl3 TCAGGGAGATTCTGGAGGTCCTCTTATGTG

oE109-Ek14 CTGGAGGTCCTCTTATGTGCCAGGAGAATAACAG
ATGGCTTTTAGCCGGAGTTACTTCTTTCGG

oE110-Ek15 GAACTCTAGCATACACACCAGGTCTATTTGGCAA
TGCGCATTGGTATCCGAAAGAAGTAACTCCGGC

oE111-Ek16 GACCTGGTGTGTATGCTAGAGTTCCAAGGTTTAC
AGAGTGGATTCAATCATTTCTTCAC

oE112-Ek17 GGATTCTCAATCATTTCTTCACCACCATCATCACC
ACCATCACCATCACTG

oE113-Ek18 AGGGCAGGTACCTACCCGGGGATCCTTATCAGTG

ATGGTGATGGTGGTGATG

0E120- SspDnaB hGH

ATCATTGTACACAACGGACGCTTCCCAACCATTC
CCTTATCC

oE121- BamHI hGH rev

GCTCGGATCCTCATTACGAAGCCACAGCTGCCCT
CCAC

Clonatge de la
construccié Zera-
SspDnaB-hGH

0E150- SspDnaB ECFP

ATCATTGTACACAACGGACGCATGGTGAGCAAG
GGCGAGGAGCTG

0E154- BamHI ECFP rev

GCTCGGATCCTCATTACTTGTATAGCTCGTCCATG
CCGAG

Clonatge de la
construccio Zera-
SspDnaB-ECFP

0E176- SspDnaB DsRED

ATCATTGTACACAACGGACGCATGGTGAGCAAG
GGCGAGGAGGATAAC

oE177- BanHI DSRED rev

GCTCGGATCCTCATTACTTGTACAGCTCGTCCAT
GCC

Clonatge de la
construccid Zera-
SspDnaB-DsRED

oE138-Xhol SP hGH

GACCTCGAGACACCATGAGGGTGTTGCTCGTTG

0E139- MxeGyrA -Spel

TGCATCACGGGAGATGCACTAGTTGCC

0E140-MxeGyrA -Spel-hGH

GGCAACTAGTGCATCTCCCGTGATGCAGAAGCCA
CAGCTGCCCTCCACAGAGCGGCA

0E141-MxeGyrA- Ncol rev

CCTCCCATGGTAGCGTGGCTGACGAACCCGTTC

0E142-MxeGyrA- Spel rev

CCGGCACGATGTCGGCGATG

Clonatge de la
construccié SP-hGH-
MxeGyrA-Zera

3.1.2 Amplificacio del DNA per reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

La tecnica de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) permet, mitjancant la utilitzacid

de DNA polimerases termoestables, 1’amplificacidé especifica i en grans quantitats de DNA

d’interés. En aquest treball va ser utilitzada basicament per a I’obtencié de quantitats suficients de

DNA d’interes per al seu posterior clonatge en plasmidis o vectors de transferéncia.

Per tal de preparar els inserts, es va dissenyar una estratégia de clonaci6 emprant dianes

disponibles en els MCS dels dos plasmidis, per tal de inserir-lo en el lloc correcte. Es varen utilitzar

dos oligonucleotids encebadors complementaris a les dues cadenes, que flanquejaven la regio a

amplificar, i podien contenir les dianes per on anaven a ser inserides al plasmidi final.

La reacci6 es va dur a terme en varis cicles de

d’oligonucleotids, i extensié mitjangant la Taq polimerasa.
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Les condicions habituals de reacci¢ utilitzades varen ser les segiients:

Components Casa comercial Concentracio final
DNA +/- 100 ng

Tamp6 de la polimerasa 10x | Applied Biosystems 1x

dNTPs Applied Biosystems 0,4 mM

MgCl, Applied Biosystems 2,5 mM
Oligonucleotid forward Thermo Electron Corp. | 0,2 pmol/uL
Oligonucleotid reverse Thermo Electron Corp. | 0,2 pmol/uL

Taq polimerasa High Fidelity | Applied Biosystems 0,8/1U

H,O Fins a 100puL

Les condicions de PCR solen ser molt variables, depenent de la mida del fragment a
amplificar, la Tm dels oligonucleotids, i de les finalitats preparatives o analitiques de la mostra

amplificada. Tot 1 aixi, es varen tenir en compte una serie de parametres:

N° Temperatura | Durada Objectiu
cicles (°C)
1 94 3 min Linealitzaci6 i1 desnaturalitzacié inicial del DNA
94 Desnaturalizacié de DNA —separaci6 de la doble cadena
25 55-65 30s Hibridacio dels encebadors (la temperatura depén de la Tm)
72 variable | Elongacid de la cadena per part de la polimerasa (1kb/min)
1 72 4 min Polimeritzacio del DNA de seguretat

Per tal de portar a terme aquesta reaccid es va emprar un termociclador (Applied
Biosystems) amb capacitat per a regular la temperatura tant a la base, com a la tapa de I’aparell.
Aquest fet evitava la condensacié a la tapa del tub, de forma que s’evitava 1’addicié d’oli a la
mostra.

Els fragments amplificats varen ser dissolts en tampd de carrega 6x en blau de bromofenol o
blau de xile (Xylene Lyanole), per ser comprovats mitjangant electroforesi en gel d’agarosa a I’1%
en tampd TAE i bromur d’etidi al 0,005%. Per a la determinacid de la mida del fragment, les bandes
corresponents als fragments amplificats varen ser visualitzades mitjangant un transiluminador de
llum ultravioleta, i11’ajuda d’un marcador de pes molecular DNA-ladder (Fermentas).

La banda amplificada de mida correcta era excisada i purificada mitjangant el kit de
purificaci6 de DNA a partir de gels d’agarosa DNA-kit GFX  (GE Healhcare), seguint les

instruccions del fabricant.

Tampo TAE: | Tris 40mM
Acid Acétic Glacial 0,12%
EDTA 2mM pH8

Tampo de carrega 6x:

Glicerol 30%
Blau de bromofenol / Xylene Lyanole | 0,25%
EDTA 0,5M pHS8
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3.1.3 Clonatge de fragments de DNA amplificats per PCR en plasmidis

El fragments amplificats per PCR 1 purificats a partir de gels d’agarosa, varen ser clonats en
un plasmidi intermedi, per facilitar les posteriors etapes de clonatge. Amb aquesta finalitat, es va
emprar el kit comercial pGEM-T Easy Vector System (Promega), seguint les instruccions del

fabricant.

3.1.4 Clonatge per digestio amb enzims de restriccid

Per tal de clonar una seqiiencia d’interés en un plasmid determinat, es va procedir a la
digestié mitjancant endonucleases de restriccid apropiades. La majoria de combinacions de parells
d’enzims mostraven compatibilitat en les condicions descrites pel fabricant. D’altra banda, la
majoria d’ells també deixaven extrem protuberants, fet el qual agilitzava 1’etapa posterior de
lligacio dels fragments. Totes les endonucleases emprades en aquest treball, varen ser adquirides a
la casa comercial Fermentas.

Per a la preparacio de vector donador digerit, s’emprava fosfatasa alcalina bovina (Roche)
per tal de desfosforilar els extrems 5’ en una relacié de 3 U per cada 100 pl totals de digestid, a

37°C, durant 45°.

3.1.5 Purificacié de DNA a partir de gels d’agarosa

El meétode emprat esta basat en la utilitzacié d’una reina que uneix DNA. S’ha purificat amb

el kit DNA Gel Band Purification Kit GFX ' (GE Healthcare), seguint les instruccions del fabricant.

3.1.6 Lligacio

Les lligacions es varen efectuar procurant que la relacié molar entre insert i vector de la
barreja final de lligacid fos aproximadament de 3 a 1, en un volum final de 20 ul. Aquesta
comprovacid es feia valorant de forma aproximada la quantitat de cada fragment mitjancant el
transiluminador.

Aleshores aplicavem 1’equacié:

ng de vector x mida de I'insert (kb)
mida del vector (kb)

ng insert = x relacidé molar insert : vector

1 deixavem incubar amb 1U de DNA lligasa T4 (Fermentas), durant 16 hores a temperatura
ambient. Per a algunes lligacions també varem emprar el kit de lligacié rapida (Rapid Ligation Kit)
de Fermentas, que permetia escurcar la incubacié a una hora.

L’eficiéncia de lligacio era valorada mitjangant una lligacio control al qual només s’hi havia

afegit vector.
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3.1.7 Preparacio 1 transformacid de cél-lules competents de la soca DHS5a d’Escherichia coli

Les cel-lules d’E.coli DH5a conformen una soca comercial que s’utilitza per a la propagacio

1 extensid dels vectors o plasmidis per a la posterior clonacid de la construccio a la soca productora,

ja siguin organismes bacterians o llevats.

Protocol de preparacio de cél-lules competents:

Fer una estria en una placa de LB de la soca E.coli DH5a. a partir d’un glicerinat stock
Inocular en 10 ml de LB una colonia aillada de la estria
Deixar créixer el cultiu 1 o/n a 37°C amb agitaci6 vigorosa (250 rpm)

Deixar créixer el cultiu a 37°C amb agitacio vigorosa fins assolir una densitat optica de 0.39

a 600nm (1-1.5 hores) en un volum de 200 mL
Refredar el cultiu en gel durant 15-30 minuts
Transferir el cultiu a 4 ampolles de poliprope de 50 ml estérils i fredes

Tots el passos que venen a continuacid s’han de fer en condicions esterils i mantenir les

cel-lules en gel.
Centrifugar a 4°C, durant 10 minuts, a 4000 rpm

Decantar el sobrenedant i1 resuspendre suament el sediment bacteria en 60 ml totals (15 ml

per ampolla) de solucié TFB1 freda mitjancant la pipeta fins a que no quedin grumolls
Deixar reposar 10 minuts en gel

Centrifugar a 4°C, durant 10 minuts, a 5000 rpm

Decantar el sobrenedant. Mantenir els tubs invertits 1 minut per a eliminar les restes.

Resuspendre suaument el sediment bacteria en 8 ml totals (2 ml per ampolla) de solucid

TFB2 freda.
Aliquotar les ceél-lules en fraccions de 100ul i congelar-les immediatament en nitrogen
liquid

Guardar les aliquotes a -80°C

Medi TFB1: Medi TFB2:
KOAc 30mM MOPS 10mM
MnCl, 50mM CaCl, 75mM
CaCl, 10mM RbCl 10mM
RbCl 100mM Glicerol 15%
Glicerol 15% -ajustar el pH a 7 amb ac. acetic 1 filtrar
-ajustar el pH a 5,8 amb acid acétic i amb Millipore 0,22um
autoclavar
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Protocol de transformacid de cél-lules competents per xoc térmic.

- Afegir el DNA (plasmidi o producte de lligacid) a una aliquota de 100ul de
cel-lules competents descongelades i mantingudes en gel.

- Barrejar suaument 1 incubar 10 minuts en gel.

- Incubar 5 minuts a 37°C.

- Afegir 800ul de medi LB 1 incubar 45 min a 37°C en agitacio.

- Centrifugar a 5000 rpm durant 10 min, 1 descartar uns 700pl de sobrenedant.

- Plaquejar les cel-lules resuspeses en els 100l restants en plaques amb medi LB-Agar 1,5% 1
antibiotic adequat.

- Incubar O/N a 37°C en posicid invertida.

Medi LB:
Triptona 1g/100mL
Extracte de llevat 0,5g/100mL
NaCl 1g/100mL
-ajustar el pH a 7,5 amb NaOH i autoclavar

Antibiotics 1 altres compostos de seleccio:

Compost Per cada 100 mL LB
Carbenicilina 10 mg
Kanamicina 2,5 mg
Rifampicina 10 mg
Streptomicina 30 mg
X-Gal 4 mg
IPTG 2,38 mg

- Per tal de generar glicerinats stock es partia d’1ul de DNA plasmidic per a la transformacio,

i es plaquejava 1/15 del volum.

3.1.8 Extraccidé de DNA plasmidic a partir de cultius bacterians.

Per a I’obtenci6 de DNA plasmidic a partir de cultius bacterians, s’han fet servir diferents
kits de preparacio, segons la quantitat de DNA necessaria per a etapes posteriors.
- Miniprep: QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen), a partir de 1,5 mL de cultiu i
seguint les instruccions del fabricant. Aproximadament, s’obtenen 10ug de DNA plasmidic.
- Midiprep: QIAprep” Spin Midiprep Kit (Qiagen), a partir de 25mL de cultiu i
seguint les instruccions del fabricant. Aproximadament, s’obtenen 100ug de DNA plasmidic.
A partir del DNA plasmidic resultant, quan era escaient, es calculava la concentracié de

DNA resultant mitjangant el factor de conversio: 1 OD (260nm) = 50 pg/mL dsDNA.
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La concentracié DNA es pot calcular aplicant la segiient formula:
X pg/mL (ng/uL) DNA = (0OD260 x Factor Dilucio x 50 ng DNA/mL)
Per determinar la puresa del dsDNA es mesurava la relacidé OD260/0D280.
- unratio entre 1,8 1 2 indicava que I’absorcio era deguda a acids nucleics 1, per tant era indici
d’una mostra pura
- un ratio més baix que 1,8 indicava la preséncia de proteines i/o altres elements contaminants
que absorbeixen a I’'UV
Majoritariament, el DNA obtingut pels metodes descrits, resultava de gran puresa i lliure de
Dnases, el qual permetia la seva utilitzacio en la transformacid tant de cél-lules de mamifer com
d’insecte.

3.1.9 Seqiienciacio de DNA

Per tal de tenir una comprovacioé més acurada dels elements introduits en les construccions,
els clons positius per digestié amb enzims de restriccid eren sotmesos a seqiienciacido. Amb aquesta

finalitat, la parella d’oligonucleotids eren dissolts en aigua MilliQ fins a una concentracié de 10uM.

3.2 Sistemes d’expressio

3.2.1 Cél-lules de mamifer CHO-K1

Per a I’expressié de proteines recombinants Zera® en un hoste basat en cél-lules de mamifer,
es va emprar la linia cel-lular CHO-K1 (ECACC) provinent d’ovaris d’hamster xin¢s. Aquesta linia
de mamifer és la més ampliament utilitzada per a la produccio6 industrial de proteines recombinants
terapeutiques.

3.2.1.1 Manteniment de cel-lules CHO

Les cel-lules CHO varen ser mantingudes en medi liquid HAM F-12 (Gibco-Invitrogen),
suplementat amb 10% de serum fetal bovi — FBS (Gibco-Invitrogen), 2mM de L-glutamina (Gibco-
Invitrogen) 1 la parella d’antibiotics Streptomicina (100pg/mL) /Penicil-lina (100U/mL) (Gibco-
Invitrogen).

Els cultius cel-lulars en monocapa es mantenien en un incubador a 37°C, en atmosfera al 5%
de CO; i una humitat relativa del 100%. En aquestes condicions de creixement les cel-lules es
divideixen un cop cada 24 hores.

Per tal de mantenir la viabilitat de les cel-lules elevada (>90%) 1 amb un creixement
saludable, es feien resembratges quan la confluéncia cel-lular de la placa arribava al 70-80% (al cap
de 2-3 dies d’incubacio). Per a tal efecte, es rentaven les cel-lules adherides amb PBS (Phosphate
Buffered Saline), 1 s’afegia una dilucié al 0,05% de Tripsina-EDTA (Gibco) en PBS, préviament

temperada a 37°C. Un cop la majoria de c¢l-lules s’havien desadherit, al cap de 2-3 minuts a 37°C,
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la reacci6 era aturada amb 1’addicié de medi HAM-12 complet. Amb les cel-lules en suspensio, es
procedia a realitzar les dilucions cel-lulars, partint d’una confluéncia del 25%, tot sacsejant

suaument la placa per tal d’obtenir una monocapa cel-lular més uniforme i homogenia.

3.2.1.2 Congelacio de les cél-lules CHO — crioconservacio de stocks cel-lulars

Per tal de mantenir un stock d’emmagatzematge a llarg termini de ce¢l-lules CHO-K1
congelades, es va emprar un medi de congelacié format per medi HAM complet suplementat amb
10% de DMSO (Sigma).

Aquest procediment consistia en desadherir de la placa o flascd confluent (80-100%), les
cel-lules CHO-K1 d’un passatge de cultiu baix. Un cop aturada la reaccid de tripsinitzacid per
addicio de SmL de HAM, les c¢l-lules eren centrifugades a 200 g durant 5 minuts, a temperatura
ambient. Per tal de mantenir una concentracidé de cé¢l-lules adequada per a la congelacio, les
cél-lules eren resuspeses en medi de congelacié a rad aproximada de 4-10°-2-107 cél-lules/mL).
Seguidament, aliquotes d’1mL de suspensio cel-lular eren transferits en criotubs d’1,8mL (Nunc),
mantinguts en gel. La congelacid era gradual i lenta mitjan¢ant un bany en isopropanol (Mr. Frosty
- Nalgene), col-locat durant 2 hores a -20°C, durant 12 hores a -80°C i finalment, transferits al seu

emplagament en el tanc de nitrogen liquid a -196°C.

3.2.1.3 Transfeccio transitoria de c¢l-lules CHO

La transformacido de cel-lules CHO es va dur a terme mitjancant el metode basat en
lipofectamina (Invitrogen), segons les instruccions del fabricant.

Per a la transfecci6 transitoria, les cel-lules havien de presentar una confluéncia del 40-60%
en un flasco de 175cm?. S’utilitzaven 15ug de DNA d’alta qualitat, 35ul del Lipofectamine Plus®
(Invitrogen) i 35ul Plus Reagent® (Invitrogen) en 35ml de medi HAM sense antibiotics ni sérum.
Després de 4 hores d’incubacid a 37°C /5% CO,, es renovava el medi de les cel-lules amb HAM
complet. Al cap de 3-4 dies post-transfeccio, s’analitzaven els nivells d’expressid de la proteina

recombinant per Western Blot i/0 immunofluorescencia.

3.2.2 Cél-lules d’insecte S19, Sf21 i High-Five™

Per a I’expressié de proteines recombinants de fusié Zera® en un hoste basat en cél-lules
d’insecte, s’han emprat tres linies cel-lulars: majoritariament la linia Sf9 de Spodoptera frugiperda
9, la soca Sf21, i les cél-lules High Five .

Totes les linies cel-lular emprades eren comercials i foren adquirides de la casa Invitrogen.
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Les linies cel-lulars Sf9 1 Sf21 foren originalment aillades a partir de la larva del Lepidopter
Spodoptera frugiperda, mentre que les High Five  (BTI-TN-5B1-4) deriven d’una linia cel-lular
parental de Trichoplusia ni.

Mitjancant la seva infeccié amb baculovirus recombinant, aquestes c¢l-lules poden expressar
gens foranis sota control del promotor de la polihedrina del baculovirus.

El baculovirus emprat en aquest treball Autographa californica nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV), és un dels més ampliament utilitzats per a aquesta finalitat. Aquest virus conté un
DNA genomic circular, super-enrotllat, de doble-cadena, encapsulat en una nucleocapside en forma
de bastd. Aquesta nucleocapside pot extendre’s longitudinalment, de forma que pot acomodar grans

inserts de DNA exogen.

3.2.2.1 Manteniment de les cel-lules d’insecte

Les cél-lules d’insecte Sf9, Sf21 i HighFive foren mantigudes a 28°C en suspensio,
mitjancant una agitacié constant a 130 rpm. Per a les cel-lules Sf9 i Sf21 utilitzavem el medi de
cultiu comercial SF 900 II, SEM (Gibco-Invitrogen), mentre que per a les HighFive  empravem el
medi de cultiu Express Five" SFM (Gibco-Invitrogen).

Durant les etapes de generacio, amplificacid i titulacio del baculovirus recombinant sempre
varem emprar les cel-lules Sf9, les quals s’adherien facilment a la superficie de la placa formant una

monocapa cel-lular.

3.2.2.2 Congelacio de les cél-lules d’insecte

Per tal de mantenir un sfock de cél-lules Sf9, Sf21 i HighFive emmagatzemades a llarg
termini, procedirem a la congelaci6 d’aliquotes cel-lulars.

S’utilitzaven cel-lules d’insecte en fase exponencial de creixement i amb una viabilitat
superior al 90%.

Protocol:

- Es fan créixer cél-lules en suspensié amb pocs passatges de cultiu acumulats, 1 al dia
segiient, es compten el nombre de cel-lules 1 la seva viabilitat amb ajut de la cambra de Neubauer 1
la tincid per Tripan Blue.

- La quantitat de cel-lules necessaries es centrifuguen a 100 g, durant 5 min., a temperatura
ambient, per tal de descartar el medi sobrenedant.

-Es prepara el medi de congelacié contenint el 50% de medi de creixement fresc (Sf900-
SFM o Express Five" SFM) i el 50% de medi de conservacié: DMSO 15% (Sigma, Hybri-Max),
FBS 10% 1 S{9-SFM 75%.
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- El pellet cel-lular es resuspen en un volum de medi de creixement fresc, i seguidament amb
un altre volum de medi de conservacio.

-Mantenint sempre les cel-lules en gel, es procedeix a transferir ImL de la resuspensio
(+15-10° cél-lules) en criotubs de 1,8mL (Nunc).

- Els criotubs es sotmeten a una congelacio gradual i1 lenta emprant el recipient Mr. Frosty
(Nalgene). Aquest s’ha de disposar un minim de 2 hores a -20°C, seguidament 3 dies a -80°C, 1

finalment ser dipositades al seu emplagament en el tanc de nitrogen liquid a -196°C.

3.2.2.3 Obtencio del baculovirus recombinant — Cotransfeccio mitjancant el sistema
flashBAC (OET. Ltd)

El gen de la polihedrina no ¢és essencial per a la replicacio del virus en la cel-lula d’insecte,
per tant, molts sistemes d’expressid basats en infeccions amb baculovirus substitueixen el gen de la
polihedrina per la seqiiencia codificant del gen d’interes exogen. El promotor fort de la polihedrina
¢s el que controla I’expressio del gen forani.

Degut a que el genoma del virus és molt gran i la inserciéo del DNA forani pot resultar una
tasca complexa, generalment es clona el gen exogen en un vector de transferéncia (pBacPAKS en el
nostre cas) que conté seqiiencies del genoma viral que flanquegen el gen de la polihedrina.

El genoma viral i el vector de transferéncia s’introdueixen a la vegada en la cel-lula insecte
hoste (co-transfeccid), de forma que per recombinacié homologa entre les seqiiencies flanquejants
comuns, es produeix la inserci6 del DNA exogen en el genoma del virus, resultant en un
baculovirus recombinant polihedrina-negatiu.

Per tal de produir el baculovirus recombinant mitjangant co-transfeccidé i recombinacid
homologa, hem emprat el sistema flashBAC™ (Oxford Expression Technologies Limited), segons
les indicacions del fabricant.

Material necessari:

- DNA flashBAC: 100ng (5ul) per cada co-transfeccio (stock 20ng/ul)
- DNA exogen d’interes esteril, S00ng per cada co-transfeccid (stock aproximat 100ng/ul).
- Plaques de cultiu 35mm (p35- Nunc) amb una monocapa subconfluent de cél-lules Sf9

(1-10° cél-lules).

- Medi de cultiu SF 900 II, SFM (Gibco) sense serum.

- FuGENE 6 (Roche), 5 ul per cada co-transfeccio.

- Tubs tipus Bijou de poliestire¢ per a preparar la barreja de transfeccio.
- Incubador a 28 °C

Procediment:
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- Plaquejar 1-10° cél-lules Sf9 en 2mL de medi SFM a cada placa p35. Cada placa correspon
a una co-transfeccid, més una placa addicional que correspon al control negatiu (sense DNA
exogen).

- Deixar que s’adhereixin les cel-lules a la superficie de la placa durant 1 hora a temperatura
ambient. Les cel-lules han de presentar bon estat, elevada viabilitat, i trobar-se en fase
logaritmica de creixement (al voltant de 2-10° céls./mL en suspensio).

- Paral-lelament, es prepara la barreja de co-transfeccio: es col-loquen 95ul de medi SFM en
un tub Bijou, s’hi afegeixen Sul del reactiu de transfeccio (FuGENE 6) 1, després de
barrejar-ho bé, s’incuba 5 min. a temperatura ambient.

- A la barreja anterior, se li afegeixen 5ul de DNA flashBAC (100 ng), i 500 ng de DNA
vector (5ul), 1 es deixa incubar 20 min. més a temperatura ambient.

- Per acabar, s’afegeixen 900ul de medi de cultiu SFM.

- De les plaques amb les cel-lules adherides, se li extreu el medi de cultiu, tot evitant que
quedin completament seques.

- A continuacié s’hi afegeix gota a gota la barreja de cotransfeccié al centre de la placa.

- Les plaques en procés d’infeccié son disposades en una caixa aillada, 1 s’incuben o.n. a 28°C

- Al dia segtient, s’hi afegeix ImL de medi de cultiu SFM, i es segueixen incubant a 28°C
durant un total de 5 dies.

- Al cap d’aquest temps, es col-lecta el medi de les cel-lules que conté el baculovirus

recombinant. Aquest sfock viral es guarda a 4°C i en foscor, fins a un maxim de 3 mesos.

3.2.2.4 Amplificacio del baculovirus recombinant
Per tal d’augmentar el volum de stock viral recombinant i aixi permetre infeccions posteriors
a una major quantitat de cel-lules, es procedeix a fer una amplificacid del baculovirus recombinant.
Aquesta infeccid es produeix sobre cel-lules en suspensid per tal de recuperar 100-200mL de
baculovirus recombinant.
Material necessari:
- Stock viral inicial provinent de la co-transfeccid, mantingut en gel i foscor.
- 100 ml de cél-lules Sf9 en fase exponencial de creixement, aproximadament 2-10° céls./mL.
- Flascons de tipus Erlenmeyer de poliestire, esterils, de 500 ml (Corning).
- Medi de cultiu SF 900 II, SFM (Gibco 10902) sense sérum.
- Incubador a 28 °C amb agitacié a 130 rpm.
- Cambra de Neubauer i tincié amb Trypan Blue.

Procediment:
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Es preparen 100mL de cultiu cel-lular de Sf9 a 2:10° céls./mL en el flascé Erlenmeyer de
500mL. Es important que el cultiu es trobi en fase exponencial de creixement i que presenti
una viabilitat superior al 90%.

S’hi afegeixen 500ul de stock viral inicial. Si el titol del virus és conegut, es precis infectar
amb una MOI baixa (0,5-0,8), d’aquesta manera ens assegurem d’obtenir un titol elevat en
la nova amplificacid.

Incubar 5 dies a 28°C, amb agitacié a 130 rpm.

Quan detectem que gairebé totes les cel-lules estan infectades (s’observen més grans i
arrodonides que les no infectades), es transfereix el cultiu a tubs de centrifuga.

Centrifuguem a 3000 rpm, 15min., a 4°C.

Recuperem el sobrenedant i el guardem a 4°C i en foscor, fins que procedim amb la titulacio

del baculovirus.

3.2.2.5 Titulacio6 de la concentracié virica del baculovirus recombinant

La titulacié del baculovirus recombinant es basava en el recompte de les unitats formadores

de particules. L’assaig de plaques s’utilitza per a determinar la poténcia d’infeccié d’un stock de

virus o d’una mostra d’un cultiu infectat (concentracid virica) per formaci6é de particules en un

cultiu de cel-lules immobilitzades en monocapa.
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Material necessari:

Plaques de cultiu de 6 pous (P35, Nunc)

Vials de plastic poliestir¢ de 7 mL (tipus Bijou) (Sterilin)

Pipetes esterils

Bany d’aigua a 60°C

Agarosa LM (low-melting) 1% (p/v) (Pronadisa)

Solucio de tincid Neutral Red (0,33% p/v) (Sigma)

Sobrenedant amb baculovirus, clarificat, lliure de cél-lules i esteril

Cultiu de cél-lules Sf9 a 5-10° cél-lules/mL

El procediment a seguir en aquest assaig es detalla a continuacio:

Preparar 10 pous multiwells 6 (2mL SFM) amb cél-lules Sf9. La densitat ha de ser de 1-10°
cel-lules/pou. Deixar les plaques 1 h a temperatura ambient per permetre la seva adhesid.
Paral-lelament es preparen dilucions seriades de la mostra virica en tubs de plastic de tipus
Bijou. Generalment es realitzaven dilucions fins a dos exponents majors dels que caldria
esperar, aixi sovint el rang de dilucions anaven de 10" a 107. Els controls negatius

consistien en medi de cultiu SFM sense virus.
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1 hora després de sembrar els pous, es comprovava que les cel-lules estiguessin adherides.
Evitant que les cel-lules s’assequessin, s’extreia el medi de cultiu dels pous, tot procurant no
erosionar la monocapa cel-lular.

A continuacid, s’afegien 100 pl de les dilucions 10 a 107 a cada placa, per duplicat. Afegir
el virus diluit gota a gota en el centre de cada placa, fent servir una pipeta neta. També hem
d’incloure dos pous com a control on afegirem 100 pl del medi de cultiu enlloc del virus
diluit.

Incubar les plaques a temperatura ambient durant 1 hora.

Aproximadament 30 minuts abans del final del periode adsorcid del virus, preparar agarosa
LM (low melt) per a cobrir les cel-lules. Agarosa 1% (p/v) concentracié final: 220 mg / 22
mL aigua esteril / SFM esteril (afegir a la campana).

Desfer completament 1’agarosa en 2 mL d’aigua esteéril 1 3 mL de medi SFM (mitjangant
microones), quan estigui desfeta i translicida afegir 17 ml del medi de cultiu esteéril.
Barrejar sense crear bombolles d’aire. Mantenir a bany d’aigua a 60°C a la sala de cultius.
Retirar el virus inoculat de les plaques. Immediatament, afegir 2mL de 1’agarosa fosa,
procurant no afectar la monocapa cel-lular.

Incubar a temperatura ambient durant 15 minuts fins que 1’agarosa es solidifiqui.

Una vegada esta en estat solid, afegir 1,5 ml del medi de cultiu a cada pou, com una mena de
recobriment liquid.

Incubar la placa a 28°C durant 5-6 dies, procurant que I’agarosa no quedi mai seca.

Tincid de les plaques i recompte de calbes: Al cap de 6 dies les calbes eren visibles a ull nu.
Per tal de facilitar la seva visualitzacid es tenyien les mostres amb una solucié de Neutral
Red:

Per preparar una solucié stock Neutral Red (Sigma) es preparava una concentracid de 5
mg/mL en aigua esteril, es filtrava per un microfiltre de 0,2um, i es mantenia a temperatura
ambient protegida de la [lum.

Retirar el medi de cultiu de cada placa (en lleixiu) i afegir-hi 1 mL de Neutral Red diluit
1/20 en PBS pH7,4.

Incubar 4 hores a 28°C. Retirar la soluci6 de tincid i deixar assecar a la foscor o.n. D’aquesta
manera les calbes s’engrandien i es feien més visibles.

Per al recompte de calbes, s’empraven les dilucions viriques que presentaven entre 10 i 30

calbes, i es calculava el titol del virus segons la formula segiient:
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Titol del virus (pfu/mL)= Mitjana de les calbes del duplicat X Factor Dilucié x 10

MOI (pfu/mL)= Titol del virus (pfu/mL) x mL d'indcul

n°® de ceél-lules infectades

3.2.2.6 Infeccio de cél-lules d’insecte amb baculovirus recombinant

Un cop teniem el baculovirus recombinant titulat i en quantitat suficient, per tal d’obtenir
proteina recombinant calia infectar cel-lules d’insecte.

El procediment consistia en preparar un cultiu de Sf9 en suspensié i en fase exponencial de
creixement (2-10° cél-lules/mL), incubant-lo a 28°C i agitacié a 130 rpm.

Opcionalment i, per tal d’evitar contaminacions indesitjades, es podia addicionar al medi de
cultiu la parella d’antibiodtics Penicil-lina/Streptomicina (Gibco-Invitrogen) a una concentracid final
de 100 pg/mL.

Un cop comprovavem que el cultiu es trobés en fase exponencial 1 una viabilitat superior al
90%, s’infectaven les cél-lules a un densitat de 1-2-10° cél-lules. Per a la majoria de construccions
provades, la productivitat fou major quan la densitat era de 2-10° cél-lules.

A continuaci6 s’inoculava amb baculovirus recombinant,la quantitat de cel-lules desitjades,

en funcio de les variables mostrades a la taula segiient:

Tipus N° total de | Volum Volum d’inécul
d’Erlenmeyer cél-lules total

E 125 mL 30-60-10° 30 mL \

E 250 mL 70-140-10° | 70 mL ]S?prir(‘:a l‘iefél};mgm’
E 500 mL 120-240-10° 120 mL P

MOI (pfu/mL) x n°® de cel-lules a infectar
Titol del virus (pfu/mL)

*mL d’inocul =

Un cop inoculades, les cel-lules eren incubades a 28°C, en agitaci6 i durant 24, 48, 72 i/o0 96
hores, en funci6 del pic maxim d’expressio de la proteina recombinant.

Passat aquest temps, el cultiu infectat era transferit en tubs de centrifuga tipus Falcon de
50mL, 1 eren centrifugats a 1500 rpm, durant 15 min a 4°C.

Es separaven pellet i sobrenedant per al seu posterior analisi d’expressio.
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3.2.3 Plantes de tabac Nicotiana benthamiana

L’especie vegetal Nicotiana benthamiana és habitualment utilitzada com a organisme per a
I’expressio transitoria de proteines mitjangant agroinfiltracié. Aquesta planta presenta un
creixement rapid, un cultiu senzill, un cicle vital relativament curt, 1 un teixit vegetatiu labil, fet el
qual facilita la infiltraci6 tant per xeringa com pel buit.

En aquest treball, varem cultivar les plantes de N. benthamiana wild-type en condicions
estandard d’hivernacle, a una temperatura de 18-28°C, 55-65% d’humitat relativa, 1 un fotoperiode
de 16 hores. El cultiu es realitzava en testos de &10 cm i 8 cm d’algada, amb substrat TC2 (Sicosa)
contenint una barreja de torba rossa, negre i fibra de coco. L’aport d’aigua es realitzava diariament
per tal d’evitar qualsevol tipus d’estres hidric.

En aquestes condicions les plantes es deixaven créixer entre 4 i 6 setmanes (20-25 cm) fins

al moment de ’agroinfiltracio.
3.2.3.1 Preparacio d’Agrobacterium thumefaciens recombinant
Per a la transformacio transitoria de plantes de tabac, varem utilitzar la soca d’A.

thumefaciens EHA 105, que presenta una alta viruléncia.

Protocol de preparacio de cél-lules competents d’A4. thumefaciens:

La preparaci6 de’agrobacteris competents es realitzava d’acord amb el protocol descrit per
An, et al. (1988):

- Inocular un cultiu de 5 mL de medi LB amb Rifampicina (100 pg/mL) i Streptomicina (300
pug/mL), 1 incubar o/n a 28°C en agitacid a 250 rpm.

- Al dia segiient es realitza una dilucié 1/100 del pre-cultiu, generant un nou cultiu de volum
final 100 mL de LB/Rifampicina/Streptomicina, en un erlenmeyer de 500mL. Incubar o/n a
28°C, en agitacio.

- Quan la densitat optica (DO) a 600nm assoleixi un valor entre 0,6 1 0,8, es centrifuga a
3000xg durant 10 min a 4°C.

- Es descarta el sobrenedant i es resuspenen les cel-lules suaument amb 2 mL de CaCl, 20mM
esteril 1 fred.

- Es preparen aliquotes de 100 pul i es congelen immediatament en N, liquid.

- Posteriorment, es guarden a -80°C fins a un maxim de 4 mesos.

69



Materials 1 métodes

Protocol de transformacid de cél-lules d’A4. thumefaciens EHA 105 competents:

- Afegir entre 500 ng 1 1000 ng de plasmidi d’interés a 100ul de cel-lules EHA 105

competents descongelades i mantingudes en gel.

- Incubar 5 minuts en gel.

- Incubar 5 minuts en N liquid.

- Incubar 5 minuts a 37 °C.

- Afegir 900 ul de medi YEB i incubar 4 hores a 28°C, en agitacio a 250 rpm.

- Plaquejar en medi YEB amb rifampicina (100 pg/ml) i I’antibiotic de seleccid, que em el
nostre era kanamicina (50pg/ml).

- Incubar 2-3 dies a 28 °C.

Medi YEB:

Beef Extract 0,5g /100 mL
Extracte de llevat 0,1g /100 mL
Peptona 0,5g /100 mL
Sacarosa 0,5 g/100 mL
MgSOy (solid) 0,048 g /100 mL
MgSOy (solucié 1M) 200ul /100 mL
Ajustar el pH a 7,2 amb NaOH 1M.

En el cas de fer plaques afegir Agar 15 g/L.

Generacid de glicerinats stock d’A. thumefaciens recombinants:

Un cop haviem obtingut I’A4. thumefaciens recombinant d’interes, i per tal de mantenir-ne
stock glicerinats, preparavem un cultiu del clon d’interés amb 30mL de LB /Rifampicina
/Streptomicina/ Kanamicina, en un erlenmeyer de 100mL, i ’incubavem o/n a 28°C, en agitacio a
250 rpm.

A partir d’aquest cultiu crescut (D.O. a 600 nm, al voltant de 1,0), es procedia a preparar els
glicerinats en criotubs de 1,8 mL (Nunc), en preséncia de 50% de glicerol esteril.

Els glicerinats eren congelats en N, liquid, i transferits a la seva posicié d’emmagatzematge

a -80°C, durant un maxim de 4 mesos.

3.2.3.2 Transformacié transitoria de Nicotiana benthamiana per agroinfiltracio
Per a I’expressio transitoria en plantes de tabac, empravem una combinacid de dos cultius
d’Agrobacterium recombinants: un de la propia construccié d’interes, i 1’altre contenint el supressor

de silenciament HC-Pro.
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En efecte, per fer front a la transformacio d’Agrobacterium, les plantes sovint responen
mitjancant un mecanisme de defensa que provoca el silenciament post-traduccional de I’expressid
del transgen, limitant la eficiéncia en la produccié de proteina recombinant.

Aquest efecte es pot veure contrarestat amb la co-expressid de supressors virals del
silenciament génic. La co-expressio de les construccions que contenen proteines de fusio Zera™ amb
el supressor de silenciament HC-Pro provinent del virus del mosaic del tabac (TEV), augmenta
considerablement 1I’expressid de proteina recombinant (Torrent et al., 2009).

La introducci6 del transgén d’Agrobacterium a les fulles de planta es duia a terme a través
dels estomes de la fulla, mitjangant un sistema d’expressid transitori anomenat agroinfiltracio.

Mitjangant I’agroinfiltracié per xeringa, obteniem biomassa suficient per a realitzar cribatges
d’expressio, i per fer les primeres proves de recuperacid de cossos proteics a petita escala.

Quan hi havia necessitat de generar més biomassa transformada, es procedia a una
agrinfiltracié mitjangant el buit, en la qual la planta era submergida en la solucio d’Agrobacterium,

afectant a més massa foliar a la vegada.

Preparacié del cultiu bacteria per a una agroinfiltracié mitjancant xeringa:

- A partir de colonies aillades d’Agrobacterium plaquejades en medis de seleccid, o bé, a
partir de glicerinats de -80°C de les construccions d’interes, es preparava un cultiu bacteria
primari de 5 mL LB /Rifampicina /Streptomicina/ Kanamicina.

- De forma paral-lela, també es preparava el cultiu primari de 1’Agrobacterium transformat
amb el supressor de silenciament HC-Pro.

- Ambdds cultius eren incubats o/n a 28°C, en agitacio a 250 rpm

- A partir dels cultius primaris crescuts, per a cada un d’ells es feia una dilucié 1/200 amb
medi 1 antibiotics frescos, en un volum final de 20 mL.

- Ambdds cultius eren incubats o/n a 28°C, en agitacié a 250 rpm

- Es mesurava la DO a 600nm, la qual havia de ser proxima a 1,0.

- Centrifugavem el cultiu a 3000g, durant 15 min, a RT.

- El sobrenedant era descartat, i les cel-lules eren resuspeses suaument en tampod
d’agroinfiltracio. El volum de tampd d’agroinfiltracié afegit, havia de permetre mantenir la
DO a 600nm prop de 1,0.

- Incubavem aquests cultius a temperatura ambient, sense agitaciod, durant 2-3 hores.

- En els moments previs a 1’agroinfiltracid, barrejavem en una relacié de volums 1:1, el cultiu

corresponent al HC-Pro amb el cultiu de la construccio d’interes.
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Tamp6 d’agroinfiltracio:

2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 10 mM
MgCl, 10 mM
5’ dimethoxy-4’-hydroxyacetophenone (acetosiringona) 200 pM *

Ajustar el pH a 5,6 amb KOH 1M.
*per resuspendre D’acetosiringona, primer es dilueix amb DMSO, 1 després
s’afegeix 1:1 (v/v) d’aigua, fins a una concentracié stock de 0,2 M.

Preparacid del cultiu bacteria per a una agroinfiltracidé mitjancant el buit:

Basicament, el procediment és idéntic que el de I’agroinfiltracié per xeringa, perd preparant
un volum de cultiu en soluci6 d’agroinfiltracié més gran.

Aixi, el volum final d’Agrobacterium recombinant en solucié d’agroinfiltracio ha de ser de
250-300 mL, per tal de cobrir tota la biomassa vegetal.

3.2.3.2.1 Agroinfiltraciéo mitjancant xeringa.

De cada planta N. benthamiana de 4-6 setmanes, s’escollien i marcaven 2 6 3 fulles ben
exteses, 1 de mida similar.

Es prenia una xeringa esteril de 1mL, sense agulla, la qual era carregada amb el cultiu
d’Agrobacterium a infiltrar. Amb la punta de la xeringa, exerciem pressio sobre el revers de la fulla,
a la vegada que amb el dit exerciem una contrapressié en I’anvers de la fulla.

D’aquesta manera 1, evitant els nervis principals de la fulla, anavem infiltrant el cultiu a
I’interior de la fulla.

Un copobservavem que en aquell punt no s’infiltrava més cultiu, canviavem de posicio per
tal d’agroinifiltrar teixits adjacents.

Les plantes agroinfiltrades eren retornades a les condicions de I’hivernacle.

Al cap de entre 4 1 7 dies post-agroinfiltracio, el material agroinifiltrat (tota la fulla, o part

d’ella) era recol-lectat i congelat a -80°C en la maxima brevetat possible.
3.2.3.2.2 Agroinfiltracio mitjancant el buit.
Per a I’agroinfiltracié mitjancant el buit s’empraven plantules de N. benthamiana de 3-4

setmanes, crescudes in vitro.

Preparacié del material vegetal in vitro.

Per al cultiu in vitro de plantules de tabac, es necessari treballar en condicions esterils.

Esterilitzacio de llavors:

- Transferir a un tub Eppendorf una quantitat de llavors equivalent a 50 pL.
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- Afegir 1 ml d'etanol 70% barrejant per inversio durant 15 s.

- Treure l'etanol amb pipeta, descartant les llavors que suren.

- Rentar amb 1 ml d'H,O milli-Q esteéril.

- Treure I'H,O amb pipeta i1 afegir ImL de soluci6 d'esterilitzacio.

- Incubar durant 5 minuts, barrejant per inversio periddicament.

- Treure la solucid d'esterilitzacié amb pipeta.

- Rentar 3 vegades amb 1 mL d'H,O esteéril, barrejar per inversié cada vegada.

- Treure I’H,0O amb pipeta i deixar assecar.

- Conservar les llavors a 4°C, i al dia segiient ja es poden emprar per a sembrar.

Solucio d’esterilitzacio:

Hipoclorit sodic 20%
Tween-80 0,1%
H,0 milli-Q esteéril |79,9%

Germinacid i creixement de plantes de tabac in vitro:

Sembrar les llavors esterilitzades en pots de creixement de vidre amb medi MS, a rad de 50

llavors per pot amb ajuda d’una agulla emmanegada.

Es fan germinar i créixer les plantes durant 3-4 setmanes en condicions esterils in vitro, a

25-26°C, amb un fotoperiode de 16 hores de llum i 8 hores de foscor, fins que presentin una mida

de 2-3 cm.
Medi MS:
Medi MS + MES (M0255) 49 o/L
Macro/micro amb vitamines i
Sacarosa 30 g/L
Gelrite (Duchefa) 3¢/l
Ajustar el pH a 5,8 amb KOH 1M abans d’afegir el Gelrite, i autoclavar

Infiltracié del cultiu d’Agrobacterium en condicions de buit

- Abocar el cultiu d’agrobacteri en solucio d’agroinfitracid (preparat anteriorment), procurant

que totes les plantules quedin totalment submergides.

- Introduir el pot destapat dins d’una campana de buit, i generar buit mitjangant una bomba

d’oli.

- Quan apareguin bombolles en el cultiu d’agrobacteri, mantenir el buit durant 5-10s, 1 desfer-

lo molt suaument per evitar que el medi es fragmenti. En aquest procés es pot observar com

les fulles de tabac es tornen translucides, indicant que la infiltracio ha funcionat

correctament.
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- Retirar el cultiu d’agrobacteri amb cura de no desenganxar el medi del recipient.

- Tapar els pots i traslladar-los a la cambra de cultiu in vitro, per fer-les créixer durant 4-5
dies en condicions controlades.

- Recol'lectar les plantules mitjancant 1’ajuda d’un escalpel, tot evitant agafar medi. La

biomassa es pot es congelar a -80°C fins al moment del seu analisi.

3.3 Técniques d’analisi i manipulacio de proteines

3.3.1 Técniques generals

3.3.1.1 Electroforesi en condicions desnaturalitzants.
Aquest analisi es va dur a terme segons el metode descrit per Laemmli, 1970; emprant

I’aparell Miniprotean II (BioRad) com a suport.

Preparaci6 del gel:
Tampd concentrador: 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, SDS 0,4%.
Tamp6 separador: 0,5 M Tris-HCI pH 8,8, SDS 0,4%.

Gel separador 10% 12,5% 15%
Tampo separador 25mL | 2,5mL 2,5 mL
Acril: bisacrilamida 40% 2,5mL | 3,13 mL 3,75 mL
Temed S5ulL S5ulL 5ulL
APS 10% (p/v) 40 uL 40 uL 40 uL
H,O 5mL 4,38 mL 3,75 mL
Gel concentrador

Tampo concentrador 1 mL

Acril: bisacrilamida 40% | 0,5 mL

Temed 6 uL

APS 10% (p/v) 40 pL

H,O 2,25 mL

Utilitzacid de gels de gradient prefabricats:

Alternativament, també varem utilitzar gels de gradient prefabricats 4-12% NuPAGE®™

Novex” Bis-tris Mini Gels d’Invitrogen, seguint les indicacions del fabricant.

Preparacié de les mostres:

- Les mostres que eren analitzades per electroforesi en condicions desnaturalitzants, es diluien
en un tampo de carrega més o menys concentrat segons el volum de mostra que voliem carregar

: TM 2X 1 TM 5X.
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- Afegiem [-mercaptoetanol a una concentracio final del 10%.
- Bulliem les mostres a 95°C, durant 5-10 min.

- Temperavem i carregavem al gel.

T™ 2X T™ 5X

Tris 0,125 M Tris 0,3125 M
Glicerol 87% 20% Glicerol 87% 50%
SDS (10 %) 4% SDS 10%
Bromophenol 0,04% Bromophenol 0,1%

Condicions de migracio:

Condicions/ Preparats manualment Prefabricats NuPAGE® 4-
tipus de gel P 12%

Voltatge 120V 200 V constant
Temps 45-50 min 35 min

Tampd 0,25M Tris-HCI pHS.5, ®
d’electroforesi Glicina 1,92M, SDS 1% NuPAGE™ MES butfer

Marcadors de pes molecular:

Per tal de determinar el pes molecular aproximat de les proteines resoltes en gels
d’acrilamida, es va emprar un marcador de pes molecular de tipus comercial:

-Novex® Sharp Protein Standard (Invitrogen — LC5800), que consisteix en 12 bandes
proteiques pre-tenyides. Rang de pes molecular d’entre 3,5 i 260kDa.

3.3.1.2 Tinci6 de gels de poliacrilamida
3.3.1.2.1 Tincié amb blau de Coomassie
Aquesta tincio es va utilitzar de forma rutinaria per analitzar patrons proteics en
les diferents etapes de downstream, per determinar el grau d’enriquiment durant les
diferents etapes de downstream, o bé per tal de comprovar la quantitat de proteina
transferida per Western Blot, entre altres.
El seu limit de deteccid és de 0,1-0,2 pg de proteina.
Protocol:
- Fixar les proteines del gel en una solucié de blau de Coomassie R (Sigma) 0,05%
1 metanol 50% 1 acid acétic 10%, durant 10-15 min.
- Fer rentats successius amb una soluci6 de metanol 50% 1 acid acetic 10%.

- Quan el gel esta prou destenyit, fer rentats amb aigua MilliQ.
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3.3.1.2.2 Tincié amb nitrat de plata
La tincié amb nitrat de plata presenta un limit de deteccio de 5-10 ng de proteina.
Amb el qual la seva aplicacid va ser molt 1til per tal de detectar fraccions on la quantitat
de proteina era molt baixa. En termes generals sempre va ser emprada per a les mateixes
finalitats que la tincié per Coomassie.
Protocol:
- Fixar les proteines en una solucié de metanol 40% i formaldehid 5%, durant 45-
60 min.
- Realitzar dos rentats de 5 min, amb aigua MilliQ.
- Sensibilitzar el gel durant 1 min en una soluci6 de tiosulfat de sodi 0,02%.
- Realitzar dos rentats de 20 s amb aigua MilliQ.
- Incubar el gel durant 10 min amb una soluci6 de nitrat de plata (AgNO3) 0,1%
).
- Realitzar un rentat de 20 s amb aigua MilliQ.
- Revelar fins que apareguin les bandes de proteina (1-5 min), amb una solucié de
carbonat de sodi 3%, formaldehid 0,02% i tiosulfat de sodi 0,000016%.
- Parar la reacci6 incubant el gel 10 min en una solucio d’acid citric 2,3 M
- Rentar el gel 3 vegades, 5 min, en aigua MilliQ.
3.3.1.3 Western Blot
Aquesta tecnica va ser utilitzada per tal d’identificar 1 avaluar els nivells d’expressié de
les proteines recombinants d’interes, en els extractes dels diferents sistemes eucariotes emprats.
En el decurs d’aquest treball, es varen emprar dos sistemes diferents per a transferir les
proteines resoltes en gels d’acrilamida a membranes de nitrocel-lulosa: la transferéncia vertical
en fase liquida (BioRad), i la transferéncia en horitzontal en semi-sec (Iblot® Dry Blotting
System d’Invitrogen).

Protocol de transferéncia vertical:

- Preparar 6 trossos de paper 3MM de la mida de l'esponja i tallar la membrana de
nitrocel-lulosa de 0,2um (Schleicher & Schuell) a la mida del gel. Manipular la
membrana amb guants. S'ha de mantenir la membrana sempre humida.

- En un recipient en agitacid, equilibrar la membrana submergint-la primer en aigua
destil-lada 1 després en tampd de transferencia. Fer el mateix amb el gel de
poliacrilamida, en aquest cas, submergir-lo directament en tampo de transferéncia (10-15

minuts).
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- Mullar tres trossos de paper 3MM en tampo de transferéncia i col-locar-los sobre
I’esponja saturada a la part negre del sandwich assegurant-nos que no queden bombolles
entre 1I’esponja i el paper.

- Col‘locar el gel sobre el paper mantenint tot el conjunt mullat amb tampo6 de
transferéncia.

- Col-locar la membrana sobre el gel. Eliminar les possibles bombolles que s'hagin format
amb I’ajuda d’un rodet cilindric.

- Col‘locar tres trossos de paper 3MM mullat en tamp6 de transferéncia 1 l'altra esponja
saturada per a tancar el sandwich.

- Tancar el sandwich i col-locar-lo de forma correcta en la cubeta de transferéncia vertical.
Omplir la cubeta amb tampé de transferéncia, submergint totalment el sandwich.

- Transferir o/n a 30V, a 4°C; o bé durant 1h a 90V, a 4°C.

Tampo de transferéncia vertical:
Tris Base 48 mM
Glicina 39 mM

Protocol de transferéncia horitzontal, sistema Iblot® Dry Blotting System (Invitrogen)

Es un sistema rapid i senzill, encara que 1’eficiéncia de la transferéncia pot arribar a ser
més baixa que el sistema vertical en fase liquida.
Es varen seguir les instruccions 1 indicacions del fabricant, mitjancant el programa 3 de

I’aparell, amb un temps maxim de transferéncia de 7 min.

Tinci6 de la membrana de nitrocel-lulosa amb Ponceau

Un cop les proteines varen ser transferides a la membrana, 1 per tal de comprovar el grau
de transferéncia, es podien tenyir les membranes amb la tincid reversible del roig de Ponceau.

S’incubaven les membranes en una solucio de Ponceau 0,1% i acid acétic 1%, durant 1-5
min. Es rentaven els excedents amb aigua. Un cop tenyida la membrana, i quan era necessari,
marcavem amb un llapis les bandes corresponents als marcadors de pes molecular.

La membrana era destenyida amb PBS/Tween-20 0,1%, 1 es prosseguia amb el protocol

d’immunodeteccid de proteines.

3.3.1.4 Immunodeteccid de proteines
Protocol:
- Bloquejar la membrana en una soluci6 del 10% de llet en pols desnatada en PBS-Tween,

incubar 30 min a RT.
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- Incubar amb la dilucié d’anticos primari que interessi en 10% de llet en pols en PBS-
Tween durant 1h a RT. Veure les dilucions d’anticos emprades en el requadre inferior.

- Realitzar tres rentats de la membrana de 5 min amb PBS-Tween

- Incubar amb I’anticos secundari diluit en 10% de llet en pols en PBS-Tween durant 45
min a RT. En aquest treball varem emprar en la gran majoria dels casos una dilucid
1:10000 d’un anticos secundari anti-IgG de conill conjugat a la peroxidasa de rave (GE
Healthcare).

- Realitzar tres rentats de la membrana de 5 min amb PBS-Tween.

- Detectar les proteines marcades amb el kit ECL Western Blotting Detection (GE
Healthcare), seguint les instruccions del fabricant.
Anticossos
En aquest treball varem emprar una serie d’anticossos policlonals primaris els quals

varen ser produits en conill.

Anticos Antigen Dilucié emprada per a
primari Western Blot
Peptid sintetic format per les 8 repeticions
a R8 de la seqiiencia aminoacidica PPPVHL de 1:7000
Zera®
@ EK Subunitat catalitica dt? I’enteroquinasa 1:1000
desnaturalitzada
o hGH Hormona de creixement humana 1:1500

3.3.1.5 Quantificacid de proteines

3.3.1.5.1 Determinacio de la quantitat de proteina total pel metode Bradford.

Per tal de determinar la quantitat de proteina present en un extracte, procediem a
realitzar 1’assaig desenvolupat per Bradford, 1976. Aquest metode colorimetric, esta basat en la
capacitat que presenta el Coomassie Brilliant Blue G-250 de presentar dues coloracions
diferents segons si esta unit a 0 no a proteina. Aquest assaig presenta un rang de deteccio linear
de proteina d’entre 2pug/mL 1 120pg/mL.

Depenent del tamp6 d’extraccid emprat, la preséncia de detergents €s incompatible amb
el reactiu de Bradford. Per tant, quan 1’extracci6 de proteines era total (en preséncia de SDS)
s’empraven 2uL. d’extracte per cada mL total de reaccid, mentre que si el tamp6 resultava més
innocu, se n’utilitzaven 10uL.

Material:

- solucio6 de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, BioRad)

- BSA (Albumina de Sérum Bovi, Roche) a una concentracié stock de 0,2 mg/mL.

- Buffer d’extraccid de proteines
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- Cubetes d’espectrofotometre d’1mL, o bé plaques de 96 pous de tipus ELISA

- Espectrofotometre

Procediment:

- Realitzar una serie de dilucions de BSA en preséncia de tampd d’extraccid.
Generalment un rang de dilucions entre 1 1 15ug/mL de BSA resultava en una corba
de regressio lineal.

- Tanmateix, també es preparen el blancs, contenint només tampd d’extraccio i aigua.

- Diluir les mostres, tenint en compte que la composicid del tampd d’extraccio podia
resultar incompatible amb el reactiu de Bradford. Si la mostra contenia detergent,
empravem 1-2ulL de mostra inicial /mL de reaccid total. En abséncia de detergents,
se’n podia utilitzar fins a 10-15uL, depenent de 1’origen i tipus de mostra.

- A totes les mostres se li afegia la solucié de Bradford. Si la lectura d’absorbancia es
realitzava en cubetes espectrofotometriques d’1mL, s’hi afegien 200uL de solucid de
Bradford. Si la lectura es feia en placa multi-pous de 200puL, se n’hi afegia 40uL de
Bradford.

- Un cop feta la barreja, es deixava actuar 5 min en repos.

- Lalectura d’absorbancia es realitzava a 595nm.

- Per tal de determinar la quantitat de proteina de les mostres problema,
s’extrapol-laven els valors obtinguts d’absorbancia en la corba obtinguda amb el
BSA com a proteina estandard.

3.3.1.5.2 Quantificacio per densitometria

Aquest métode semi-quantitatiu consistia en resoldre per immunoblot una serie de
dilucions de la mostra problema i la d’una proteina estandard quantificada.

La proteina emprada com a estandard tant podia consistir en la proteina recombinant
comercial d’interés, o bé en la proteina de fusié Zera® purificada i quantificada per analisi
d’aminoacids. Tanmateix, I’expressié de proteines de fusié Zera® també podia ser quantificada
emprant la y-zeina com a estandard, ja que 1’anticos primari anti-R8 reconeix el domini repetitiu
(PPPVHL)g que conté tant Zera® com la y-zeina. La y-zeina s’extreia de la farina de blat de
moro, i la seva quantificacio es determinava per analisi d’aminoacids.

L’analisi densitométric es realitzava mitjancant el programa informatic QuantityOne
(Bio-Rad) sobre la imatge escanejada del film revelat.

En el cas que les mostres o les proteines patrd6 mostressin bandes multimeriques,

aquestes tamb¢ eren considerades per a la quantificacio densitomeétrica.
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Una bona corba patrd era considerada amb una R* > 0,98. S’acceptaven valors de
quantificacid corresponents a un £20% per sobre o per sota els limits de la corba estandard

3.3.1.5.3 ELISA

Aquesta técnica va ser emprada per quantificar la proteina de fusié Zera® o la hGH
alliberada en les diferents mostres corresponents a diferents etapes de downstream estudiades en
aquesta tesi.

3.3.1.5.3.1 ELISA hidrofobica

Aquest experiment consisteix en unir per adsorcio 1’antigen a una placa de 98 pous
MaxiSorp (Nunc), i la deteccio de la proteina recombinant amb un anticos especific. Com a
proteina estandard s’ha emprat, per una banda y-zeina purificada a partir de farina de blat de
moro (extraccio segons el protocol d’Osborne i quantificada per analisi d’aminoacids), o bé
hGH recombinant produida a E.coli ( Anhui Anke Biotechnology Co., Ltd.).

El rang de deteccio i la serie de dilucions de la patr6 anava de 0,4 a 25ng R8/mL per a la
y-zeina i de 1 a 25ng hGH/mL per a la thGH.

La conversi6 de y-zeina a R8 es va establir per la proporcidé en massa molecular del
domini repetitiu R8 en la y-zeina. A la vegada, i emprant calculs equivalents, també es va
establir la conversi6 de R8 a la quantitat de domini proteic Zera®.

En la posada a punt d’aquesta técnica, varem comprovar 1’efecte de la matriu en la
proteina emprada com a estandard. Idealment aquesta matriu havia de ser especificament la
mateixa que la de la mostra que conté la proteina de fusio.

Protocol:

- Diluir 1/50 les mostres 1 la proteina estandard en tamp6 d’ELISA hidrofobica.
- Sonicar les mostres amb Digital Sonifier (Branson Ultrasonics) amb la sonda microtip a

una amplitud del 20% i amb polsos de 2 s, durant 30 s

- Bullir les mostres durant 30 min a 95°C

- Incubar les mostres durant 5 minuts en un agitador orbital.

- Centrifugar les mostres a 16000g durant 10 min a temperatura ambient.

- Descartar el sediment i utilitzar el sobrenedant per carregar la placa d’ELISA.

- Barrejar bé les mostres abans de carregar-ne 200uL per triplicat a cada pou de la placa
d’ELISA Maxi Sorp (Nunc 439454). Carregar la recta patrd per duplicat.

- Mantenir la placa en agitacié (150rpm) a temperatura ambient, durant 45 min.

- Rentar la placa 5 vegades amb 300 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Saturar els pous amb 10% de llet en pols en PBS (tampd de bloqueig) durant 1h a

temperatura ambient, o o/n a 4°C.
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- Rentar la placa 2 vegades amb 300 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Incubar amb una diluci6 de I’anticos primari en tamp6 de bloqueig, durant 1 hora a RT.

- Rentar la placa 5 vegades amb 300 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Incubar amb una diluci6 d’anticos secundari (en el nostre cas anti-conill-HRP de GE
Healthcare diluit 1/1000 en tampd de bloqueig), durant 1 hora a RT.

- Rentar la placa 5 vegades amb 300 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Revelar la placa d’ELISA afegint 100uL d’una solucié de TMB (Sigma — Read)y to use).
Agitar suaument fins que aparegui un color blau en els pous amb mostra (maxim 30 min).

- Aturar la reacci6 afegint 100pL H,SO4 1M, amb el qual el color blau canviara a groc.

- Llegir la densitat optica a 450nm en un espectrofotometre de plaques (Universal

Microplate Reader Elx 800 — BIO-TEK® Instruments, Inc.), i tractar les dades.

Tampo6 d’ELISA hidrofobica:

Borat de sodi 12,5mM
SDS 0,1%
TCEP 50mM
Urea 8M
Aigua desionitzada

3.3.1.5.3.2 ELISA de Niquel

En els ultims anys, a ERA Biotech s’ha desenvolupat una teécnica de quantificacio
basada en ELISA-IMAC especifica per a Zera®, amb aplicacié per a la quantificacié de
proteines de fusid Zera®, independentment del seu origen i de ’estat de puresa en qué es trobi.
L’estructura del domini Zera® (en concret del domini repetitiu PPPVHLx8) orienta les 8
histidines en un mateix pla, de forma que poden ser unides per afinitat a un metall divalent com
el niquel. Per a la quantificaci6 de proteines Zera® s’empraven plaques de 96 pous amb el metall
immobilitzat que, en condicions desnaturalitzants, presentava afinitat pel domini Zera®.

La proteina de fusié Zera” unida al metall era reconeguda amb 1’anticds contra RS, i es
prosseguia amb el procés complet de deteccid 1 monitoratge tipics de la tecnica d” ELISA

Protocol:

Diluir les mostres problema i estandard (rang de 0 a 25ng R8/mL) en tampd d’ELISA-Ni.
- Incubar les mostres a 60°C durant 30 min.

- Sacsejar les mostres mitjangant vortex abans de carregar-les a la placa d’ELISA
HisGrab  Nickel (Pierce — ref. 15442).

- Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, amb agitaci6 suau.
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- Rentar la placa 5 vegades amb 200 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Afegir 200uL de solucid bloquejant (BSA 1%, Llet desnatada en pols 1%, PBS/Tween-
20 0,1%) a cada pou. Incubar durant 30-60 min a temperatura ambient.

- Incubar amb una dilucié de I’anticos primari contra R8 1:1000 en tamp¢é de bloqueig,
durant 1 hora a RT.

- Rentar la placa 5 vegades amb 200 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Incubar amb una dilucié d’anticos secundari (anti-conill-HRP de GE Healthcare diluit
1/1000 en tampo de bloqueig), durant 1 hora a RT.

- Rentar la placa 5 vegades amb 200 uL PBS/Tween-20 0,1%.

- Revelar la placa d’ELISA afegint 100puL d’una solucié de TMB (Sigma — Read)y to use).
Agitar suaument a temperatura ambient, fins que aparegui un color blau en els pous amb
mostra (maxim 30 min).

- Aturar la reacci6 afegint 100uL H,SO4 1M, amb el qual el color blau canviara a groc.

- Llegir la densitat optica a 450nm en un espectrofotometre de plaques (Universal

Microplate Reader Elx 800 — BIO-TEK® Instruments, Inc.), i tractar les dades.

Tamp6 ’ELISA-Ni: Tamp¢ fosfat pH7 | 20mM
NaCl 300mM
Imidazol SmM
Triton X-100 0,1%
MESNA 10mM
TCEP SmM
Urea &M
Aigua desionitzada

3.3.1.5.3.3 ELISA comercial de quantificacio de hGH

El kit comercial de quantificacié de hGH en mostres biologiques (Roche - ref. 11 585
878 001), estava basat en un immunoassaig colorimétric en plaques de 96 pous. Tots els reactius
1 patrons foren subministrats pel kitz. Es preparaven dilucions seriades de les mostres per tal de
detectar la hGH soluble en un rang de concentracié entre 10 i 400 pg/mL, amb una sensibilitat
minima de 5 pg/mL. A continuacio es seguien les etapes d’immunodeteccidé d’acord amb les

instruccions del kit. Aquest metode permetia quantificar hGH conformacionalment activa.

3.3.2 Técniques especifiques d’analisi i manipulaciéo de proteines, segons el sistema

d’expressio emprat
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A. Extraccio de proteines en cél-lules de mamifer CHO i en cél-lules d’insecte Sf9, Sf21

o HighFive.

Aquest protocol s’ha utilitzat per a 1’analisi d’expressi6 mitjancant Western Blot, de les
cel-lules CHO transfectades 1 les cel-lules d’insecte Sf9 infectades amb la construccio d’interes.

A continuacid es descriu el procediment general, posat a punt per a una extraccid total de
proteines.

Protocol:

- Entre 3-4 dies després de la transfeccid transitoria de cel-lules CHO, s’extreia el medi de
cultiu i les cel-lules eren recuperades en PBS pH7,4 amb ’ajuda d’un scraper.

- A continuacio, les cel-lules eren centrifugades a 1500g, durant 10 min, a 4°C i es guardaven
a -80°C fins al seu processament.

- Pel cas de les cél-lules d’insecte, les cél-lules infectades a diferents MOI 1 HPI eren
pelletejades a 300g durant 15 minuts, i s’analitzaven el medi i el contingut cel-lular.

- Per a I’extraccid proteica total, es resuspenien les cel-lules en un tamp6 de lisi cel-lular:
Tris-HCl 50mM pHS, EDTA 5mM, NaCl 100mM, SDS 0,5%, B-Mercaptoetanol 2% i
cocktail d’inhibidors de proteases Complete® 1X (Roche); mantenint una relacié 1:5 volum
de cultiu: volum de tamp6 d’extraccio.

- L’extracte s’incubava 5-10 min a 95°C i es determinava la quantitat de proteina total pel
metode Bradford.

- L’analisi de I’expressio proteica es realitzava mitjangant immunoblot carregant 1’equivalent
a Sug de proteina total de I’extracte de cél-lules CHO o 0,5ug de D’extracte cel-lular
d’insectes, en el gel SDS-PAGE. A continuaci6 es valoraven els nivells d’expressio per
Western Blot i densitometria de la senyal

B. Extraccio de proteines a partir de plantes de tabac (NV.benthamiana)

Aquesta tecnica fou emprada per a 1’extracci6 total de proteines a partir de fulles de plantes
de tabac agroinfiltrat (biomassa vegetal). Generalment partiem de biomassa que havia estat
recol-lectada sense tiges ni nervis principals i emmagatzemada a -80°C fins a la seva utilitzacio.

Protocol:

- Esmicolar una quantitat coneguda de biomassa congelada amb I’ajuda d’un morter i
nitrogen liquid.

- Afegir i barrejar amb tampd d’extraccid de plantes en una relacid 1:5 (p/v) (pes fresc/volum
de tampd). Per tal de millorar I’extraccio, i de forma alternativa, liofilitzavem el material
esmicolat abans d’afegir el tampo

- Incubar la mostra a 95°C durant 30 min.

- Centrifugar a 16200g durant 20 min a temperatura ambient.
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Separar sobrenedant 1 pellet.
Resuspendre el pellet amb tamp6 de carrega 2X, incubar 20 min a 95°C, centrifugar 5 min a
maxima velocitat.

Analitzar totes les mostres generades per SDS-PAGE.

Tampd d’extraccid de plantes: Tris-HCl 100mM pH8, SDS 5%, B-mercaptoetanol 5%, NaCl

200mM, inhibidors de proteases: leupeptina, pepstatina, aprotinina, E-64 0,2%.

3.3.2.2 Immunofluorescéncia

A. Sobre cél-lules de mamifer CHO transfectades.

Aquesta tecnica va ser emprada per tal de coneixer la immunolocalitzacio de les diferents

proteina de fusié Zera™ d’interés, en cél-lules CHO transfectades.
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Protocol:

Les cel-lules es transfecten en placa en preséncia d’un cobreobjectes sobre el qual es deixen
adherir les cel-lules a transfectar.

En el moment de procedir a la immunodeteccié després de la transfeccio, s’aspira el medi de

cultiu i es realitzen un parell de rentats amb PBS temperat.

Etapa de fixacid: Afegir paraformaldehid fred al 2% en PBS sobre les c¢l-lules, assegurant
una cobertura total del material cel-lular. Incubacié a 4°C durant 30 min.

S’aspira la solucié de paraformaldehid, tot descartant-lo en el contenidor adequat degut a la
seva toxicitat.

Es realitzen 2 rentats amb PBS temperat. En aquest punt es pot aturar el protocol afegint
BSA 1% en PBS + azida sodica 0,02%; o bé, es segueix amb la permeabilitzacié de les
cel-lules.

Etapa de permeabilitzacié: Afegir BSA 1%, Saponina 0,1% en PBS (la BSA per bloquejar

llocs inespecifics de la tincio i la saponina és un detergent que permeabilitza les cel-lules).
Permeabilitzar durant 30 min, a temperatura ambient.

FEtapa de tincio:

- Es dilueixen els anticossos en BSA 1%, Saponina 0,1% en PBS.

- Bloqueig: es posa 100 ul de BSA al 5% en PBS sobre un paper de parafilm. Després
es posen els cobreobjectes amb les cel-lules sobre la BSA durant 10 min.

- Rentar amb PBS.

- Incubar amb 100 pul del primer anticos 45 min a temperatura ambient (veure taula
inferior).

- Rentar amb PBS.
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- Fer un segon bloqueig amb BSA 5% en PBS. 10 min (opcional).
- Incubar 45 min amb 100 pl del segon anticos.
- Rentar amb PBS.
Posar una gota de gel de muntatge (Mowiol) sobre un portaobjectes.
Posar els cobreobjectes sobre el gel de Mowiol. Esperar 10 minuts a temperatura ambient
fins que el Mowiol polimeritzi.
Observar la tinci6 en el microscopi de fluorescencia.

B. Sobre cél-lules d’insecte

La immunofluorescéncia sobre cel-lules d’insecte diferia respecte a la de mamifers en

’etapa de la fixacio.

Protocol:

Les cel-lules s’infecten en plaques de 60 mm de diametre en preséncia d’un cobreobjectes
sobre el qual s’hi deixen adherir les cel-lules.

Un cop infectades les cél-lules, s’incuben durant 36 hores a 28°C. En el moment de procedir
a la immunodeteccid, s’aspira el medi de cultiu i es realitzen un parell de rentats amb PBS
temperat.

Etapa de fixacio: Afegir paraformaldehid fred al 3% en PIPES 0,1M sobre les cel-lules,

assegurant una cobertura total del material cel-lular. Incubaci6 a 4°C durant 30 min.

Es realitzen 2 rentats amb PBS temperat. En aquest punt es pot aturar el protocol afegint
BSA 1% en PBS + azida sodica 0,02%; o bé, es segueix amb la permeabilitzacid de les
cel-lules.

Etapa de permeabilitzacié: Afegir BSA 1%, Saponina 0,1% en PBS. Permeabilitzar durant

30 min, a temperatura ambient.

FEtapa de tincio:

- Es dilueixen els anticossos en BSA 1%, Saponina 0,1% en PBS.

- Bloqueig: es posa 100 pl de BSA al 5% en PBS sobre un paper de parafilm. Després
es posen els cobreobjectes amb les cél-lules sobre la BSA durant 10 min.

- Rentar amb PBS.

- Incubar amb 100 pl del primer anticos 45 min a temperatura ambient (veure taula
inferior).

- Rentar amb PBS.

- Fer un segon bloqueig amb BSA 5% en PBS. 10 min (opcional).

- Incubar 45 min amb 100 pl del segon anticos.

- Rentar amb PBS.

Posar una gota de gel de muntatge (Mowiol) sobre un portaobjectes.
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- Posar els cobreobjectes sobre el gel de Mowiol. Esperar 10 minuts a temperatura ambient
fins que el Mowiol polimeritzi.
- Observar la tincio per microscopia confocal SP 5 amb objectiu 63X Leica (Heidelberg), amb

talls seccionals de 1um.

Nom Antigen Diluciéo emprada pera
Immunofluorescéncia
Peptid sintetic format per les 8 repeticions
Anticos a R8 de la seqiiencia aminoacidica PPPVHL de 1:800
®
primari Zera
o hGH Hormona de creixement humana 1:150
Anticos Alexa Anticos anti-IgG de conill (Invitrogen- 1:2000
secundari | Fluor 488 Molecular Probes) '

3.3.2.3 Fraccionament subcel-lular mitjancant gradients de densitat.

A. Gradient de densitat aplicat a extractes de cél-lules CHO transfectades.

La densitat caracteristica dels diferents organuls subcel-lulars, permet aillar-los en gradients
de densitat. Els cossos proteics derivats de la tecnologia Zera™, mantenen I’clevada densitat
caracteristica dels cossos proteics naturals del gra de blat de moro, fet el qual permet el seu
aillament 1 purificacié mitjangcant aquesta técnica.

Protocol:

- Resuspendre les cel-lules CHO transfectades amb el vector d’interés en un tampo
d’homogeneitzacié Tris-HCl 100mM pH7,5, EDTA 5mM, KCI 50mM, MgCl, 5SmM
contenint 10% de sacarosa (p/p) per tal d’obtenir una suspensié amb una densitat cel-lular
de 2-3-10° cél-lules/mL.

- Homogeneitzar-les emprant un homogenitzador Dounce potter (5cm’) durant 5 min, en gel.

- Preparar un gradient discontinu de densitat en un tub d’ultracentrifuga amb les
concentracions de sacarosa descrites a la taula seglient, dissoltes en el tampo

d’homogeneitzacid.

[sacarosa] (p/v) |[sacarosa] (p/p) | Densitat (g/cm3 ) | Volum del coixi (mL)
10% 10% 1,038 2,5
30% 27% 1,112 2
40% 35% 1,151 2,5
50% 42% 1,186 2,5
70% 56% 1,263 2

- Aplicar 2mL d’homogenat cel-lular al gradient, de manera que formi part del coixi del 10%

de sacarosa (p/p).
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- Centrifugar a 80.000 g durant 2 h, a 4°C, desacceleraci6 lenta (ultracentrifuga Beckman

Coulter Optima TM XL-100K — rotor vasculant Sw 41 Ti)

- Recuperar separadament les diferents interfases formades, el sobrenedant i el sediment.
- Per tal de determinar la localitzacid subcel-lular de la proteina en qiiestid, analitzar
cadascuna d’aquestes fraccions i per equivalents de volums en gels SDS-PAGE i Western

Blot.

Per a la preparacio de gradients discontinus, també varem emprar un sistema comercial basat
en una solucié de iodixanol 60% (p/v) en aigua (6 1,32 g/mL), de la marca Optiprep™ - Axis
Shield, comercialitzat per Sigma-Aldrich. La solucié d’iodixanol presenta viscositat i osmolalitat
baixes, i barrejada amb el tampd d’homogeneitzacidé permet mantenir la isosmosi en totes les fases

de diferent densitat, mantenint aixi la integritat i I’estructura dels organuls cel-lulars.

B. Gradient de densitat aplicat a extractes de cél-lules d’insecte S19.

L’elevada densitat que presenta Optiprep™ (solucido d’iodixanol 60%), facilita el
fraccionament subcel-lular dels organuls cel-lulars en un gradient discontinu. A diferéncia dels
gradients de sacarosa tradicionals, aquesta solucid presenta una menor viscositat 1 permet mantenir
I’isosmosi en les diferents fases del gradient, mantenint I’estructura dels organuls i augmentant

I’eficiencia de separacid.

Protocol:

- Resuspendre el sediment congelat a -80°C corresponent a 1-10° cél-lules d’insecte Sf9
infectades en un tampd d’homogeneitzacié Tris-HCl 10mM pH7.4, EDTA 1mM, sacarosa
0,25 M per tal d’obtenir una suspensié amb una densitat cel-lular de 3-10° cél-lules/mL.

- Homogeneitzar-les emprant un homogenitzador Dounce potter (5 cm’) durant 10 min, en
gel.

- Preparar un gradient discontinu de densitat en un tub d’ultracentrifuga amb les
concentracions de iodixanol descrites a la taula segiient, dissoltes en el tampo

d’homogeneitzacio.

[iodixanol] (p/v) | Densitat (g/cm3) Volum del coixi (mL)
- 1,030 2,5
18 1,117 2,5
26 1,156 2,5
32 1,185 2,5
50 1,272 2
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- Aplicar 2,5mL d’homogenat cel-lular al gradient, de manera que formi part del coixi del
10% de sacarosa (p/p).

- Centrifugar a 80.000 g durant 2 h, a 4°C, desacceleracio lenta (ultracentrifuga Beckman
Coulter Optima TM XL-100K — rotor vasculant Sw 41 Ti)

- Recuperar separadament les diferents interfases formades, el sobrenedant i el sediment.

- Per tal de determinar la localitzaci6 subcel-lular de la proteina en qliestid, analitzar
cadascuna d’aquestes fraccions i per equivalents de volums en gels SDS-PAGE i Western

Blot.

C. Gradient de densitat aplicat a extractes de plantes de tabac.

L’homogenat provinent de biomassa transgénica de tabac també fou resolta en gradient
discontinu de densitat mitjangant Optiprep™.
Protocol:

- Homogeneitzaci6 de 0,5g de biomassa transgénica de tabac en SmL de tampd
d’homogeneitzacié Tris-HCl 100mM pHS, EDTA 10mM, KCI 50mM, MgCl, 6mM, NaCl
400mM contenint 10% de sacarosa (p/p), mitjangant un morter de porcellana.

- Filtrar ’homogenat a través d’una capa de teixit de poliester 1 acrilic Miracloth
(Calbiochem®™) amb un porus de 22-25um.

- Preparar un gradient discontinu de iodixanol seguint el protocol descrit anteriorment per a
cel-lules d’insecte.

- Aplicar 2,5mL de I’homogenat filtrat al gradient, de manera que formi part del coixi del
10% de sacarosa (p/p).

- Centrifugar a 80.000 g durant 2 h, a 4°C, desacceleraci6 lenta (ultracentrifuga Beckman
Coulter Optima TM XL-100K — rotor vasculant Sw 41 Ti)

- Recuperar separadament les diferents interfases formades, el sobrenedant i el sediment.

- Per tal de determinar la localitzacid subcel-lular de la proteina en qiiestid, analitzar
cadascuna d’aquestes fraccions i per equivalents de volums en gels SDS-PAGE i Western

Blot.

3.3.2.4 Aillament i obtencid de cossos proteics per centrifugacid a partir d’homogenats

cel-lulars.

L’elevada densitat dels cossos proteics heterolegs €s deguda a 1’habilitat que presenten les
proteines de fusié Zera® d’ensamblar-se en multimers i acumular-se en agregats associats a
membrana. Generalment els cossos proteics derivats de la fusié amb Zera® presenten una densitat

d’entre 1,1 1 1,35 g/mL, la qual resulta substancialment superior a la de la majoria de proteines
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endogenes de la cel-lula hoste. Aquesta particularitat permet la recuperacid d’aquests organuls a
través d’una centrifugacié a baixes revolucions de I’homogenat cel-lular.

La recuperacid de cossos proteics per centrifugacié en un determinat hoste no només depen
de la capacitat de la cel-lula hoste per formar-los, sind6 que també depen de les propietats de la
proteina fusionada al domini Zera®. Aixi, per a proteines més hidrofiliques o solubles, la
recuperacid fou superior a velocitats majors de 1500g, fins a un maxim de 4500g, de forma que per
cada hoste 1 tipus de proteina de fusidé es va haver de posar punt les condicions més optimes de
recuperacio de cossos proteics.

A. Recuperacio de cossos proteics a partir d' cél-lules CHO

Pel cas de les cél-lules de mamifer CHO transfectades, el trencament cel-lular i
I’homogeneitzacio es duia a terme en condicions hipotoniques.

Protocol:

- Rentar les cél-lules dues vegades amb 1mL de tampd HBS (Hypotonic Buffer Saline). En
cada rentat es centrifuguen les cel-lules a 5000g, 10°, 4°C.

- Es resuspen el pellet amb 1mL de solucié A i s’incuba 10’ en gel. De nou, centrifuguem a
5000g, 10°.

- Es descarten 600uL del sobrenedant, i es resuspen el sediment amb el volum restant.

- L’homogeneitzacié de les cel-lules té lloc mitjancant I’homogenitzador Dounce potter

(5cm’) durant 25 moviments verticals.

- S’afegeixen 80uL de solucid B i es barreja bé amb el vortex.

Observant la preparacid cel-lular tenyida amb Trypan Blue, podiem realitzar un seguiment
de la integritat de les c¢l-lules, fins que aproximadament el 90% de les cél-lules havien estat lisades,
aleshores procediem a recuperar els cossos proteics.

- Centrifuguem a 1500g (o a velocitats més altes depenent de les caracteristiques de la
proteina recombinant), 10°, 4°C per aillar cossos proteics.

Com que la fraccid de cossos proteics provinents de cel-lules CHO solia venir acompanyada
d’altres components cel-lulars, sovint haviem d’afegir una etapa de neteja de la fraccid de cos
proteic.

Aquest rentat consistia en afegir el tampd de rentat de CPs de CHO durant 5-30 min a
temperatura ambient. La relacié era de 100pL de tamp6 per cada ~3-10%él-lules.

Posteriorment, i per tal de degradar el DNA present en la mostra, sonicavem 15s amb un
50% d’intensitat i una durada de cicle de 0,8s.

Finalment, recuperavem els cossos proteics lliures de bona part de les impureses, mitjangant
una centrifugacié a 1500 g, durant 10 min a 4°C.

Després es separaven sobrenedant i sediment per al posterior analisi.
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Tampo6 HBS:
Tris-HCI pH 7.5 10mM
EDTA SmM
MgCl, 2mM
NaCl 10mM
CaCl, 1mM
Solucio A:
KClI 15mM
(MgOAc),-4H,0 1,5mM
DTT 1mM
Hepes-KOH pH 7.5 10mM
Solucio B:
KCl 375mM
(MgOAc),-4H,0 22,5mM
DTT 1mM
Hepes-KOH pH 7.5 200mM

Tampo de rentat CPs de CHO:

Hepes-KOH pH 7.4 50mM
Triton X-100 1% (v/v)
MgCl, 200mM
NaCl IM
CaCl, 50mM

B. Recuperacio de cossos proteics a partir de cél-lules d’insecte.

Protocol:
1. Resuspendre el sediment de cél-lules congelades a raé de 5-10° cél-lules/mL en tampé Tris 10
mM pH 8, deoxicolat 0,1%, NaCl 1M, CaCl, 2mM.
2. Sonicar ’homogenat durant 15 polsos a 10% intensitat / durada del cicle 0,5s (per degradar
DNA).
3. Centrifugacié a 1500g, durant 10min a temperatura ambient per aillar cossos proteics.

C. Recuperacio de cossos proteics a partir de biomassa transgénica de tabac.

La recuperacid de cossos proteics a partir de teixit foliar transgenic fou duta a terme en base
a la descripcid publicada a la patent W02006/056484A1 (Ludevid ef al., 2006).
En el present treball hem partit de biomassa fresca transgenica, congelada en nitrogen liquid

i guardada a -80°C.
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Protocol:

1. Per a ’homogeneitzacio de la biomassa congelada s’esmicola la quantitat desitjada en un
morter mantingut en fred amb ajuda de nitrogen liquid.

2. A rad de 1g de biomassa fresca/10mL de tampd d’extracci6 PBP3, es resuspen el polsim
generat i es segueix esmicolant. Per a quantitats superiors a 20g de biomassa fresca, s’utilitza
una liquadora de cuina a maxima poténcia, durant 5 min.

3. El procés d’homogeneitzacio finalitza amb la forca de cisallament del politré (IKA T25 Basic).
Es transfereix I’homogenat a un vas de precipitats mantingut en gel i aigua (0°C), 1 s’hi
introdueix la sonda del politré amb un esmicolat continu a 17 500 rpm durant 20 min.

4. Les fibres solides que romanen després de 1’homogeneitzacid son descartades mitjangant el
filtrat a través d’una capa de teixit Miracloth de 22-24 pm (Calbiochem).

5. Centrifugacio a 1500g, durant 10 min a temperatura ambient, per tal d’aillar els cossos proteics.
Es descarta el sobrenedant amb la majoria de contingut proteic de la planta de tabac.

6. Per tal de netejar la fraccid enriquida de cossos proteics, es procedeix a fer 2 rentats amb un
volum d’una soluci6 de Triton X-100 1% en aigua. La resuspensid dels CPs es duu a terme amb
ajut d’una breu sonicacid a 10% d’amplitud, en polsos de Is. Cada rentat s’incuba 10 min a
temperatura ambient i en agitacio.

7. Centrifugaci6 a 1500g, durant 10 min a temperatura ambient, per tal de recuperar la fraccid neta
de cossos proteics. Es descarta el sobrenedant.

8. El sediment que conté els cossos proteics, presenta un aspecte gris-blanquinds. Aquests

sediment es poden utilitzar directament per a la solubilitzacid, o bé s’emmagatzemen congelats

a-20°C.

3.3.2.5 Solubilitzacio de cossos proteics heterolegs.

Gracies a la naturalesa de la conformacié poliprolina II que adopta el domini repetitiu
PPPVHL de Zera®, la proteina de fusi6 és acumulada en cossos proteics de forma estable
mitjancant una combinacié d’interaccions amfipatiques i1 enllagos disulfur intermoleculars. Els
cossos proteics en solucié formen agregats o acumulacions proteiques que han de ser solubilitzades
per tal de recuperar la proteina de fusid. Malgrat trobar-se en estat agregat, com que les proteines de
fusié Zera® deriven de reticle endoplasmatic, es troben acomplexades amb xaperones i foldases que
afavoreixen el seu correcte plegament.

Els enllagos disulfur intermoleculars que es donen entre proteines de fusié Zera™ es poden
trencar mitjangant 1’addicié d’un medi aquds que contingui poder reductor com el ditiotreitol (DTT)

o 2-mercaptoetanol o B-mercaptoetanol, entre d’altres agents reductors.
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En general, les condicions de solubilitzacid escollides en cada cel-lula hoste intentaven no
malmetre i desplegar la proteina de fusio, de forma que es mantingués ’activitat biologica de la

proteina d’inter¢s.

A. Solubilitzacio de cossos proteics aillats a partir de cél-lules CHO.

Per tal de solubilitzar els cossos proteics recuperats a partir de cel-lules CHO transfectades
s’ha provat una bateria de condicions que han estat optimitzades per a cada proteina de fusié Zera®™
en concret.

Pel cas de proteines de fusio Zera®-EK acumulada en cos proteic, les condicions
optimitzades de solubilitzacio consistien en la seva resuspensi6 en un tamp6 Tris 20mM pH7, NaCl
200mM, EDTA ImM, SDS 0,1% i B-mercaptoetanol 20mM. A continuacio, s’incubava la mostra a
37°C en agitacio, durant 2 hores. Finalment, es procedia a recuperar la fraccié soluble mitjancant
una centrifugacié a 16.000 g, durant 10 min a 4°C.

Per altra banda, els cossos proteics aillats de CHO corresponents a Zera"-DnaB-hGH, foren
solubilitzats en un tamp6 Tris 20mM pH7, NaCl 200mM, EDTA ImM, SDS 0,1% i TCEP 0,1mM
a 37°C durant 2 hores. L’eleccié d’aquest tampd de solubilitzacié i el d’inducci6 del tall posterior,
foren convinguts d’acord amb les recomanacions de la casa comercial d’aquesta inteina (Impact -
Twin de New England Biolabs).

Pel cas dels cossos proteics de hGH-MxeGyrA-Zera®, com que la induccié de
I’autoprocessament i la solubilitzacié dels CPs conformaven dos processos simultanis, el protocol
de solubilitzacio esta descrit en un apartat posterior sobre la induccié del processament de

MxeGyrA.

B. Solubilitzacié de cossos proteics aillats a partir de cél-lules d’insecte Sf9, Sf21 i
HighFive .

Els cossos proteics aillats en una etapa de centrifugacid previa, foren resuspesos seguint una

relacié de 4-10° de cél-lules/mL en el tampé de solubilitzat optimitzat: Tris 20mM pHS, 2%
deoxicolat, DTT 10mM.

Per tal de permetre una bona disgregacié del cossos proteics, procediem a sonicar breument
durant 15s amb una amplitud del 10%, en cicles de 0,5s.

La solubilitzacié tenia lloc mitjangant una incubacié d’1 hora a 37°C, amb una agitacid de
250 rpm.

Posteriorment, la fraccio soluble era separada de la insoluble mitjang¢ant una centrifugacié a

16.000g, durant 10 min a temperatura ambient.
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C. Solubilitzacié de cossos proteics aillats a partir de plantes de tabac.

La solubilitzaciéo de cossos proteics provinents de planta es duia a terme mitjangant la
resuspensid dels cossos proteics en un tampd Tris 20mM pH 9 (o Borat pH 10, segons el tipus de
construccid), TCEP 5mM, B-mercaptoetanol 10mM, Inhibidors de proteases 1X (Complete™ —
Roche). La relacio de resuspensidé biomassa processada/volum de tamp6 de solubilitzacid variava
entre un rang de 0,5 — 1g biomassa fresca/ mL, segons els nivells d’expressid i el tipus de proteina
expressada. Per ajudar a la resuspensié i homogeneitat de la mostra de CPs resuspesos, es procedia
a sonicar la mostra durant 30s, amplitud 10% i cicles de 0,5s (Branson Sonifier).

El procés de solubilitzacié tenia una duracio variable d’entre 2-16h a temperatura ambient,
segons si la solubilitzacio i la induccid de I’autoprocessament es donaven simultaniament o no.

Finalment, la fraccié insoluble era descartada mitjancant una centrifugacido a velocitat

maxima, durant 10-15 min.

3.3.2.6 Induccid de I’autoprocessament mitjancant inteines induibles.

3.3.2.6.1 Inteina SspDnaB.

Es partia de mostra solubilitzada d’acord amb el protocol descrit anteriorment. L’activitat de
la inteina fou induida amb un canvi de temperatura a 25°C 1 pH 7 durant 48 hores de dialisi contra el
tampd d’induccio del tall: Tris 20mM pH 7, NaC1 200mM, EDTA 1mM.

Posteriorment a la induccié de 1’autoprocessament, la mostra era centrifugada a 16000g
durant 10 min per tal de descartar la proteina insoluble. Tant el sobrenedant com el botd generats,

foren analitzats per immunoblot amb anticossos contra R8 i contra hGH.

3.3.2.6.2 Inteina MxeGyrA .

Per tal de promoure I’autoprocessament mediat per la inteina MxeGyrA en construccions de
tipus POI-MxeGyrA-Zera, es partia d’una fraccid de cossos proteics aillats a partir de cel-lules de
mamifer, insecte o plantes de tabac seguint el protocol descrit per a cada hoste en apartats anteriors.

La mini-inteina MxeGyrA modificada presenta una mutaci6 puntual en el residu reactiu Asn
198 Ala, que bloqueja el tall al seu extrem C-terminal. D’altra banda., aquest mutant manté la Cys1
reactiva que li permet el tall en aquest punt en preséncia de grups tiol. Aquesta particularitat,
juntament amb ’acumulacié de proteines de fusi6 Zera® en cossos proteics, permet que la
solubilitzaci6 i la induccié del tall per MxeGyrA, siguin dos processos simultanis. A continuacio es
descriu el protocol optimitzat per cada un dels sistemes d’expressio emprats.

Induccié del tall per MxeGyrA a partir de cossos proteics provinents de c¢l-lules CHO:

- A partir d’un flasco T75 amb cel-lules CHO transfectades amb hGH-MxeGyrA-Zera, es

recuperaven els cossos proteics per centrifugacio a 1500 g.
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- El botd de cossos proteics era resuspes en 2mL d’un tampd d’induccio i solubilitzacio Tris
20mM pH 7, NaC1 200mM, EDTA 1mM, Triton X-100 0,5% 1 MESNA 50mM, mitjan¢ant una
breu sonicacié 10% amplitud i cicles de 0,5s, durant 20s.

- Es deixava incubar a 25°C (RT), durant 16h, en un agitador orbital.

- Finalment, la mostra era centrifugada a maxima velocitat, durant 10 min, per tal de
descartar la fraccid insoluble. La proteina autoprocessada hGH era recuperada a la fraccié soluble.

Induccid del tall per MxeGyrA a partir de cossos proteics provinents de cél-lules d’insecte:

- Els cossos proteics aillats a partir de 6-10° cél-lules d’insecte, eren resuspesos en 1,2mL
d’un tampo de solubilitzacid 1 autoprocessament especific d’aquest hoste: Tris 20mM pH 8§, DOC
2%, DTT 100mM, Inhibidors de proteases 1X (Complete™ — Roche). Altres condicions reductores
foren provades: DTT 100mM > -mercaptoetanol 10% > MESNA 50mM > TCEP 50 mM.

- Sonicacié de 30 s amb amplitud del 10% 1 cicles de 0,5 s.

- Incubacié a 25°C (RT), durant 2-16h, en un agitador orbital.

- Centrifugacié a maxima velocitat per descartar la fraccio insoluble.

Induccio del tall per MxeGyrA a partir de cossos proteics provinents de planta de tabac:

- Els cossos proteics provinents de 5g de material fresc de N. benthamiana agroinfiltrada,
eren resuspesos en 2mL d’un tamp6 Tris 20mM pH 9, TCEP 5mM, B-mercaptoetanol 10mM,
Inhibidors de proteases 1X (Complete™ — Roche), mitjangant una breu sonicacid de 30 s amb
amplitud del 10% 1 cicles de 0,5s.

- Es deixava incubar a 25°C (RT), durant 16h, en un agitador orbital.

- Finalment, la mostra era centrifugada a maxima velocitat, durant 10 min, per tal de

descartar la fracci6 insoluble. La proteina autoprocessada hGH era recuperada a la fracci6 soluble.

3.3.2.7 Digestio de proteines de fusio Zera® amb Enteroquinasa comercial.

En el darrer apartat de resultats, es va dur a terme un analisi comparatiu entre dos sistemes
de processament de proteines de fusié Zera®. Un dels sistemes emprats per tal d’alliberar la proteina
d’interés de I’element de fusié Zera”™ fou 1’is de I’enteroquinasa com a proteasa exdgena.

La digestié de la proteina de fusid6 Z-D4K-hGH per mitja de ’enteroquinasa comercial
EKmax™ (Invitrogen), es duia terme sobre mostra solubilitzada provinent de planta de tabac.

En la majoria dels casos, el tampo de solubilitzacid6 on es trobava la proteina de fusid
resultava incompatible amb [’activitat de la proteasa, aixi que primerament es passava la mostra per
una columna dessaladora de tipus PD10 (GE Healthcare), per canviar el tamp6 a 50 mM Tris-HCI

pHS8.0, seguint les instruccions de la casa comercial. Mitjancant els metodes descrits en aquest
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treball, la mostra era quantificada en aquest punt, per tal de terminar la concentraci6 de proteina de
fusio a I’inici de la reaccid.

La barreja de reaccio es complementava amb 10 mM CaCl,, 1% Tween-20 per tal de
completar el tampd de digestio d’EK (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM CaCl,, 1% Tween-20).
Finalment, s’afegia el volum necessari d’EKmax™ seguint una relacié de 20-80ug de proteina de
fusié/ Unitat d’enzim, a una concentracio final de 1-5ng/uL. La barreja de reaccidé es deixava
incubar durant un maxim de 3 hores, a 16°C en agitacio suau per aconseguir un major rendiment de
digestio.

Per aturar la reacci6 es procedia a la congelaci6 immediata de la mostra per submersié en

nitrogen liquid, o bé s’hi afegia un coctel d’inhibidors de proteases 1X Complete™ de Roche.

3.3.3 Deteccio de ’activitat enteroquinasa (EK)

L’activitat enzimatica de ’enteroquinasa fou fluorométricament determinada utilitzant el
substrat sintetic Gly-Asp-Asp-Asp-Lys-2-naftilamida (GD4sK-2NA de Sigma). El producte de
reaccié corresponent al fluorofor alliberat 2-naftilamina, fou monitoritzat mitjancant
espectrofotometre de fluorescencia (RF-1501 Spectrofluorophotometer, Shimadzu Corp.) utilitzant
el filtre d’excitacié de 350nm, i una longitud d’ona d’emissié de 460nm. Per a la calibracid es va
utilitzar una solucid estandard de 2NA. Totes les mesures foren realitzades a temperatura ambient.
Per a tots els assajos d’activitat de la proteasa varem emprar com a control positiu d’activitat
I’enteroquinasa comercial Ekmax (Invitrogen).

Una unitat es defineix com la quantitat d’enzim necessari per a digerir 1umol de GD4K-2NA

per minut, en les condicions de reaccid descrites a la taula segiient.

Ekmax (Invitrogen) EK produida en CP
Tampo de reaccid 70ul 70ul
ImM GD4K-2NA 25uL 25uL
Solucid enzimatica SuL (50) -
Volum total de reaccid 100uL 100uL

El tampo de reaccid va consistir en el mateix tampd de solubilitzacié emprat per a la mostra
produida mitjancant la tecnologia Zera™: Tris-HCl 50mM pHS8, B-mercaptoetanol 20mM, + SDS
0,1%.
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3.3.4 Purificaci6 de proteines de fusio Zera® per cromatografia d’afinitat IMAC

El segiient protocol fou emprat tant per a la purificacio de proteines de fusié Zera®, com per
a la immobilitzacié de la proteina de fusid contenint la inteina MxeGyra, per tal d’induir el tall en
columna.

La resina emprada per a la cromatografia IMAC fou la Ni-NTA Superflow de Qiagen (cat.
n°® 1018244), per a tots els processos duts a terme en batch.

Protocol:

- El volum desitjat de resina Ni-NTA en suspensio al 50% en etanol al 30%, es transfereix
en un tub Eppendorf (1,5mL) o a una columna buida amb filtre pords incorporat.

- Es neteja 2-3 vegades en un volum equivalent d’aigua MilliQ.

- Per a equilibrar la resina, s’usen 5 volums (rentats) amb tampd d’unid a la columna, que no
ha de contenir EDTA ni agent reductor a concentracions elevades (<f-mercaptoetanol 20mM,
<DTT 10mM). En el nostre cas varem emprar el tampd d’unio: Tris 20mM pH9, Imidazol SmM,
TCEP 5mM, NaCl 300mM.

- A continuaci6 s’hi afegeix la mostra solubilitzada a purificar en el tampd d’unid, o similar.
La relaci6 entre quantitat de proteina / volum de resina ve especificada per la casa comercial, essent
la capacitat maxima d’uni6 de fins a SOmg/mL.

- S’incuba la resina amb la mostra a temperatura ambient durant un minim de 15 fins a
60min.

- Per recuperar el flow-through, es centrifuga la resina durant 1 min a 300g, a 4°C.

- A continuacid es fan 5 rentats d’un volum de resina amb tampé d’unio.

- En el cas que es tracti d’una induccié de I’autoprocessament, s’afegeix un volum de tampd
d’uni6 amb B-mercaptoetanol 20mM, 1 es deixa incubar 16 hores a RT, en I’agitador orbital.

- Per tal d’eluir la proteina de fusié Zera® unida a la resina, calen concentracions molt baixes
de imidazol, ja que la uni6 no es dona per una cua d’histidines, si no pels residus histidina que hi ha
en el domini repetitiu PPPVHL, orientades en el mateix pla. Aixi que en el tampd d’unidé només

calia afegir fins a Imidazol 50mM, 1 usar un volum petit per tal de concentrar la proteina eluida.

3.3.5 Purificacio de ’hormona de creixement humana per RP-FPLC.

Aquesta fou la ultima etapa de purificaci6 de la hGH obtinguda a partir de
I’autoprocessament mediat per inteines.

Una de les avantatges que ofereix la tecnologia Zera®en la produccié de proteines
recombinants, rau en el grau d’enriquiment i puresa que s’adquireix en ’etapa de recuperacid de

cossos proteics. Aquesta facultat permet ’estalvi d’etapes intermedies de purificacio, afavorint que
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en el major dels casos només sigui necessaria una etapa cromatografica de polishing, per tal
d’obtenir el grau de puresa requerit per a la seva aplicacio.

Entre les técniques de purificacio semipreparatives disponibles, ’eleccio del tipus de
cromatografia de fase reversa entre HPLC 1 FPLC va venir donada per la capacitat de purificacio de
grans volums de la segona respecte de la primera, aixi com de la utilitzacié de pressions més baixes
1 per la rapidesa del procés de la FPLC respecte ’HPLC.

Aquesta teécnica fou duta a terme a I’area de Serveis Comuns del Parc Cientific de Barcelona
en el Servei de Purificacié de Proteines, amb 1’ajuda de Jenny Colom.

Hem emprat la columna RPC-Source (Amersham Biosciences) de 3 mL acoblada al sistema
AKTA Purifier 10 (GE Healthcare Life Sciences). Com a fase mobil varem utilitzar el tampo
10mM acetat acetic pH4, 0,02% B-Mercaptoetanol 1 acetonitril (ACN), en un gradient de 2 a 70%
ACN en 20 volums de columna i1 un flux de ImL/min. Posteriorment, 1 per tal d’obtenir una
purificacié6 d’una resolucié més alta, es varen canviar els parametres de gradient i volums de

columna: de 40 a 70% ACN 1 10 volums de columna, respectivament.

3.3.6 Determinacio de ’activitat de ’hormona de creixement humana.

A. Cél-lules de limfoma de rata Nb2-11

La linia cel-lular Nb2-11 fou establerta a partir d’un transplant de limfoma originalment
desenvolupat en el timus 1 els noduls limfatics d’una rata mascle de la soca Noble (Nb), seguit d’un
tractament perllongat amb estrogens.

Com a conseqiiéncia, la proliferacié d’aquesta linia cel-lular resulta dependent de prolactina
(o altres lactogens) que actuen com a factor de creixement.

La resposta mitogeénica de les cel-lules és altament especifica per a lactogens de mamifer i €s
mediada per part d’uns receptors cel-lulars de superficie especifics.

Aquesta série de caracteristiques fan que aquesta linia cel-lular sigui apropiada per a ’assaig
d’activitat in vitro d’hormones lactogéniques com les prolactines, lactogens de placenta o hormones

de creixement de primats.

A.1. Manteniment de cél-lules Nb2-11

Les cel-lules Nb2-11 creixien en suspensio en medi Fisher (Gibco) complementat amb FBS
10% (Gibco), Serum de Cavall (HS de Gibco) 10%, Bicarbonat de sodi 0,075%, 2-mercaptoetanol
50uM, glutamina 2mM 1 la combinaciéo d’antibiotics Penicil-lina (50U/mL) /Streptomicina

(50pg/mL).
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El cultiu es realitzava sembrant a una concentracid de 12.000 cel-lules/mL en flascons amb
tapa airejada i en posicio horitzontal, a 37°C, 1 en un ambient de CO, al 5%.

En aquestes condicions, les cel-lules Nb2 es duplicaven cada 12-13 hores, i calia fer una re-
sembra quan la concentracid era proxima a les 900.000 c¢l-lules/mL.

Per al recompte de cel-lules s’homogeneitzava els cultiu amb ajuda d’una pipeta esteril de
S5mL 1 es prenia una aliquota de 12ul per barrejar-la 1:2 amb el colorant Trypan Blue Stain
(Invitrogen). Aquest colorant penetra a I’interior de les c¢l-lules mortes, per tant, podiem determinar
la viabilitat del cultiu en qiiestio.

Les cel-lules sanes de Nb2-11 presenten una morfologia tipica de limfocits, arrodonides 1

refringents.

A.2. Congelacio de les cel'lules — crioconservacio de stocks cel-lulars

Per tal de mantenir un sfock d’emmagatzematge a llarg termini de cel-lules Nb2-11
congelades, es va emprar un medi de congelaci6é format per medi HAM complet suplementat amb
10% de DMSO (Sigma). Per a tal efecte, les cel-lules Nb2-11 havien de trobar-se a una densitat
aproximada de 90.000 cel-lules/mL, amb una viabilitat superior al 80%.

Aquest procediment consistia en resuspendre les cél-lules préviament centrifugades a 500 g
durant 5 minuts, a una concentracié de 2-4-10° cél-lules/mL en medi de congelacié. Seguidament,
aliquotes d’1mL eren transferides a criotubs de 1,8mL (Nunc), per a la seva congelacid lenta
mitjancant un bany d’isopropanol (Mr. Frosty - Nalgene). El procés de congelacié gradual consistia
en exposar seqiiencialment les cel-lules a -20°C durant 2 hores, a -80°C durant 12 hores, i

finalment, al seu emplacament final en el tanc de nitrogen liquid a -196°C.

A.3. Assaig de bioactivitat de rhGH - test de proliferacio cel-lular.

Protocol:

Créixer les cél-lules Nb2-11 fins a fase exponencial (aproximadament 9-10° cél-lules/mL)
en medi de creixement.

Determinar el nombre de c¢l-lules i la viabilitat del cultiu mitjangant la cambra de Neubauer
i el colorant Tripan Blue.

Centrifugar 10-12-10° cél-lules a 350g, 4 min a temperatura ambient.

Resuspendre les cel-lules en medi per arrestar les cél-lules a una concentracid final de
2,5-10° cél-lules /mL.

Incubar les cél-lules a 37°C / 5% CO,, durant 24 hores.
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Realitzar 3 rentats amb medi d’induccid sense FBS, per tal d’eliminar les restes de lactogen
provinent del FBS. Aquests rentats es realitzen mitjancant centrifugacions breus a 350g a
temperatura ambient.

Resuspendre les cel-lules en medi d’induccid, 1 comptar-les.

Diluir el cultiu cel-lular en medi d’induccié en preséncia de diferents concentracions de
lactogen (ng de hGH). Preparar suspensio suficient per tal de plaquejar per triplicat cada tractament
de I’assaig de proliferacio. Les cel-lules es plaquegen a ra¢ de 100.000 cél-lules/mL/pou en una
placa multi-pous de 24 (Nunc).

Cal considerar triplicats d’un control positiu (en medi de creixement), 1 els d’un control
negatiu (en medi d’induccid sense FBS).

Incubar-les a 37°C 1 5% CO,.

Cada 24, 48 1 72 hores, es retiren aliquotes cel-lulars de cada tractament, per triplicat, per tal
de determinar el nombre de cel-lules aixi com per determinar la seva viabilitat mitjangant 1’assaig
comercial Cell-Titer Blue (Promega), seguint les instruccions del fabricant i utilitzant 80ul de cultiu
per cada 16pul de reactiu Cell-Blue. Amb aquesta finalitat s’empraven plaques de 96 pous amb les
parets fosques 1, després d’incubar-les 3 hores a 37°C, es procedia a fer lectures al fluorimetre de
plaques Microplate Fluorescence Reader FL600 (BIO-TEK® Instruments, Inc.), a una longitud

d’ona d’excitacio de 530nm i d’emissid de 590nm.

3.3.7 Técniques de validacio del producte recombinant

3.3.7.1 Seqiienciacio de I’extrem N-terminal per degradacio d’Edman

Per tal de determinar I’autenticitat del producte purificat, la seqiienciacié del N-terminal de
la proteina és una técnica de validacid que permet detectar si hi ha hagut proteolisi en 1’extrem més
vulnerable de la proteina. En aquest treball ha servit com técnica de validacié del producte
d’interes, aixi com per tal de determinar el processament de la seqiiéncia del péptid senyal.

Per a la seqiienciacio N-terminal, lliuravem la mostra a la Plataforma de Protedomica del Parc
Cientific de Barcelona, on disposen del seqiienciador Procise 492 cLC (Applied Biosystems).

Protocol de preparacio de la mostra:

- Esresol la proteina purificada i concentrada en un gel SDS-PAGE 10% de poliacrilamida.

- Les bandes proteiques es tranfereixen a una membrana de PVDF (PolyVinylidene
DiFluoride) pre-hidratada amb metanol, mitjangant transferéncia vertical en un tampd de
transferéencia MES 10mM pH6, metanol 20% (v/v); o bé emprant el sistema semi-sec

Iblot™ (Invitrogen®).
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- Un cop transferida, la membrana es tenyeix en una solucié de Coomassie Brilliant Blue R-
250 0,02%, metanol 40% 1 acid aceétic 5%, durant 20-30s.

- Destenyir la membrana en metanol 40% i acid acetic 5%, durant 1 min.

- Fer 3 rentats de 5 min amb aigua destil-lada.

- FEixugar la membrana amb paper Whatman. En aquest punt, es pot guardar la membrana a
-20°C.

- Identificar la banda d’interes i excisar-la mitjancant bisturi, i lliurar-la al servei d’analisi.

3.3.7.2 Determinacio de la massa molecular per Espectrometria de Masses MALDI-
TOF MS.

Aquesta técnica fou emprada per tal de determinar la massa molecular exacta de la proteina
d’interes purificada. Tot 1 que no es tracta d’una teécnica d’identificacié de proteines, permet validar
el producte d’interés per comparacié amb la massa molecular teorica, o amb la corresponent massa
molecular de la proteina patrd.

Cal partir d’una mostra molt pura, lliure de compostos ionitzables que puguin interferir en la
lectura de I’espectre.

A partir de la mostra present en les fraccions d’elucié de la purificacio, es procedia a
extreure les sals presents mitjancant una columna dessaladora PD-10 (GE Healthcare), o bé
mitjancant dialisi contra aigua desionitzada. La mostra era liofilitzada per tal de concentrar-la al
maxim, abans de ser lliurada a la Plataforma de Proteomica del Parc Cientific de Barcelona. En
aquest servei, la mostra era resuspesa en TFA 0,1% 1 co-cristal-litzada en una matriu organica
d’HCCA (a-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid) 10mg/mL. Mitjangant una exposicid a un pols de laser
5700, els analits es protonen i es desabsorbeixen en la fase gasosa. Mitjancant el detector TOF/TOF
4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems ), s’analitzen les intensitats els temps de vol dels
analits 1 es generen els espectres de massa, representant la intensitat de deteccio en funcié de la

relacid massa/carrega m/z de ’analit.
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Restultats

CAPITOL 1: Produccié d’Enteroquinasa mitjancant la tecnologia Zera®.

L’enteroquinasa, més correctament anomenada enteropeptidasa (EC 3.4.21.9), és una serina
proteasa que intervé en el processos digestius de determinats mamifers. Aquesta proteasa és
sintetitzada en les c¢l-lules de la paret del duode, 1 quan I’aliment provinent de 1’estomac entra dins
del intesti prim, les glandules duodenals la comencen a secretar. La funcid fisiologica de
I’enteroquinasa esta centrada en la conversio del trispsinogen a tripsina conformacionalment activa,
la qual a la vegada, és responsable d’activar la cascada d’altres enzims pancreatics involucrats en la
digestio quimica dels aliments ingerits (Jend et al., 1987).

L’enteroquinasa €s una proteina heterodimerica formada per una cadena pesada de 115 kDa
1 una cadena lleugera de 35 kDa unides entre elles per un pont disulfur. La cadena pesada permet
que la proteasa s’ancori a la superficie de la paret del duode afavorint 1I’exposicié de la cadena
lleugera cap al lumen de I’intesti. La subunitat catalitica de 1’enteroquinasa la conforma unicament
la cadena lleugera, presentant un centre actiu tipic de serines proteasa composat per la triada
catalitica Asp — Ser — His (Fig .4.1). El domini catalitic de 1’enteroquinasa bovina conté 9 residus
cisteina, els quals formen quatre enllagos disulfur intramoleculars, i conté 3 residus potencials de N-

glicosilacié (LaVallie et al., 1993).

A Ancoratge a la N Membrana de cél-lula duodenal
membrana g ¢

OHO CHO
Subunitat
estructural <
(115kDa)

> OHO CHO

Subunitat
catalitica
(35kDa)

IVGGSDSREGAWPWVVALYFDDQQVCGASLVSRDWLVSAAHCVYGRNMEPSKWKAVLGLHMASNLTS
PQIETRLIDQIVINPHYNKRRKNNDIAMMHLEMKVNYTDYIQPICLPEENQVFPPGRICSIAGWGALIYQGST
ADVLQEADVPLLSNEKCQQQMPEYNITENMVCAGYEAGGVDSCQGDSGGPLMCQENNRWLLAGVTSF
GYQCALPNRPGVYARVPRFTEWIQSFLH

Figura 4.1. Caracteristiques de I'enteroquinasa (EC 3.4.21.9). A. Esquema representatiu de
I'enteroquinasa i de les seves propietats estructurals principals. B. Seqliéncia aminoacidica de la
subunitat catalitica de I'enteroquinasa.

L’interes industrial per 1’enteroquinasa ve donat pel seu alt grau d’especificitat vers la
seqiiencia Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (D4K), la qual es troba en zones molt conservades de 1’extrem N-
terminal del tripsinogen de diferents espécies de mamifer. La predominanga de residus carregats

negativament en el lloc de tall, evita que es produeixi una autoactivacio efectiva del tripsinogen per
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part de la tripsina, afavorint una regulacié de 1’activitat proteolitica durant el procés de la digestio
(LaVallie et al., 1993). Degut a I’elevada especificitat que presenta 1’enteroquinasa i a les
condicions suaus de reaccid que requereix, aquesta proteasa resulta una eina molt atractiva per al
processament in vitro de proteines de fusid. De fet, com que 1’enzim talla just després del residu
Lys, s’allibera la proteina d’interes sense cap residu afegit a I’extrem N-terminal, mantenint aixi
’activitat biologica de la proteina d’interes (Kubitzki ef al., 2009).

Fins fa poc, moltes de les enteroquinases disponibles comercialment estaven basades en
holoenzims purificats que provenien d’extraccions realitzades a partir d’intesti d’origen bovi o
porci. Degut a que aquests recursos suposen un cost economic inviable per a una produccio a
mitjana o gran escala, la cerca d’alternatives de produccio basades en enteroquinases recombinants
ha estat de rellevant importancia (Yuan i Hua, 2002).

La cadena lleugera de I’enteroquinasa bovina (Bos taurus), ha estat expressada en cel-lules
de mamifer COS (LaVallie et al., 1993), a E.coli (Yuan 1 Hua, 2002 i Huang et al., 2007) i a Pichia
pastoris (Vozza et al., 1996). Tot 1 aixi, la complexitat estructural de la proteina, juntament amb les
limitacions del sistema d’expressid emprat, han resultat en baixos nivells d’expressid, amb el
conseqiient augment del seu cost de produccid (Song ef al., 2002).

En aquest primer capitol es presenten els resultats obtinguts de I’expressié de la subunitat
catalitica de ’enteroquinasa de Bos taurus, mitjancant la tecnologia Zera®. L’objectiu principal fou
la produccié d’una proteasa funcional propia per al processament d’altres proteines de fusié Zera®™
produides mitjancant la tecnologia.

Per tal de facilitar la comprensié dels resultats, primer es detallen les estructures de les
diferents construccions dissenyades, en segon lloc es descriuen els nivells d’expressié assolits i la
capacitat d’acumulacié de les diferents proteines de fusido en estructures de tipus cos proteic.
Finalment, si els nivells d’expressio i acumulacié en cossos proteics heterolegs aixi ho permetien,
es procedia a la recuperaci6 de la proteina d’interes 1 a la seva valoracid per a determinar-ne la seva
activitat.

L’ordre 1 estructuraci6 descrits, han estat aplicats individualment per a cada un dels sistemes
d’expressio estudiats. La produccié d’enteroquinasa recombinant mitjancant la tecnologia Zera”™, es
va dur a terme de forma transitoria en dos sistemes d’expressio diferents: cel-lules de mamifer

(CHO) i plantes de tabac (N. benthamiana).

Disseny i construccio de les proteines de fusio
El gen de ’enteroquinasa
El gen corresponent a la subunitat catalitica de 1’enteroquinasa (EK) de Bos faurus conté

705 nucleotids. Per tal d’expressar aquesta proteina a planta de tabac, es va adaptar aquesta
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seqiiencia a I’us de codd propi de I’hoste vegetal. Per a tal finalitat, varem emprar 1’eina
bioinformatica de traducci6 reversa derivada del servidor ExXPASy (Expert Protein Analysis System)

- http://us.expasy.org. A partir de la seqiiencia d’aminoacids de la proteina d’interés, i de les

freqiiencies d’us de codd de I’especie de planta de tabac Nicotiana tabacum, aquest programa va
generar una seqiiencia de DNA construida amb els codons que resultaven en una menor degeneracid
de la seqiiencia codificant.

En alguns casos, ’adaptacio de la seqiiencia de DNA al model d’utilitzacié de codons de
I’especie hoste pot arribar a suposar un increment en la taxa de traduccid o un augment dels nivells
d’acumulaci6 de la proteina recombinant (Kurland, 1991).

L’obtencié de la seqiiencia de DNA es va dur a terme per sintesi mitjangant 18

oligonucleotids que encavalcaven un minim de 20 nucleodtids entre ells (Fig. 4.2).

CE0I6-0C027-ER1 8284

0EN57-0C028-EK2 10005 Rhal
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1 ATTGTTGGTG GAAGTSATTC CCGTGRAGGT GCTTGGCCTT GGGTTGTGGT TCTTTAgiTC GATGATCAGC RAGTTTGTGG AGCCTCCCTT GTTTCTAGAG

TAMCRACCAC CTTCACTAAG GGCACTTCCA CGRACCGGAL CCCRACACCG AGRAATHAAG CTACTAGTCG TTCLAACACC TCGGAGGGAA CAALAGATCTC
OENZ-0C044-EK12 7212 oEQ38-0C029-ERKZ 100.0%

oE033-0C030-EK4 100,02

0E100-0C031-ERG 100 05
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101 ATTGGCTTGT GTCTGCTGCA CATTGCGTGT ATGGAAGAAL TATGGAACCA AGTAAGTGGL AGGCAGTTCT TGGATTGCAT ATGGCTTCLL ATCTTACALG
TAMCCGARACE CAGLCGACGT GTAACGCACA TACCTTCTTT ATACCTTGGT TCATTCACCT TCCGTCAAGA ACCTAACGTA TACCGAAGTT TAGAATGTTC

oEQ38-0C0Z9-EKZ 100.0%
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201 TCCACAGATT GARLCTCGTC TCATCGATCA AATTGTTATC ARACCCACACT ATAACAAGAG GAGRAARLALC AATGATATTG CTATGATGCAER TCTTGAGATG
AGGTGTCTAR CTTTGAGCAG AGTAGCTAGT TTAACARLTAG TTGGGTGTGA TATTGTTCTC CTCTTTTTTG TTACTATAAC GATACTACGT AGARACTCTAC
oE101-0C022-EKE 100,05
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301 AAAGTGAACT ACACAGATTA CATTCAGCCA ATTTGTCTTC CAGAGGRAAAL CCAAGTTTTC CCACCTGGAL GGATTTGTTC TATTGCCGGT TGGGGAGCALC
TTTCACTTGA TGTGTCTAAT GTAAGTCGGT TAAACAGAARG GTCTCCTTTT GGTTCAARAG GGTGGACCTT CCTAALCAAG ATAACGGCCA ACCCCTCGTG
___________________________________________________________________________________________________ SEfRER R
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BATAGATAGT TCCTAGTTGA CGTCTACALAG AAGTTCTTCG TCTACAAGGT GARAACAGTT TACTCTTTAC GGTTGTCGTT TACGGACTCA TATTGTAATG
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501 TGAGALATATG GTGTGTGCTG GATACGAGGC AGGAGGTGTG GATTCTTGTC AGGGAGATTC TGGAGGTCCT CTTATGTGCC AGGAGAATLA CAGATSGCTT
ACTCTTATAC CACACACGAC CTATGCTCCG TCCTCCACAC CTAAGAACLG TCCCTCTAAG ACCTCCAGGA GAATACACGG TCCTCTTATT GTCTACCGAL
oEW7-0C038-EK12 100.05
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601 TTAGCCGGEAG TTACTTCTTT CGGATACCAA TGCGCATTGC CRAAATAGACC TGGTGTGTAT GCTALGAGTTC CAAGGTTTAC AGRAGTGGATT CALTCATTTC
AATCGGCCTC AATGAAGAAR GCCTATGGTT ACGCGTALACG GTTTATCTGG ACCACACATA CGATCTCAAG GTTCCAAATG TCTCACCTALA GTTAGTALAG

oEN0-0C041-EKI15 100,05

oEM-0C042-EKIE 10002 oE09E-0C0OZT-EK1 $2.82¢
oENZ-0C043-ER1T 8162

Figura 4.2. Optimitzacio dels codons corresponents a la seqiiéncia de nucleotids de
I'enteroquinasa segons el model d’as de cod6 de planta de tabac. La sintesi del gen es
va dur a terme per hibridacié de 18 oligonucledtids encavalcats (marcats en vermell).
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El domini Zera®

Tal i com s’ha descrit en I’apartat corresponent a la introduccid, la capacitat de retencid de la
v-zeina al RE ve determinada per la regié de ’extrem N-terminal de la proteina, la qual engloba
diversos dominis rics en prolines (Geli ef al., 1994).

El domini Zera® és un péptid sintétic basat en aquesta regi6 de la y-zeina, que inclou els 10
primers residus de la y-zeina, 8 repeticions de 1’hexapeptid PPPVHL, i una seqiiencia de 30

aminoacids que segueix un patro6 de tipus Pro-X (Fig. 4.3).

MRVLLVALALLALAASA T§ THTSGGCG CdPPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPVHLPPPV
HLPPPVHLPPPVHVPPPVHLPPPP |CH YPTQPPRPQPHPQPHPCPCQQPHPSPCQ

1 Peptid senyal de la y-Zeina

1 Sequencia N-terminal de la la y-Zeina
1 Domini repetitiu (PPPVHL)x8

1 Domini Pro-X

Figura 4.3. Esquema representatiu de la seqiiéncia que conforma el domini proteic
Zera®.

Les seqiiéncies de DNA corresponents al domini Zera® que es varen emprar en les diferents
proteines de fusio, provenien del clonatge del cDNA de determinades regions N-terminal de la vy-
zeina de blat de moro (Zea mays). En aquest cas, la composicié dels codons de Zera® resultava
adequada per a I’expressio heterologa en plantes de tabac, tot i aixi, 1 tenint en compte que la
produccid també va ser destinada per a I’expressio en cel-lules de mamifer, s’hauria de considerar la
possibilitat d’adaptar la seqiiéncia als codons més comuns emprats per 1’especie de mamifer en
quiestio.

Totes les construccions emprades en aquest apartat de resultats contenen el péptid senyal
especific de la y-zeina (Fig. 4.3). Aquest peptid senyal permet el direccionament del RNA missatger
cap al RE, on rep les modificacions pertinents per a qué la proteina expressada segueixi la via de

secrecio.

Produccié d’enteroquinasa recombinant mitjancant la tecnologia Zera®, en cél-lules de

mamifer CHO

Disseny i construccio de les proteines de fusio

La naturalesa dels aminoacids de DI’extrem N-terminal de la cadena lleugera de
I’enteroquinasa juga un paper important en ’activitat catalitica de la proteasa. Estudis analitics
sobre I’estructura tridimensional d’aquesta subunitat, mostren que la orientacié de la Ilel dirigida
cap a I'interior de la proteina, permet la interaccié amb altres aminoacids per ajudar a mantenir la
conformacié activa de la proteina (Lu ef al., 1999). D’altra banda, estudis basats en la substitucid
d’aquest primer residu per qualsevol dels altres aminoacids possibles mostren que 1’inic mutant que
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manté 1’activitat respecte a la proteina wild type, correspon a la substitucio Ile 1->Val 1 (Song et
al., 2002). La suma d’aquests dos fets remarquen la importancia que presenta 1’extrem N-terminal
per a la conformacid i activitat d’aquesta proteasa, la qual podria veure’s afectada per la fusié d’un
element proteic en aquest extrem. Per tal d’evitar qualsevol inconvenient en ’activitat i funci6 de la
proteasa, es varen dissenyar una série de construccions on el domini Zera® es trobava a N- o0 a C-
terminal de la proteina d’interes. A la figura 4.4 trobem resumides de forma esquematica totes les
construccions de ’enteroquinasa que varen ser utilitzades per a la seva expressio en cel-lules de

mamifer (cel-lules CHO).

A
[SPyZ] EK | ZERA |EK-Z
[SPyZ] EK Allel | ZERA |EKm-2
SPyZ| ZERA IIEGR] EK |z-IEGR-EK
[SPyZ] ZERA [D4K] EK |z-DaK-EK
SPyZ| EK | EK | construccions control
|SPVZ|| EK Allel | EKm (sense domini Zera®)

CMV promoter
Sal 1(5426) Neo 1(611)
B bla promoter CMV forward primer
Amp(R)

| T7 primer

T7 promoter
Xba 1(916)
— XhoI(922)
MCS

| Pst1(954)
| DCDNA3.1(-) T

\ 5427 bp
pUCorigin |

/ -
Sal 1(3241) ﬁi -

$V40 pA

Eeo RI(955)
Bam HI (978)
Hin dIII (996)

f1 origin
SV40 early promoter
Neo 1(1961)

Pst 1(2317)

Neo(R)

Nco 1(2696)

Figura 4.4. Estructura de les proteines de fusié expressades en cél-lules de mamifer
CHO. A. Construccions utilitzades per a la producci6 de l'enteroquinasa mitjancant la
tecnologia Zera®. B. Vector de transferéncia utilitzat per a la transfeccié de ceél:-lules CHO,
pcDNA3.1 (Invitrogen).

L’objectiu principal de I’estudi de les diferents construccions dissenyades fou el d’obtenir

alts nivells d’acumulacid d’enteroquinasa activa en cossos proteics heterolegs.
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Com a control de I’activitat es va partir d’una enteroquinasa truncada, a la qual se li va
realitzar una delecio del primer residu Ilel. En base als resultats de Lu, 1999 i Song, 2002, aquest
aminoacid resulta essencial per a I’activitat de la proteasa, per tant, el mutant EK Alle (EKm)
esdevé inactiu.

Les construccions EK-Z i EKm-Z corresponen a les proteines de fusié on el domini Zera”™ va
ser col-locat a I’extrem C-terminal. Amb aquesta disposicid, I’extrem N-terminal de 1’enteroquinasa
es mantenia lliure i, malgrat tenir Zera® fusionat al seu extrem C-terminal, podia adoptar la
conformacid tridimensional que li permetria ser funcional.

Per contrapartida, les construccions Z-IEGR-EK i Z-D4K-EK varen ser dissenyades per
permetre una activacido de la proteasa, un cop la proteina de fusid hagués estat processada
mitjangcant la proteasa exogena Factor Xa (Z-IEGR-EK), o bé mitjancant un autoprocessament
promogut per I’enteroquinasa en fusio (Z-D4K-EK). Aquesta ultima estratégia es basa en resultats
previs (Gasparian et al., 2006 1 Kubitzki et al., 2009), en els quals s’havia demostrat la capacitat
autocatalitica d’aquesta proteasa quan es troba en fusié a C-terminal.

Per ultim, també es varen dissenyar les construccions corresponents a 1’enteroquinasa de
secrecio sense el domini Zera®. La finalitat principal d’aquestes construccions fou la comparacié de
I’acumulacid de proteina recombinant secretada envers I’acumulada en cossos proteics heterolegs.
Addicionalment podrien ser utilitzades com a control en els assajos planejats d’activitat de la
proteasa.

Les seqiiencies codificants per a les proteines de fusio dissenyades varen ser clonades en un
vector d’expressid especific de cel-lules de mamifer, el pcDNA3.1 (Invitrogen). Aquest vector
conté una serie d’elements que permeten assolir alts nivells d’expressié de proteina recombinant de
forma eficient. D’entre ells, destaquen el promotor del citomegalovirus huma (hCMV), que és
d’accié immediata, 1 permet alts nivells d’expressid proteica; i la senyal de poliadenilacidé de
I’hormona de creixement bovina (bGH), que permet una terminacid eficient de la transcripcio.
Dr’altra banda, el vector també conté el gen de resisténcia a la neomicina per tal de seleccionar les
cel-lules de mamifer transfectades, en el cas que sigui necessari establir una linia cel-lular

d’expressio estable.

Transfeccio transitoria de les proteines de fusié en cél-lules d’ovari de hamster xinés
(CHO)

Per a I’expressio de proteines recombinants en cel-lules CHO es pot recorrer a la transfeccid
de DNA de forma transitoria o estable. Per a un analisi preliminar dels nivells d’expressid és
habitual comencar per la transfeccid transitoria i, en funcid dels resultats d’expressié 1 acumulacioé

de proteina recombinant, aixi com de les necessitats de produccié d’aquesta proteina, es pot
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prosseguir amb la seleccid de les cel-lules transfectades per tal d’obtenir una linia estable
d’expressio.

Existeixen diferents metodologies per a la introduccié del DNA exogen a I’interior de la
cel-lula hoste. La transfecci6 de DNA mitjancant lipofeccié és una de les més comuns i fou
I’emprada en aquest estudi. Concretament, la lipofeccio es va dur a terme mitjancant el kit de
transfeccié Lipofectamine’ d’Invitrogen, un sistema basat en la formacié de complexos entre lipids
cationics i el DNA d’interes (Life Technologies, 1999). La formulacié liposomal d’aquest kit esta
formada per una barreja de lipids sintétics policationics (DOSPA) i lipids neutres (DOPE).

En determinades condicions aquoses, els lipids policationics formen liposomes unilamelars
de mida oscil-lant entre 100 i 400 nm. La superficie d’aquests liposomes esta carregada
positivament, de forma que son atrets electrostaticament pels grups fosfat que formen part de la
cadena de DNA 1 per la superficie carregada negativament de la membrana cel-lular. La unio
espontania del DNA amb els liposomes €s la que provoca la formacio dels complexes que seran
introduits a D’espai intracel-lular mitjancant endosomes i lisosomes (Fig. 4.5). Cada complex
associatiu entre DNA i lipid segueix una relacié de 2 a 4 liposomes per cada plasmid de Skb

(Felgner et al, 1987).
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Figura 4.5. Lipofeccié mitjangant lipids cationics (Life Technologies, 1999).

La optimitzacié de les condicions especifiques de transfeccié resulta essencial per tal
d’obtenir una bona eficiéncia del procés. En general, una bona eficiéncia de transfeccio s’assoleix

amb una transfeccié proxima al 70-90% del total de cel-lules cultivades en placa.
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Per a la posada a punt de les condicions de transfeccié amb proteines de fusié Zera®, es va
emprar una construccié formada per Zera®-DsRED. La DsRED és una proteina de maduracié
rapida provinent d’una variant de proteina vermella fluorescent de Discosoma sp.

A partir de la corresponent construccié de DNA, es varen transfectar quantitats fixes de
cel-lules CHO adherents utilitzant diferents relacions de quantitat de DNA vers el volum de
Lipofectamina. Per a 1’estudi es varen emprar dues lipofectamines comercials diferents:
Lipofectamine Plus' i Lipofectamine 2000" (Invitrogen). Al cap de 1, 2 i 3 dies post-transfeccio es
recollia part de la biomassa transfectada, 1 després d’una scrie de rentats, les cel-lules eren
analitzades mitjancant un citometre de flux basat en un discriminador de la senyal fluorescent
vermella emesa (FACS — Fluorescence-Activated Cell Sorting). D’entre els parametres mesurables
d’interes, varem poder avaluar-ne la viabilitat cel-lular i el percentatge de cel-lules transfectades
(basat en la senyal fluorescent detectada). Els resultats obtinguts amb diferents ratios pg DNA/ ul
lipofectamine 2000, es troben representats en la figura 4.6, on podem comprovar que la maxima
transfeccid amb menor mortalitat cel-lular s’obté amb un ratio 1:1,5, al cap de 2 dies post-
transfeccid. Els resultats utilitzant la Lipofectamine Plus no es mostren, degut a que, tal i com

descriuen Ciccarone ef al., 1999, en aquest tipus cel-lular s’observen pitjors rendiments generals de

transfeccio.
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Figura 4.6. Analisi del rendiment de transfeccié transitoria de cel-lules CHO
mitjangant lipofeccié per Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). Resultats obtinguts per
citometria de flux amb cél-lules transfectades amb la construccié de DNA de Zera®-DsRED.
L’estudi complet va realitzar-se mitjancant la corroboracid per Western Blot de 1’expressid
de la proteina Z-DsRED en extractes totals per a totes les condicions de transfeccio provades (dades

no mostrades). D’aquest resultat se’n extreu que les dades obtingudes a través del FACS, es troben
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correlacionades amb els resultats obtinguts mitjancant la immunoquantificacié de la senyal
provinent del Western Blot.

Com podem observar, el principal inconvenient del métode basat en la lipofeccid és, apart
del cost elevat dels lipids, el fet de que no tots els lipids funcionen en tots el tipus cel-lulars 1 que
cal optimitzar I’assaig per a cada tipus cel-lular. Els parametres a ser optimitzables son basicament
la relacié entre lipid i DNA (relaci6 de carregues), la quantitat de DNA utilitzada, el temps
d’exposicio dels complexos DNA-lipid a les ce¢l-lules, i la preséncia o abséncia de sérum durant la
reaccio.

Per a I’expressio transitoria de les proteines de fusid detallades en la fig. 4, es varen
transfectar c¢l-lules de mamifer de la soca CHO-K1 (ECACC), que deriva de 1’epiteli d’ovari
d’hamster xines adult.

Expressio de les proteines de fusio EK-Z en cél-lules CHO

Primerament es va procedir a la transfeccio de les construccions EK-Z 1 EKm-Z, les quals
havien de permetre 1’expressié de la proteasa activa en fusié amb Zera®.

L’analisi preliminar dels nivells d’expressid es va dur a terme mitjangant Western Blot sobre

I’extracte cel-lular 1 sobre el medi de cultiu de les cel-lules (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Comparacio dels nivells d’expressio d'EK-Z i Ekm-Z en cél-lules CHO. A: Analisi de
I'expressié proteica a diferents hores post-transfeccio (HPT). Els extractes cel:lulars representen
I'equivalent a 5ug de proteina total. w: construccié wild-type. m: construccié mutada deficient per la
Ilel. B: Analisi comparatiu de la fusid secretada en diferents dies post-transfecciéo. M: fraccid
corresponent al medi de cultiu. C:5ug de proteina total de I’'extracte. Immunoblots incubats amb anticos
aR8.

La recol-leccié del material transfectat es va dur a terme al cap de 24, 48, 1 96 hores post-
transfeccid, prenent aliquotes tant del material cel-lular com del medi de cultiu corresponent. Amb
aquest analisi es volia determinar la variabilitat en els nivells d’expressio de proteina recombinant al

llarg del temps, un cop les cel-lules han estat transfectades.
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Sug de proteina total per a cada extracte i condicid varen ser analitzats per immunoblot
utilitzant 1’anticos policlonal contra el peéptid sintetic format per les 8 repeticions de la seqiiéncia
PPPVHL (RS).

Tal 1 com es pot observar a la figura 4.7.A, el pes molecular de la proteina de fusi6 detectada
(EK-Z o EKm-Z) és aproximadament de ~55 kDa, mentre que el pes molecular teoric calculat és de
41 kDa. Aquestes diferencies de pes molecular observades en la migracid dels gels SDS-PAGE sén
degudes al grau de glicosilaci6 de I’enteroquinasa, ja que la subunitat catalitica presenta 3 llocs
potencials de N-glicosilacio en els residus 64, 103 1 165 (LaVallie et al., 1993).

Pel que fa a la banda inferior d’aproximadament 14kDa 1 immunoreactiva amb I’anticos
contra R8, es postula que podria tractar-se del domini proteic corresponent a Zera”. Aquest domini
té un pes molecular teoric de 9,8 kDa, perd degut a la seva estructura tridimensional la seva
migracidé correspon a un pes molecular de 14kDa. La deteccidé d’aquesta banda en els extractes
cel-lulars podrien explicar-se per la presencia d’un producte de degradacid inespecific i minoritari,
que ja ha estat préviament observat en I’expressié d’altres proteines de fusié produides mitjancant la
tecnologia Zera”.

El resultat global ens mostra diferéncies evidents d’expressié entre les dues fusions.
Curiosament, la construccié que presenta més expressio correspon a ’EK(Allel), essent el tercer
dia post-transfeccié el de maxima expressio. Pel cas de EK-Z, havent carregat la mateixa quantitat
de proteina total que pel corresponent mutant, no detectem cap banda immunoreactiva rellevant en
cap de les diferents mostres analitzades. Arrel d’aquests resultats, varem procedir a fer les
comprovacions de seqiliencia nucleotidica pertinents, per tal de comprovar 1’absencia d’errors que
poguessin ser la causa dels resultats d’expressid obtinguts.

Per tal de completar I’analisi, també es varen analitzar per immunoblot les fraccions
corresponents al medi de cultiu d’aquestes cel-lules (Fig. 4.7.B). De nou, en aquesta figura podem
observar diferéncies evidents d’expressio entre EK-Z 1 EKm-Z. En els carrils corresponents al medi
de cultiu (M) s’hi observa part de la proteina de fusio6 EKm-Z en la seva forma totalment glicosilada
(Gnica banda). Aquest fenomen indica I’existéncia de proteina de fusid que no ha quedat retinguda
en el reticle endoplasmatic, 1 per tant, ha seguit la via de secrecié cap al medi. Tot 1 aixi, es tracta
d’una secreci6 d’EKm-Z clarament parcial i minoritaria, ja que la majoria de la proteina de fusid
queda retinguda en I’espai intracel-lular.

Per tal de comprovar que la retencid a I’espai intracel-lular de les proteines de fusio EK-Z i
EKm-Z ¢és deguda a la seva acumulacio en estructures de tipus cos proteic, es va procedir a realitzar
un assaig immunocitoquimic sobre les cel-lules transfectades amb les construccions corresponents.

La finalitat d’aquest experiment fou la constatacié de la capacitat del domini Zera® fusionat a EK
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de promoure, primerament la retenci6 de la proteina de fusidé a RE, 1 posteriorment, la seva
acumulacid en estructures de tipus cos proteic heteroleg formades de novo a partir de RE.

La immunocitoquimica es va dur a terme mitjancant la incubacid de les c¢l-lules fixades
amb D’anticds policlonal primari contra R8, i I’anticos secundari AlexaFluor™ 488 per a permetre
I’observacid de les cel-lules a través de microscopia de fluorescencia.

Les imatges obtingudes mostren un patré d’acumulacié diferent per a les dues construccions
(Fig. 4.8).

Tot 1 que part de la senyal fluorescent prové d’estructures en xarxa propies d’una expressio a
reticle endoplasmatic, les cel-lules transfectades amb EKm-Z també presenten un puntejat
immunoreactiu tipic de cos proteic (CP). Mitjangant el programa de visualitzaci6 i tractament
d’imatges Corel Photo-Paint 9, es va poder estimar que la mida d’aquestes estructures de forma
esferica, oscil-la entre els 0,5 1 1,3 um. La mida mitjana del cossos proteics naturals és proxima als

2um.
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Figura 4.8. Immunofluorescéncia de cél-lules CHO transfectades amb EKm-Z i EK-Z.
Imatges obtingudes per microscopia de fluorescéncia sobre cél-lules incubades amb anticos
contra R8. Cossos proteics indicats amb fletxes.

Per contra, en el cas de les cél-lules transfectades amb la construccié EK-Z, no s’observa
cap estructura ni patrd tipic de CP, mostrant més aviat un patrd tipic d’expressid a reticle
endoplasmatic. Aquesta observacid es podria acabar de determinar mitjangant marcadors especifics
d’organul com les xaperones associades a reticle endoplasmatic calnexina, calreticulina o BiP (de
Binding Protein).

Una altra diferéncia remarcable entre les dues construccions assajades en aquest apartat, fa
referéncia a la integritat de les cel-lules en termes de manteniment d’estructures i unitat cel-lular.
Per una banda, les cél-lules que varen ser transfectades amb el DNA codificant per EKm-Z,
presenten una morfologia més o menys definida, amb la fraccid nuclear clarament delineada 1 la

fraccio citoplasmatica predictible. Per altra banda, les c¢l-lules que expressen EK-Z, presenten un
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patré més atipic, on I’aspecte general €s irregular, amb nuclis poc definits i fraccid citoplasmatica
amb aspecte deteriorat.

Aquesta ultima observacid podria estar correlacionada amb els nivells baixos d’expressid
observats per a la proteina de fusidé EK-Z, i podrien estar indicant un efecte citotoxic de
I’enteroquinasa Wild-type sobre la soca de cel-lules CHO-K1 crescudes en les condicions descrites.

Cal remarcar que tota la senyal fluorescent detectada és deguda a I’expressio de la proteina
de fusio, ja que les cel-lules transfectades amb el vector buit, no mostraven senyal fluorescent
inespecifica (imatge no mostrada).

Els cossos proteics naturals presents en el gra dels cereals sedimenten a densitats elevades
de sacarosa (Miintz, 1998). En el cas de blat de moro, els cossos proteics que contenen zeines
sedimenten a densitats superiors a 1,2 g/cm’ (Ludevid et al., 1984), mentre que altres organuls
subcel-lulars presenten una densitat inferior 1, per tant, sedimenten a densitats més baixes. Aquestes
propietats fisiques son de gran utilitat per a 1’analisi dels cossos proteics, ja que se’ls pot diferenciar
d’altres compartiments cel-lulars segons la seva densitat.

L’estudi sobre la capacitat de formacié i acumulaci6 de cossos proteics heterolegs que
contenen la proteina de fusi6 EKm-Z es va completar mitjangant la separacié de les fraccions

subcel-lulars per ultracentrifugacié de I’homogenat cel-lular en un gradient de densitat de sacarosa

(Fig. 4.9).
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Figura 4.9. Localitzacio subcel-lular de la proteina de fusiéo Ekm-
Z per gradient de densitat de sacarosa. Immunoblot incubat amb
anticos contra EK de les diferents interfases del gradient, carregades per
equivalents de volum. S: sobrenedant. F35, F42 i F56 corresponen a les
interfases del gradient, amb el precentatge de sacarosa de cada una de
les fraccions. P correspon al pellet del gradient.
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Les cel-lules tansfectades amb aquesta construccid varen ser homogeneitzades 1 resoltes en
un gradient discontinu format per coixins de diferent densitat: 1.04, 1.07, 1.11, 1.18 i 1.26 g/cm3,
amb un contingut en sacarosa del 10, 19, 27, 42 1 56 % (p/p), respectivament.

Seguidament, 1 per tal de determinar la fraccidé subcel-lular on s’expressa 1 acumula la
proteina de fusié d’interes, es varen analitzar les diferents interfases per Western Blot. Com es pot
apreciar a la figura 8, la proteina de fusid6 EKm-Z es troba repartida entre les interfases F42 i F56. Si
bé majoritariament es troba a la fraccié F42, que comprén densitats entre 1,15 i 1,19 g/em’; part
d’ella també es troba a la fraccido F56 més densa, on els valors de densitat es troben entre 1,21 1,26
g/em’. Aquests resultats, juntament amb els obtinguts anteriorment per immunocitoquimica,
indiquen que Ekm-Z es troba acumulada en estructures de mida i tipus tipics de cos proteic, que
presenten un rang ampli de densitats diferents que oscil-len entre 1,151 1,26 g/cm’.

Finalitzada aquesta segona aproximacio experimental, va quedar confirmada I’acumulacié
de la proteina de fusi6 EKm-Z en compartiments corresponents a cossos proteics heterolegs de
densitat variada en cél-lules de mamifer CHO transfectades. Tot i aixi, tractant-se de la variant
inactiva de 1’enteroquinasa (Ekm), la seva produccié mitjancant la tecnologia Zera® només va ser
preliminar, per tal de demostrar que proteases amb caracteristiques fisico-quimiques com
I’enteroquinasa, poden ser acumulades en cossos proteics formats de novo promoguts per la fusié
del domini Zera® a C-terminal de la proteina.

Els baixos rendiments d’expressié de la proteina de fusio EK-Z, juntament amb els resultats
imprecisos de la immunocitoquimica realitzada sobre les cel-lules que expressaven aquesta
proteina, varen resultar en conjunt insuficients per completar I’analisi, i resoldre 1’homogenat
d’aquestes cel-lules per gradient de densitat. De fet, es va postular sobre un possible efecte citotoxic
d’aquesta proteina de fusi6 sobre la viabilitat de les cel-lules, ja que I’estat fisiologic d’aquestes
variava considerablement segons la construccio utilitzada per a la seva transfeccio. Una de les
hipotesis fonamentades arrel dels resultats obtinguts en la primera part d’aquest apartat, justificava
la citotoxicitat observada en les cel-lules transfectades, amb 1’activitat que presenta la proteina de
fusio EK-Z un cop era expressada a 1’espai intracel-lular i abans de la seva acumulacié en cossos
proteics. Aquest fenomen podria explicar la ra¢ de la baixa viabilitat cel-lular observada i1 dels
baixos nivells d’expressid derivats, que resulten en la invalidesa de la produccié d’enteroquinasa
seguint aquesta estratégia. Tot 1 aixi, per tal de poder afirmar aquesta hipotesi, caldria analitzar més
exhaustivament la viabilitat cel-lular, amb el seguiment d’un marcador d’apoptosi i mort cel-lular.

El principal interés d’aquest primer apartat de resultats, va centrar-se en la produccié d’una
proteasa ampliament utilitzada en el mercat biotecnologic, com I’EK, per a la produccié de

. . . e ®
proteines recombinants expressades com a proteines de fusid Zera .
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Degut a les particularitats estructurals i bioquimiques de I’enteroquinasa, que presenta un
extrem N-terminal imprescindible per a la seva activitat (Lu et al., 1999), primerament es varen
dissenyar proteines de fusié amb Zera® a C-terminal per tal de no interferir o afectar negativament
la bioactivitat de la proteasa. La primera scrie d’aproximacions experimentals utilitzant les
proteines de fusi6 EK-Z i EKm-Z, varen resultar en una ampliacié dels coneixements sobre la
compatibilitat de la produccié de la proteasa amb la tecnologia Zera®. Després d’aquesta primera
apreciacio, 1’objectiu es va centrar en la cerca de noves estratégies per permetre la produccio d’EK

activa com a proteina de fusié Zera®.

Expressio de les proteines de fusio Z-EK en cél-lules CHO

La cerca d’alternatives per a la produccié d’enteroquinasa recombinant, va desencadenar el
disseny de noves construccions on Zera® es trobava posicionada a N-terminal de la fusié. Tot i que
I’activitat de la proteasa es podria veure negativament afectada per aquest fet, basat en les
experiéncies de Gasparian ef al., 2006 1 Kubitzki et al., 2009 es coneix la capacitat que presenta
I’enteroquinasa per autoactivar-se quan ¢s produida en una fusié que conté una diana especifica de
reconeixement per a si mateixa (D4K). Malgrat la disposicié de ’enteroquinasa a C-terminal de la
proteina de fusid, sembla que existeix certa activitat minima que permet el processament en cis 0
trans de proteines de fusid senceres, iniciant-se aixi una cascada d’activacid general. Aquesta
particularitat suposaria, a priori, una avantatge aplicable a la tecnologia Zera™, ja que si
I’autoprocessament té lloc a I’interior del cos proteic, I’EK alliberada dins d’aquest compartiment
romandria de forma estable i innocua dins la cél-lula, fins al moment de la recuperaci6 de la
proteina recombinant.

D’altra banda, la diana IEGR reconeguda per la proteasa Factor Xa, es va afegir a una de les
construccions amb la finalitat de permetre un tall controlat in vitro, un cop la proteina de fusié fos
recuperada a partir dels cossos proteics heterolegs.

Aixi doncs, la segona part corresponent a la serie experimental de produccié d’EK activa
mitjangant la tecnologia Zera®, es basa en la produccié de les construccions Z-IEGR-EK i Z-D4K-
EK en cel-lules de mamifer CHO (fig. 4.4). Ambdues construccions varen ser utilitzades per a
transfectar transitoriament cel-lules CHO-K1 mitjancant el metode basat en la lipofectamina.

De nou, I’analisi preliminar dels nivells d’expressié es va dur a terme mitjancant Western
Blot utilitzant I’anticos contra R8 sobre I’extracte cel-lular (5pg de proteina total) i sobre el medi de

cultiu de les cel-lules, al cap de tres dies de la transfeccié (Fig. 4.10).

118



Resultats

|S PVZ" ZERA |I EG R" EK | Z-IEGR-EK

v
SPyZ]| ZERA [D4K]| EK | z-pax-ex

66\_

45 — <« Z-IEGR/D4K-EK

36 —
29 —
24 7~
20/

e .- { ZERA

oaR8

Figura 4.10. Expressio transitoria de proteines de fusiéo Zera®-EK en cél-lules CHO.
A: Esquema de les construccions utilitzades per a la transfeccié. B: Analisi de |'expressio
proteica dels extractes cel-lulars i el medi. El carril 1 correspon a la construcci6 ZERA-IEGR-
EK, i el carril 2 correspon a ZERA-D4K-EK. El carrils 3 i 4 corresponen al medi de les dues
construccions, en el mateix ordre. Immunoblot incubat amb I'anticds contra R8.

La figura 4.10 permet fer una valoracié comparativa no quantificada dels nivells d’expressid
de proteina recombinant obtinguts arrel de la transfeccid6 d’ambdues construccions, posant en
evidencia les importants diferéncies d’expressido que existeixen entre elles. Per una banda, el
marcatge immunoreactiu observat en el primer carril correspon a la proteina de fusiéo Z-IEGR-EK
(~55 kDa), d’altra banda, la construccié Z-D4K-EK (carril 2) presenta comparativament uns nivells
generals notoriament més baixos. A més, en aquest segon carril, observem que la banda
predominant no correspon a la fusio (~55 kDa), sind que es tracta d’'una banda de mida inferior
(~14,5 kDa), que coincideix amb la mida esperable per al domini Zera® alliberat. Aquesta Gltima
observacid podria ser indici de certa preséncia d’autoprocessament mediat per I’EK fusionada a C-
terminal de Zera®, tal 1 com van descriure Gasparian et al., 2006 i Kubitzki et al., 2009. Cal
diferenciar aquest processament promogut per I’EK del tall inespecific observat a la figura 6. En
termes de proporcio, observem que el possible autoprocessament de la figura 9 és predominant
sobre el processament inespecific de la figura 6, on la majoria de proteina recombinant es troba en
forma de proteina de fusi6 sencera. A més, els baixos nivells d’expressié observats per Z-D4K-EK,
juntament amb [’estat fisiologic general de les cél-lules fan pensar novament en el possible efecte
toxic de la proteasa activa sobre la integritat cel-lular. Justament, els baixos nivells d’expressio
obtinguts per a Z-D4K-EK no van permetre ’analisi de la localitzacio cel-lular per gradient de
densitat ni per immunocitoquimica de la proteina de fusié recombinant o de I’EK alliberada.

Una hipotesi que va sorgir arrel d’aquests resultats i que sera detallada en ’apartat de

discussio, explicaria aquest conjunt d’observacions sobre 1’estat integral de les cel-lules i els nivells
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d’expressié obtinguts per Z-D4K-EK, amb el fet que I’autoprocessament promogut per ’EK hagi
tingut lloc préviament a la formacié de cossos proteics, de forma que la proteasa alliberada té un
efecte toxic sobre la viabilitat de les cel-lules.

Davant de I’evidéncia de la inviabilitat d’aquesta estratégia per a la produccid
d’enteroquinasa recombinant activa en cossos proteics heterolegs, els esfor¢os es varen centrar en la
recuperacié d’EK potencialment activa a partir de la proteina de fusié Z-IEGR-EK.

Per tal de determinar si la localitzacid intracel-lular de la fusio Z-IEGR-EK es produia en
estructures denses de tipus cos proteic formades de novo en cél-lules CHO, es va dur a terme una
immunolocalitzacié de la proteina de fusid6 en cel-lules transfectades, juntament amb un

fraccionament subcel-lular per gradient de densitat de sacarosa (fig. 4.11).
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Figura 4.11. Acumulacio de la proteina de fusié Z-IEGR-EK a cos proteic. A:
Gradient de densitat realitzat sobre I'homogenat cel-lular transfectat amb la fusié
Z-1IEGR-EK. H correspon a l'extracte cel-lular de partida. S:sobrenedant. F35, F42 i
F56 corresponen a les interfases del gradient amb el precentatge indicat de
sacarosa de cada una de les fases. P correspon al pellet del gradient. Immunoblot
incubat amb anticos contra R8. B: Imatge d'immunofluorescéncia de ceél-lules CHO
transfectades amb ZERA-IEGR-EK, incubades amb anticos contra R8. Cossos
proteics marcats amb fletxes.

La immunocitoquimica va ser realitzada sobre ce¢l-lules CHO transfectades, fixades i
incubades amb D’anticos contra R8 (fig. 4.11.B). Les imatges obtingudes per microscopia de
fluoresceéncia mostren un patré d’expressio en xarxa tipic de reticle endoplasmatic i en estructures
esferiques tipiques de cos proteic, la qual cosa indica que hi ha bon grau de proteina de fusio que és
acumulada en aquestes estructures heterologues.

L’analisi del gradient de densitat mitjangant Western Blot (fig. 4.11.A), ens indica que tota
la proteina recombinant Z-IEGR-EK expressada en aquestes cel-lules es localitza a la fraccidé F56
corresponent a una densitat superior a 1,22 g/cm’, coincidint amb la densitat tipica dels cossos

proteics naturals.
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Aquesta comprovacid va fer possible la continuacié del procés de downstream de
recuperacid de la proteina de fusidé mitjangant 1’aillament dels cossos proteics, 1 la posterior digestid

amb Factor Xa per permetre 1’alliberament de la proteasa recombinant.

Obtenci6 de proteina recombinant EK mitjancant la tecnologia Zera® en cél-lules
CHO.

Apart d’incrementar els nivells d’expressié de proteina recombinant, la tecnologia Zera®
suposa un avantatge important en les etapes relatives al procés de purificacio, gracies a 1’elevada
densitat que presenten els cossos proteics, permetent un alt grau d’enriquiment en la primera part
del procés.

Malgrat aixo, el procés de purificacié Zera® s’havia establert inicialment en plantes
transgeniques de tabac, la qual cosa va significar la posada a punt del procés de downstream a partir
de cel-lules CHO transfectades, en termes d’homogeneitzacio, aillament i solubilitzacid de cossos
proteics.

Per a ’homogeneitzacio de les cel-lules CHO-K1, es varen utilitzar diferents eines fisiques i
quimiques per tal d’aconseguir disgregar la membrana plasmatica i alliberar el contingut cel-lular,
malmetent el minim possible el contingut en organuls i altres components del sistema
endomembrana. Entre els metodes fisics que varen ser provats, destaquen la sonicaci6 a baixa
amplitud, ’homogeneitzacidé mitjangant Potter Elvehjem douncer de teflo, la prensa de French, el
politr6 a baixa poteéncia, o el pas de la suspensié cel-lular a través d’agulles acoblades a xeringues
de diferent longitud i diametre. Les técniques fisiques emprades per al trencament de les cel-lules
transfectades, varen ser analitzades i1 valorades mitjangant microscopia optica de camp clar. Quan el
camp de visiéd d’aquestes cel-lules oferia un percentatge proxim al 80-90% de cel-lules trencades
amb implicaci6 de membrana alterada, es considerava que el trencament era satisfactori. Aquestes
condicions es varen assolir amb cert compromis, incubant les c¢l-lules en un medi hiposmotic 1 amb
’ajut mecanic de I’homogeneitzador Potter Elvehjem douncer.

Seguidament, 1’homogenat cel-lular era sotmes a una centrifugacié a 1500g per permetre
I’aillament o recuperacid de cossos proteics de la resta de proteines solubles i dels components
cel-lulars menys densos.

Un cop haviem recuperat bona part de la fraccié densa de cossos proteics heterolegs, va ser
necessaria una etapa de neteja per tal de poder descartar el maxim de contaminants que havien co-
sedimentat durant la recuperacid i aillament de cossos proteics. Amb aquesta finalitat es varen
emprar combinacions de detergents suaus amb metodes fisics que permetien mantenir la mostra
homogenia durant el transcurs del rentat. La valoracio del rendiment de neteja es va realitzar per

resolucid en gels SDS-PAGE i tincid per precipitacié de nitrat de plata de les mostres resuspeses en
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els tampons corresponents i re-centrifugades a 1500g. Si en el sobrenedant es descartaven bona part
de contaminants i la proteina de fusio la recuperavem més pura en el sediment, es considerava un
bon rendiment de neteja de cossos proteics. Seguint aquestes pautes, el major rendiment d’aquesta
etapa s’obtingué després d’una breu incubacié a temperatura ambient de la fraccid de cossos
proteics en una solucié a base de 1% Triton X-100, 1M NaCl, 50mM CaCl,, 200mM MgCl,, en
tampo S0mM HEPES a pH7,4. L’addicid de sals com el clorur de magnesi i de clorur de calci en el
tampo6 de neteja, varen resultar clau per a obtenir obtenir millors rendiments de neteja.

La segiient etapa en el procés de recuperacio de la proteina d’interes va tenir com a objectiu
la solubilitzacio del contingut proteic dels cossos proteics aillats.

A diferencia d’altres zeines presents en els cossos proteics naturals de blat de moro, la y-
zeina és soluble en solucions aquoses en condicions reductores (Ludevid, et al. 1984). Aquest fet,
aplicable també per a cossos proteics derivats Zera®, permetia, en alguns casos, solubilitzar
proteines de fusid en condicions poc o moderadament desnaturalitzants. Per a totes les proteines de
fusié Zera® acumulades en cossos proteics, es provava una bateria de condicions de solubilitzacio
amb parametres d’analisi tals com el pH, temperatura, diferents tipus de detergent, preséncia de sals
1 diferents agents reductors. La figura 4.12.A mostra el resultat de dos dels processos més efectius
de solubilitzacié de Z-IEGR-EK a partir de cossos proteics aillats en condicions hipotoniques. Tal 1
com es pot observar, la solubilitzacié de cossos proteics més eficient va tenir lloc en presencia de
detergent SDS 0,1%. Tot i que també s’obtenen bons rendiments substituint aquest detergent per

I’ajut mecanic mitjangant sonicacio a baixa amplitud.
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Figura 4.12. Solubilitzacio i digesti0 de cossos proteics de Z-IEGR-EK. A:
Solubilitzacié en dos tampons diferents. A l'esquerra: tampé 50mM Tris pH7 i 20mM B-
mercaptoetanol; a la dreta, el mateix tampd en preséncia de 0,1% SDS. Immunoblots
incubats amb anticos aR8. H: Proteina total en cos proteic. S: fraccid soluble. P: fraccio
insoluble. B: Digestié de 16h amb proteasa comercial Factor Xa de mostres solubilitzades
amb SDS/B-ME. Immunoblots incubats amb anticos aR8 i aEK.
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L’ultima etapa de recuperacié de ’enteroquinasa produida en fusié amb el domini Zera® va
coincidir amb 1’alliberament de I’EK mitjancant la digestié de la proteina de fusié per I’accio de
I’endoproteasa exdgena FactorXa. Aquesta proteasa d’origen animal reconeix la diana IEGR, la
qual no és present ni en la seqiiéncia de 'EK, ni en el domini Zera® fusionat. L’eleccié d’aquesta
endoproteasa envers d’altres disponibles comercialment, va estar fonamentada pel fet de que
aquesta talla a I’extrem C-terminal de la seva diana de reconeixement, sense deixar cap residu afegit
a ’EK, evitant el possible efecte negatiu que aquesta addicido pogués tenir sobre 1’activitat de la
proteasa.

La mostra solubilitzada de cossos proteics contenint la proteina de fusié Z-IEGR-EK va ser
dialitzada contra el tampd de digestio optim per tal d’afavorir 1’accidé del FactorXa. Basicament
aquesta etapa de dialisi va ser necessaria per a extreure 1’agent reductor present al tampd de
solubilitzacio, ja que el Factor Xa esta format per dues cadenes polipeptidiques unides covalentment
per ponts disulfur.

La digestié es va dur a terme addicionant 2 unitats de Factor Xa (Qiagen) a la mostra
solubilitzada de Z-IEGR-EK, incubant la reaccio durant 3 hores a temperatura ambient. Tal i com
s’observa a la figura 4.12.B, les condicions de digestio provades varen resultar en el processament
de bona proporcid de proteina de fusio inicial. L’analisi de la digestié es va realitzar mitjancant
Western Blot sobre les mostres prévies 1 posteriors a la digestid, utilitzant ambdoés anticossos: contra
R8 i contra EK.

Tot 1 que la idea principal passava per la optimitzacié de la digestio de la fusié Z-IEGR-EK
amb Factor Xa, avaluant diferents tampons de digestid, concentracions de proteina, temperatures i
temps d’incubacio, varem considerar que 1’eficiéncia de tall obtinguda en aquest primer intent, ja
resultava en una bona etapa de processament.

Paral-lelament a tots aquests estudis, 1 per tal d’obtenir els controls adequats en 1’assaig
d’activitat d’aquesta proteasa, també es varen dissenyar dues construccions sense Zera”, on EK i
EKm serien dirigides cap a la via de secrecio (fig. 4.4). Aquests controls també ens havien de
permetre analitzar de forma comparativa els nivells d’acumulacié de proteina recombinant en fusio
amb Zera”™, versus els obtinguts mitjancant secrecid. Amb aquesta finalitat, es varen analitzar en
paral-lel per immunoblot amb anticos contra EK, les fraccions equivalents als extractes cel-lulars
(2,5ug de proteina total), 1 fraccions sobrecarregades de medi de cultiu de les construccions
corresponents a quatre proteines de fusid: EK-Z, Z-IEGR-EK, EK i EKm expressades a cel-lules
CHO (Fig. 4.13). Tal i com podem observar, els nivells assolits d’EK o EKm al medi de cultiu
varen estar molt per sota del rang de concentracid necessaria per assajar amb relacions equivalents
de la proteina recombinant produida, 1’activitat de 1’enteroquinasa produida mitjangant els dos

sistemes. Aixi doncs, per tal de tenir control positiu en 1’assaig d’activitat, es va plantejar la
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utilitzacio d’un proteasa EK comercial, I’activitat de la qual ja havia estat provada amb anterioritat

en la digesti6 d’altres proteines de fusio Zera®.
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Figura 4.13. Efecte de Zera® sobre I'acumulacio
de la proteina de fusi6 a l'espai intracel-lular.
Carril 1: fraccié del medi i fraccié corresponent a 2,5
Mg de proteina total de l'extracte cel-lular de la
proteina de fusi6 EK-Z, carrili 2: fraccions
corresponents a Z-EK, carril 3: fraccions corresponents
a Ekm i 4: fraccions corresponents a EK. Western Blot
incubat amb anticos contra EK.
Es pot concloure, per tant, que la fusié del domini Zera® a I’extrem N-terminal té un efecte
positiu evident sobre la seva acumulacid, oferint un clar avantatge sobre el sistema de produccio
basat en la secreci6 de la proteina recombinant al medi de cultiu, i sobre la posici6 de Zera®™ a C-

terminal.

Assaig d’activitat de I’enteroquinasa.

Si bé el segiient pas optim del procés de recuperacio de la proteina recombinant hagués estat
la purificacio de ’EK digerida, els nivells d’expressidé proteica assolits en aquest hoste varen
resultar limitants, amb el qual no va ser possible prosseguir amb les etapes d’aillament 1 purificacio
de la proteasa.

Malgrat aix0, i tenint en compte la necessitat de determinar si ’EK produida mitjangant la
tecnologia Zera®™ era activa, varem creure convenient dur a terme assajos d’activitat enzimatica
preliminars amb la mostra soluble i digerida sense purificar.

La quantificacid de la mostra es va dur a terme per densitometria per Western Blot, per a
cada una de les etapes de recuperacio de la proteina recombinant. Amb tot, aquests resultats no
varen ser concloents, amb el qual desconeixement de si la quantitat d’EK produida entrava dins el
rang de deteccid de 1’assaig resultava el major inconvenient.

La determinacio del grau d’activitat de I’enteroquinasa esta basada en un assaig fluorimetric

que utilitza un substrat fluorogenic format pel peptid G-D-D-D-D-K-B-naftilamida, que conté la
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diana de reconeixement per la proteasa (Yuan i Hua, 2002). Quan aquest substrat sintétic és digerit
per I’enteroquinasa s’allibera la B-naftilamida (2NA), produint un increment en els nivells de
fluorescencia. El seguiment al llarg del temps d’aquest increment de fluorescéncia mitjancant
fluorimetria, permet definir parametres cinetics i enzimologics com la Ky 1 la Ky, de la proteasa
(Grant i Hermon-Taylor, 1979).

L’assaig de I’activitat amb la mostra produida es va dur a terme amb diferents quantitats de
mostra solubilitzada provinent de les etapes anteriors, emprant els dos tampons de solubilitzaci6
aplicats (SDS + B-mercaptoetanol i1 B-mercaptoetanol + sonicacid). Segons el manual d’usuari de
I’enteroquinasa utilitzada com a control positiu de 1’assaig (EnterokinaseMax  d’Invitrogen ),
ambdos solucions resultaven compatibles i no interferien amb ’activitat de I’enteroquinasa.

Com a control positiu varem emprar ’enteroquinasa comercial EKmax  en el mateix entorn
que la mostra, per tal de comprovar que mantenia la seva activitat inalterada. Aquesta determinacio
va permetre excloure possibles interferéncies dels components de la solucid sobre I’activitat de la
proteasa, i també les causades per la preséncia de camuls de Zera® en la fracci6 analitzada.

Realitzades aquestes comprovacions, 1’analisi de 1’activitat de la mostra d’EK produida no
va mostrar cap indici d’activitat en cap de les condicions d’assaig provades, confirmant que tant la
purificacié6 com la quantificacié de I’enteroquinasa produida son dos processos necessaris per a
poder determinar I’activitat de la proteasa escaient en el rang de deteccid de ’assaig. Com ja hem
assenyalat anteriorment, aquests processos no varen poder ser realitzats per manca d’acumulacio de
proteina recombinant en aquest hoste, per tant arribats aquest punt, la cerca d’alternatives de
sistemes d’expressid va esdevenir el centre de la nostra atencio.

La posada a punt de la produccié de proteines de fusi6 Zera® en plantes de tabac
transformades mitjangant agroinfiltracio, estava donant resultats molt prometedors per a altres
proteines assajades al laboratori, amb el qual varen esdevenir les candidates ideals com a sistema
d’expressid per intentar millorar els rendiments de produccié de Z-EK obtinguts fins al moment a
cel-lules CHO.

Produccio de proteines de fusio Zera®- EK en plantes de tabac (V. benthamiana)

La transformaci6 transitoria en plantes de tabac es va dur a terme mitjangant agroinfiltracid
d’un cultiu d’Agrobacterium tumefaciens transformat amb les construccions d’interes, a través de
xeringa, injectant sobre fulles de Nicotiana benthamiana de 4-6 setmanes crescudes en hivernacle
(Torrent et al., 2009b).

Les millors condicions d’agroinfiltracié ja havien estat posades a punt amb anterioritat al
laboratori, de forma que les variables immediates que podien afectar a 1’agroinfiltracio com el tipus
de plasmidi binari, la soca d’Agrobacterium o la varietat de la planta del tabac, ja havien estat

ajustades. El vector binari pCambia sota control del promotor constitutiu CaMV 35S, la soca
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d’Agrobacterium EHA 105, i les fulles de plantes d’entre 4-6 setmanes de N. benthamiana, van ser
parametres constants en totes les transformacions realitzades de les diferents proteines de fusio amb
Zera®-EK.

D’altra banda, i per tal d’evitar problemes ja coneguts en aquests tipus de transformacid
derivats del silenciament del RNA (Koscianska et al., 2005), totes les transformacions dutes a terme
a N. benthamiana varen ser co-agroinfiltrades amb un inhibidor de silenciament HCPro (Helper
Component-Proteinase). La HCPro és una proteina multifuncional codificada en molts potivirus,
que esta involucrada en moltes accions que intervenen en la infeccio viral de la planta, com per
exemple la requerida per al manteniment de la replicacié del genoma, el moviment a llarga distancia
dins de la planta hoste i el processament poliproteic dins de 1’hoste (Llave et al., 2000)

A la figura 4.14 hi trobem representades les diferents construccions amb Zera® i EK que es
van provar per a la transformacid transitoria de les plantes de tabac. Degut a que 1’agroinfiltracié és
un sistema de transformacié de plantes en la qual no hi ha integracioé del T-DNA en el genoma de la
planta, es va creure més oportt utilitzar un vector amb alt nombre de copies, com les versions 2300

15300 de pCambia, per permetre uns nivells d’expressio més alts.
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Figura 4.14. Estructura de les proteines de fusio expressades en plantes de
tabac. Construccions utilitzades per a la produccié de I’'enteroquinasa mitjangant la
tecnologia Zera®. Vector de transferéncia utilitzat per a la transformacio
transitoria de tabac.
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En cada una de les agroinfiltracions realitzades es varen utilitzar un total de tres plantes per
construccid, i tres fulles de la planta. Al cap de 6 dies post-agroinfiltracid, procedia a la recol-leccid
del teixit vegetal agroinfiltrat, i al seu analisi dels nivells d’expressid mitjangant Western Blot.

La primera observacié a 1’hora de recollir la biomassa agroinfiltrada fou la necrosi que el
teixit agroinfiltrat corresponent a les construccions EK-Z 1 Z-D4K-EK mostrava necrosi; mentre
que una construcci6 control corresponent a una proteina de fusié Zera™ agroinfiltrada en paral-lel
mostrava una aparenca normal, similar a la observada per altres construccions Zera” (Fig. 4.15).
Aquesta observacio fou reiteradament observada en agroinfiltracions posteriors emprant aquestes
mateixes construccions.

Malgrat aquest fet, es va prosseguir amb 1’analisi dels nivells d’expressid per tal de tenir una
certa valoracid addicional de 1’estat de degradacio general de proteines i, sobretot, de la proteina de
fusié d’interes.
—

Z-D4AK-EK EK-Z | Proteina era control
Figura 4.15. Expressio de diferents proteines de fusié Zera® amb
EK a plantes de tabac. Imatges corresponents a fulles agroinfiltrades 6
dies després de la infiltracid, amb les diferents construccions de Zera® i
EK. Els cercles marcats indiquen l'area agroinfiltrada, i al centre el punt
blanquinds indica el lloc d’injeccié mitjancant xeringa.

L’analisi dels nivells d’expressid de les diferents proteines de fusio, mitjangant Western Blot
sobre un extracte de 10pg de proteina total provinent del teixit agroinfiltrat, indicava una
degradacio generalitzada marcada per I’abséncia de bandes immunoreactives de la mida de la
proteina de fusié o de Zera®(resultat no mostrat). Novament, aquest efecte podria ser provocat per
la toxicitat de I’enteroquinasa produida en fusié amb Zera® sobre el teixit vegetal.

La hipotesi generada arrel dels resultats obtinguts de la transformacid transitoria tant de
cel-lules CHO com de plantes del tabac, suggereix una activitat de I’enteroquinasa preévia a la
formacié i acumulacio de la proteina de fusié recombinant en cossos proteics heterolegs. En aquest
cas, la possible activitat prematura de la proteasa recombinant produeix un efecte que resulta letal

per a les a cel-lules que I’expressen, amb el qual no té lloc D’efecte protector que podria
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proporcionar la seva acumulacid en compartiments tancats com els cossos proteics embolcallats per

membrana derivada de reticle endoplasmatic.
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CAPITOL 2: Aplicacio de sistemes basats en [’autoprocessament de

proteines de fusié Zera®.

Els meétodes basats en I’autoprocessament de proteines de fusié ofereixen diversos
avantatges respecte els metodes convencionals que utilitzen proteases exogenes comercials per
digerir-les.

Entre ells, destaquen la baixa preséncia de tall inespecific, la reaccié autocatalitica en
abséncia de proteines exogenes, cofactors o fonts d’energia, la compatibilitat amb 1’accid
d’inhibidors de proteases, o la possibilitat d’acoblar el sistema d’autoprocessament a una etapa de
purificacio.

Molts dels sistemes basats en I’autoprocessament de proteines de fusié son protagonitzats
per uns elements proteics anomenats inteines. La seva denominacid prové del fet que en el seu estat
natural, son capaces de portar a terme un splicing proteic post-traduccional, en el qual, tal 1 com
ocorre amb I’splicing de RNA, dos fragments que flanquegen la inteina (anomenats exteines) son
units entre si.

Aproximadament el 70% de les inteines conegudes resideixen en proteines hoste
involucrades en la replicacio i reparacié de DNA. Aquests elements proteics normalment contenen
entre 100 1 600 aminoacids, 1 estan composats per dos regions diferenciades: un domini de splicing
proteic i un domini amb activitat endonucleasa (Sharma et al., 2006).

Estudis basats en 1’alineament de seqiiencies de diferents inteines, han permes identificar els
residus conservats que estan involucrats en les reaccions de splicing en punts propers al lloc de tall.
L’estructura general de qualsevol inteina presena residus Cys 1 Ser a N-terminal, i residus Asn 1 His
a C-terminal. Els grups hidroxil, sulfhidril i amino sén els grups reactius que intervenen en la scrie
de reaccions nucleofiliques que permeten ’splicing. El paper clau d’aquests aminoacids catalitics
ha resultat evident després d’observar 1’efecte de la seva substitucid puntual, sobre les reaccions
coordinades de splicing proteic in vivo (Sharma et al., 2006). La substitucié de 1’Asn present en
I’extrem C-terminal de la inteina per una Ala bloqueja 1’autoprocessament en aquest extrem, pero
manté intacte el tall a ’extrem N-terminal de la inteina. De la mateixa manera, la substitucio de la
Cys per Ala en N-terminal només permet el tall a C-terminal (Chong ef al., 1998 1 Mathys et al.,
1999).

L’aplicacio de les inteines en el camp biotecnologic de produccid i purificacié de proteines
recombinants, ha estat possible mitjancant inteines modificades genéticament, I’accio de les quals
pot ser induida o regulada in vitro sota condicions controlables com 1’addicié d’agent reductor o el

canvi gradual de temperatura i pH (Banki 1 Wood, 2005).
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L’habilitat de controlar I’splicing proteic promogut per les inteines, i la seva aplicacid en el
camp de la purificacié de proteines recombinants mitjangant elements d’afinitat fusionats, han estat
comercialitzats a través del sistema IMPACT® de New England Biolabs (Beverly, MA). Aquest
sistema de purificacio utilitza diferents inteines modificades i1 induibles, unides a un domini

d’afinitat a quitines CBD (Chitin Binding Domain) (Sharma et al., 2006).

Estudi i plantejament de ’aplicabilitat de les inteines a la tecnologia Zera®.

En el primer capitol de resultats, els problemes de citotoxicitat derivats de la produccid
d’enteroquinasa mitjancant la tecnologia Zera® en dos sistemes hoste d’expressié diferents, han
posat en evideéncia la inviabilitat de la producci6 propia d’EK per a la digestié de proteines de fusio
Zera”.

Per aquesta ra6 i1 de forma paral-lela, es varen desenvolupar noves estratégies encaminades a
la digestio de proteines de fusié amb Zera™. Les inteines, amb el seu potencial d’aplicacié a
sistemes de purificacid, varen resultar les eines de processament més atractives per a I’estudi de la
seva aplicabilitat a la tecnologia Zera®.

Per poder realitzar un estudi complet, 1 tractant-se d’una estratégia de processament en la
qual la proteina d’inter¢es i la inteina formen part de la mateixa proteina de fusio, es va escollir una
proteina model que permetés un seguiment i tragabilitat senzills. L’hormona humana de creixement
(hGH- human Growth Hormone) apart de ser una proteina amb alt interés terapeutic, satisfa en
major grau aquests requisits, 1 per tant fou escollida per a la valoracié de les inteines com a métode

, . ®
de processament de proteines de fusid Zera .

Inteina SspDnaB

La intetna SspDnaB és una mini-inteina modificada de 18kDa que prové de la DNAb
helicasa del cianobacteri Synechocystis sp. La seva modificacié consisteix en 1’eliminacid del
domini amb activitat endonucleasa, i en la substitucio de la Cys1 per una Ala per tal d’evitar el tall
en aquest punt. La seva activitat autocatalitica es manté gracies al residu Asnl54, la induccié de la
qual es dona amb un canvi gradual de pH cap a valors proxims a 7, 1 a una temperatura propera als
25°C (Sun et al., 2005).

L’interés del segiient estudi és el de determinar I’aplicabilitat de la inteina SspDnaB a la
tecnologia Zera™ en diferents hostes cel-lulars, tot valorant els nivells d’expressio i I’eficiéncia de
processament assolits en cada un d’ells. Concretament, es varen escollir dos sistemes d’expressio:
un basat en cél-lules de mamifer CHO, i I’altre basat en cél-lules d’insecte S19.

El gen que codifica per la inteina SspDnaB va ser adquirit comercialment a partir del vector

pTWIN1 de NEB (New England Biolabs). Mitjangant I’amplificaci6 d’aquest gen per PCR, es
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varen poder afegir les dianes de restriccid necessaries per al disseny de la construccio corresponent

a la proteina de fusi6 Z-DnaB-hGH.

Expressio de proteines de fusiéo Z-DnaB-hGH en cel-lules CHO
Les cel-lules transfectades amb aquesta construccid, varen ser recol-lectades 3 dies després
de la transfeccio per tal d’analitzar-ne I’expressié mitjangant Spug d’extracte proteic total, resolts en

un immunoblot incubat amb anticossos contra RS i contra hGH (fig. 4.16).
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Figura 4.16. Expressio proteica de Zera®-SspDnaB-hGH en cél-lules
CHO transfectades transitoriament. A: Immunoblot utilitzant I’'anticos
contra R8 B: Immunoblot incubat amb anticos contra hGH. El carril 1
correspon a la fraccié del medi, i el carril 2 a 5ug d’extracte proteic total.

A la fraccid cel-lular mostrada a la figura 4.16.A, detectem una banda corresponent a la
mida de la fusid sencera (56 kDa) 1 una banda de mida inferior, que t¢ una mobilitat electroforética
corresponent al fragment Z-DnaB (35kDa). En I’immunoblot incubat amb 1’anticos anti-hGH (fig.
4.16.B), observem una banda de 22kDa corresponent a hGH a la fraccid corresponent al medi de
cultiu de les cel-lules. Aquest analisi ens indica de ’existéncia de certa activitat autocatalitica in
vivo que produeix la secrecid de la hGH alliberada al medi extracel-lular. Si bé aquest fenomen té
lloc de forma incontrolada in vivo, considerant la quantitat de proteina de fusi6 intacta acumulada,
podem afirmar que es tracta d’un processament minoritari. NEB és ’empresa que comercialitza
aquesta inteina com a part d’un sistema de purificacié que ha estat dissenyat per a la seva aplicacid
en sistemes d’expressié basats en E.coli. Els manuals d’instruccions corresponents (IMPACT' -
Twin -NEB), revelen que 1’autoprocessament in vivo podria ser pal-liat modificant condicions
d’expressid tals com la temperatura del cultiu o la concentracié6 d’IPTG utilitzada per a induir
I’expressid en aquests bacteris. De totes maneres, totes les mesures serien de caire pal-liatiu, sense
assolir una inhibicié total d’aquest fenomen. Tenint en compte que aquest processament fou
minoritari, no es va modificar cap condicid d’expressid en aquest hoste per tal de no alterar

negativament els rendiments d’expressid assolits fins al moment.
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Per tal de determinar si Zera® fusionat a la inteina DnaB i a hGH, era capa¢ de promoure
I’acumulacié d’aquesta proteina de fusidé a cos proteic, es va resoldre 1’extracte cel-lular en un
gradient discontinu format per coixins de sacarosa del 10, 27, 35, 42 i 56% (p/p). Comparat amb els
gradients realitzats quan expressavem Z-EK, aquesta vegada haviem realitzat una substitucié del
coixi de 19 pel de 35% de sacarosa per tal de separar més eficientment els cossos proteics d’ altres
compartiments intracel-lulars. Aixi doncs, volums equivalents de les interfases resultants varen ser

analitzades per Western Blot (fig 4.17).
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Figura 4.17. Gradient de densitat de sacarosa. Immunoblots incubats
amb anticos aR8 i ahGH. H correspon a l'extracte cel-lular de partida. S:
sobrenedant. F35, F42 i F56 corresponen a les interfases del gradient, amb
el precentatge de sacarosa de cada una de les fraccions. P correspon al
pellet del gradient.

Els resultats ens mostren que la majoria de la proteina de fusid es troba en les fraccions de
major densitat (F42 i F56), corresponents a estructures denses de tipus proteic (densitat superior a
1,22 g/em’), tot i que també apareix una minima part de fusi6 en la fraccié soluble. A I’immunoblot
incubat amb I’anticos contra RS, detectem un dels productes d’autoprocessament in vivo, Z-DnaB
en les fases solubles del gradient. Aquest fet ens podria indicar que ’autoprocessament in vivo té
lloc sobre la proteina de fusié soluble que no és acumulada a cos proteic. Com ja hem mostrat a la
figura anterior, la banda corresponent a la hGH alliberada in vivo no la detectem en aquesta figura,

perque un cop processada segueix la via de secrecid cap al medi.
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L’acumulacio de la fusi6 Z-DnaB-hGH a cos proteic també va ser corroborada mitjancant
I’analisi de les cel-lules transfectades per immunocitoquimica, utilitzant 1’anticos anti-hGH (fig.
4.18). Les imatges obtingudes per microscopia oOptica de fluorescéncia mostren un patrd tipic
d’acumulaci6 en estructures de tipus cos proteic. Tot 1 que s’aprecien mides molt diferents entre els

cossos proteics, la mida predominant oscil-la entre 1-2pum.

Figura 4.18. Immunofluorescéncia de ceél-lules CHO transfectades amb Z-
DnaB-hGH. Incubaci6 amb anticos contra hGH. Imatges obtingudes per
microscopia de fluorescéncia. Alguns cossos proteics estan marcats amb fletxes.

Per tal de comprovar que I’acumulacié de la proteina recombinant en cossos proteics
heterolegs ¢s independent de la proteina interes fusionada a C-terminal, es va voler repetir aquest
estudi amb dues proteines fluorescents: ECFP (Enhanced Cyan Fluorescent Protein) i DsRED
(Discosoma sp. RED), ambdues posicionades a C-terminal. La figura 4.19 mostra el resultat de
I’analisi comparatiu d’acumulaci6 de Zera®-ECFP (A), d’ECFP d’expressié citoplasmatica (B), i de
Zera®-SspDnaB-ECFP (C i D), per microscopia de fluorescéncia. Tal i com es pot observar, les
construccions que contenen Zera® mostren un patré d’acumulacié en estructures ben definides de
tipus cos proteic, mentre que I’expressid control d’ECFP d’acumulacié intracel-lular, mostra una

senyal fluorescent de distribucio citoplasmatica uniforme.
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Figura 4.19 Acumulacié de Zera®-SspDnaB-ECFP i Zera®-SspDnaB-DsRED en
cél-lules CHO transfectades. Imatges obtingudes mitjancant microscopia de
fluoresceéncia sobre cel-lules CHO transfectades. A: Expressi6 de SPyZ-Zera®-ECFP.
Algunes estructures de tipus cos proteic indicades amb fletxes B: Expressié de ECFP sense
senyal de secrecio. C: Expressié de SPyZ-Zera®-SspDnaB-ECFP. Algunes estructures de
tipus cos proteic indicades amb fletxes. D: Imatge de microscopia de camp clar
corresponent a C. E: Western Blot corresponent a les diferents fraccions del gradient de
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densitat corresponent a Zera®-SspDnaB-ECFP. M: correspon a la fraccié equivalent del
medi de les cél-lules. H: correspon a |'extracte cel-lular de partida. S: sobrenedant. F35,
F42 i F56 corresponen a les interfases del gradient, amb el precentatge de sacarosa de
cada una de les fraccions. P correspon al pellet del gradient. Immunoblot incubat amb
anticos contra R8. F: Expressio de SPyZ-Zera®-SspDnaB-DsRED G: Expressié de SPyZ-
Zera®-DsRED. Els muntatges corresponents a les cél-lules expressant DsRED varen ser
tractats amb DAPI per tenyir els nuclis.

La imatge inferior (fig. 4.19.E), corresponent a 1’analisi del gradient per Western Blot,
mostra que la majoria de proteina de fusid (~64 kDa) és acumulada a la fraccidé F56, i en menor
grau a la F42. D’altra banda, hi ha una part minoritaria de proteina recombinant que roman a la
fraccio soluble (S), la majoria de la qual ha sofert autoprocessament in vivo. El corresponent
immunoblot incubat amb ’anticos contra ECFP donava resultats equivalents, perd amb certa senyal
inespecifica, amb el qual no es varen incloure en aquesta serie de resultats. Si bé observem certa
proteina de fusié en fraccions subcel-lulars solubles, aquesta representa una porcié minoritaria i
podria ser deguda a altres factors relatius a la mida de la proteina de fusié sencera, la solubilitat de
la proteina d’interés fusionada, o la preséncia de la inteina com a linker entre Zera”™ i la proteina
d’interes en qiiestio.

L’estudi comparatiu sobre la capacitat de formacid de cos proteic en abséncia o presencia de
la inteina a la proteina de fusié final, també va ser analitzat mitjancant la transfeccié a cél-lules
CHO, de dues noves construccions amb una altra proteina fluorescent, la DSRED. Aixi, Zera®-
DsRED i Zera®-DnaB-DsRED varen ser transfectades a cél-lules CHO i analitzades 3 dies post-
transfeccid mitjancant microscopia de fluorescéncia mitjangant el filtre adequat per detectar senyal
fluorescent provinent de I’espectre vermell. Els nuclis d’aquestes c¢l-lules varen ser tenyits amb
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) fluorescent, que interacciona especificament amb el DNA.
Tal 1 com podem observar a les imatges 4.19.F 1 4.19.G, ambdues construccions promouen la
formacid 1 acumulaci6 de la proteina recombinant en estructures de tipus cos proteic similars, sense
distincions significatives en nombre 1 mida.

Amb el conjunt de resultats obtinguts i mostrats a la figura 4.19, podem concloure que la
introducci6 de la inteina SspDnaB a les proteines de fusié Zera®™ no altera la capacitat de formaci6
de cos proteic, presentant una densitat i forma tipiques d’altres proteines de fusi Zera” expressades
en cel-lules CHO. Aquest fet va ser constatat amb tres tipus de proteines d’interes diferents: hGH,

ECFP i DsRED.

Obtencié de hGH recombinant a partir de la fusié de Zera®-DnaB-hGH acumulada en
cossos proteics de cél-lules CHO.

Un cop establert que la fusiéo Z-DnaB-hGH s’acumula en estructures de tipus cos proteic en
cel-lules CHO, els esforgos es varen centrar en la recuperacio de la proteina recombinant mitjangant

I’aillament 1 solubilitzacio dels cossos proteics.

137



Resultats

L’aillament de cossos proteics es va dur a terme per centrifugaci6 directa a 1500g, durant 10
minuts a 4°C, seguint el protocol posat a punt en el primer apartat de resultats d’aquest treball.
Sobre aquest sediment, es varen provar diferents condicions de solubilitzaci6 per estudiar les
compatibilitats d’alguns detergents amb [’activitat de la intetna (fig. 4.20). Els agents solubilitzants
que es varen emprar foren: Triton X-100 0,5%, SDS 0,1%, NDSB 195 (Non-Detergent
SulfoBetaine) 1mM, i Triton X-114 5%, tots ells en un tampo Tris 20mM pH 8.5, NaCl 200mM,
EDTA 1mM, i TCEP ImM. Per permetre una desagregacid i solubilitzacié eficient, les mostres
varen ser incubades a 37°C durant 2 hores. Després, i per tal de permetre la inducci6 de
I’autoprocessament, les mostres varen ser dialitzades durant 16 i 48 hores contra el tampd

d’induccid6 del tall: Tris-HC1 20mM pH 7.02, NaCl 200mM, EDTA 1mM, durant 48 hores, a 25°C.

48 hores d’induccid 16h induccié

I i 1
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Figura 4.20. Induccié de I'autoprocessament de Zera®-SspDnaB-hGH provinent de
cossos proteics aillats i solubilitzats amb diferents detergents. Carril 1: Fusié abans
d’induir i solubilitzar (sobrecarregat 4 vegades). Carrils 2 i 3: fraccié soluble i insoluble
(respectivament) de la fusid solubilitzada amb diferents detergents, i induida durant 16 / 48
hores a pH7 i 25°C. Immunoblots incubats amb I'anticos o hGH.

La figura 4.20 ens mostra el resultat de la solubilitzaci6 i1 de la induccid en preséncia de
diferents detergents o agents solubilitzants. El carril 1 correspon al material de partida abans de la
induccid del tall (4 vegades sobrecarregat). Els carrils 2 i 3 corresponen a la fraccid soluble i
insoluble (respectivament) després de la induccio de I’autoprocessament. La fraccid insoluble que
queda després del tractament amb Triton X-114, no s’ha pogut resoldre en el gel de SDS-PAGE
degut a I’excés de detergent present a la mostra. La banda inferior de 22 kDa correspon a la
mobilitat electroforética esperada per a la hGH alliberada. La deteccio d’aquest producte en la
fraccid soluble només va donar-se en els tractaments de solubilitzacié en preséncia de SDS 1 Triton
X-114. Tenint en compte que la llargaria d’ambdos processos d’induccio foren diferents, 1’aparicid
del producte processat fou major en presencia de Triton X-114. Aquest fet indica que 1’activitat de

la inteina pot veure’s alterada amb pretractaments de solubilitzaci6 diferents. Es important recalcar
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que la conformacié que adopta la inteina és essencial per a desencadenament de les reaccions
implicades en I’splicing proteic.

El calcul de I’eficiéncia de 1’autoprocessament fou determinat a partir de les intensitats de
les bandes corresponents a les mostres induides 1 no-induides titrades en un gel SDS-PAGE 1
analitzades per Western Blot amb anticos anti-hGH (imatge no mostrada). La imatge fou processada
1 quantificada mitjangant el programari QuantityOne (BioRad). El percentatge d’autoprocessament
fou calculat a partir de la relaci6 entre el producte d’autoprocessament (hGH) i la proteina de fusid
precursora (no induida). Com a resultat, varem obtenir una eficiencia proxima al 5% en les
condicions en les quals haviem emprat SDS per solubilitzar els cossos proteics. Pel cas del Triton
X-114, els valors d’eficiencia de tall obtinguts foren del 16%. Lluny de ser un valor aplicable a un
procés de produccid cost-efectiu, una explicacio a aquests baixos rendiments radica en la sensibilitat
que presenta aquesta inteina pels residus adjacents al lloc d’autoprocessament (Mathys et al., 1999 1
IMPACT"-TWIN versi6 1.4- NEB).

Per tal d’assegurar-nos que la hGH processada no fou producte d’un processament
inespecific degut a ’accid d’altres proteases, es va dissenyar una construccio amb una inteina
SspDnaB no processable. Amb aquesta finalitat, I’Asn 154 crucial per I’auto-excissid, va ser
substituida per un residu Ala mitjancant mutagenesi dirigida per PCR. Tal i com esta descrit en la
literatura, aquesta substitucido permet inhibir completament el processament a C-terminal de la
intetna (Mathys et al., 1999). La construccid resultant Z-(N154A)DnaB-hGH fou transfectada en
cel-lules CHO en les mateixes condicions que les emprades per a Z-DnaB-hGH.

Les fraccions de cos proteic aillades per centrifugacié directa a 1500g, corresponents a les
dues construccions: Z-(N154A)DnaB-hGH i Z-DnaB-hGH; varen ser solubilitzades en el tamp6 de
solubilitzacio Tris 20mM pH7, NaCl 200mM, EDTA 1mM, SDS 0,1% 1 TCEP 0,ImM a 37°C,
durant 2 hores. L’activitat de la inteina va ser induida en paral-lel, mitjangant una incubaci6 a 25°C
en agitacio durant 48 hores, de la mostra dialitzada contra el tamp6 d’induccid descrit anteriorment.
Després de la inducci6é de I’autoprocessament, la mostra va ser centrifugada a 16000g durant 10
minuts, i el sobrenedant (1) i el pellet (2) varen ser analitzats per Western Blot amb anticos anti-R8 i

anti-hGH (fig. 4.21).
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Figura 4.21. Efecte de la substituci6 N154A sobre l’activitat de la inteina
SspDnaB. La fraccid de cossos proteics aillats de les dues proteines de fusio: Z-
Dnab-hGH i Z-(N154A)DnaB-hGH varen ser solubilitzades i induides per a
I'autoprocessament de la inteina DnaB. 1 correspon a la mostra soluble i induida i 2 a
la mostra insoluble i induida. Western Blot utilitzant anticossos contra R8 (esquerra) i
hGH (dreta).

Tal i com podem observar en aquesta figura, ambdues proteines de fusid varen ser
solubilitzades, perd només la fusid contenint la forma activa de la inteina (Z-DnaB-hGH) va ser
capa¢ d’autoprocessar-se 1 promoure 1’alliberament dels productes hGH 1 Z-DnaB. L’abséncia
d’activitat de processament en la mostra contenint la proteina de fusi6 mutada (Z-(N154A)DnaB-
hGH), demostra que 1’autoprocessament observat per a Z-DnaB-hGH és degut a una activitat
especifica de la inteina, i no degut a la preseéncia d’una activitat proteasa endogena co-purificada
durant I’aillament de cossos proteics.

Podem concloure, per tant, que la inteina SspDnaB resulta activa quan forma part de
proteines de fusié Zera® expressades en cél-lules CHO.

Tot 1 aixi, per tal de valorar el seu potencial respecte altres sistemes de processament
existents, els nivells d’expressio assolits en aquest hoste no foren suficients per a prosseguir amb les
segiients etapes necessaries per a obtenir el producte pur, i valorar el rendiment del procés. Per
aquesta rad, i arribat a aquest punt, fou necessaria la cerca d’altres sistemes d’expressio alternatius
que permetessin nivells d’acumulacié superiors.

Expressio de proteines de fusio Zera-DnaB-hGH en cél-lules d’insecte Sf9

L’interés del segiient estudi fou el de determinar ’activitat autocatalitica de la inteina
SspDnaB en c¢l-lules d’insecte, concretament de la linia cel-lular Spodoptera frugiperda 9 (Sf9), en
el qual s’assoleixen elevats nivells d’expressid mitjangant la seva infeccidé per baculovirus
recombinants.

La seqtiencia que codifica per la proteina de fusié Z-DnaB-hGH, va ser clonada en el vector

pBacPak8, en una regio no essencial per a la replicacio del baculovirus, corresponent al gen de la

polihedrina. A partir de la transferéncia del DNA d’interés en el genoma viral, es varen preparar
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stocks de virus recombinant mitjancant técniques d’amplificacié de virus, descrites en I’aparat de
materials i metodes. Posteriorment a la titulacié d’aquest virus, el monitoratge de 1’expressio de la
proteina recombinant es va realitzar mitjangant el seguiment de 1’expressio a diferents hores post-
infeccid 1 diferents MOI (Multiplicity Of Infection), per Western Blot amb anticos anti-hGH (fig.
4.22).

A la fraccid cel-lular corresponent a cel-lules Sf9 infectades amb baculovirus recombinant
Z-DnaB-hGH, detectem una banda immunoreactiva predominant corresponent a la mida de la fusio6
sencera (56 kDa), i una banda de mida inferior amb una mobilitat electroforética corresponent a

hGH (22kDa).
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Figura 4.22 Expressio proteica de Zera®-SspDnaB-hGH a
cél-lules d’'insecte (Sf9) infectades amb baculovirus
recombinant. Immunoblot amb I'equivalent a 0,5 pg de proteina
total per a cada extracte, a diferent MOI i hores post-infeccid.
Deteccié mitjangant anticos contra hGH.

Tal 1 com podem observar a la figura 8, la preséncia d’autoprocessament in vivo és més
evident a mesura que augmenta el temps post-infeccid. Tot 1 que la proporcié de hGH processada és
molt minoritaria, a I’hora de establir les millors condicions d’expressid, varem considerar la
condicié amb millors nivells d’acumulacié i menor preséncia d’autoprocessament in vivo. Aquest
estudi es va portar a terme mitjangant analisi densitometric per Quantity One (BioRad) sobre totes
les bandes immunoreactives, amb el qual es varen poder fixar les condicions de produccié de Z-
Dnab-hGH a MOI 5 i 72 hores post-infeccio.

Un cop establertes les condicions de produccio de Z-DnaB-hGH a c¢l-lules S9, la segiient
comprovacid va centrar-se en la localitzacié i capacitat d’acumulacié d’aquesta proteina
recombinant en cossos proteics heterolegs.

La figura 4.23 correspon a la imatge obtinguda per microscopia confocal de cel-lules Sf9

infectades amb la proteina de fusio, fixades i incubades amb 1’anticos primari anti-hGH i secundari
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Alexa Fluor® 488. La imatge de 1’esquerra correspon a la projeccio global de les seccions dptiques
d’Ipm d’una de les cél-lules infectades. A la dreta trobem la imatge correlativa obtinguda per

microscopia de contrast d’interferéncia diferencial (DIC). La senyal fluorescent detectada, ens

indica la localitzacid de la proteina recombinant Z-DnaB-hGH en estructures de tipus cos proteic de

f

mida aproximada a 0,5um.

Figura 4.23. Analisi de l'acumulaci6 de Zera®-SspDnaB-hGH en cél-lules Sf9
mitjangant microscopia confocal de fluorescéncia. Projeccié total de seccions d’ilum
corresponents a la immunocitoquimica realitzada amb anticos contra hGH (esquerra). Imatge
correlativa obtinguda per microscopia DIC (dreta).

Per tal de determinar la densitat dels compartiments que acumulen Z-DnaB-hGH en
cél-lules S, es va procedir a realitzar un gradient de densitat Optiprep . Aquest compost esta
basat en una soluci6 de lodixanol que permet mantenir 1’osmolalitat evitant que la diferéncia de
soluts pugui malmetre 1’estructura dels compartiments intracel-lulars. Aixi, I’homogenat cel-lular es
va resoldre en un gradient discontinu amb coixins del 10, 18, 26, 32 i 50 % d’lodixanol (p/v).
Després de dues hores d’ultracentrifugacid, volums equivalents de les interfases resultants, varen
ser analitzats per Western Blot amb antiserum de hGH (fig. 4.24.A). Els resultats ens mostren que la

majoria de la proteina de fusié recombinant es troba a una fraccié densa del gradient (F32 —

1.19g/cm’), corresponent a la densitat tipica dels cossos proteics naturals.
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Figura 4.24. Procés de recuperacio de cossos proteics Zera®-SspDnaB-hGH per
gradient de densitat i centrifugacio directa. A: Immunoblot de les interfases del gradient
de densitat (anticos contra hGH). 1 correspon a I'homogenat d’entrada al gradient. 2 al
sobrenedant. 3, 4, 5, i 6, corresponen a les interfases amb el percentatge de iodixanol F18,
F26, F32 i F50, respectivament. 7 correspon al pellet del gradient, format majoritariament per
debris cel-lulars. B: Tincid per nitrat de plata del procés sencer de recuperacido de cossos
proteics fins a solubilitzacié. H correspon a I’'homogenat cel-lular de partida. S1 al sobrenedant
resultant de la baixada de cossos proteics per centrifugada directa, P1 correspon a la fraccio
de cossos proteics. S2 i P2 corresponen al sobrenedant i pellet, respectivament, de la
solubilitzacié dels cossos proteics C: Analisi del downstream per WB amb anticos contra hGH.

Obtencié de hGH recombinant a partir de Zera®-DnaB-hGH en cél-lules d’insecte Sf9.

Aquest nou sistema d’expressio basat en cel-lules d’insecte permetia la formaci6 i
acumulacio de proteines de fusid Zera® en estructures tipiques de cos proteic amb uns nivells
d’acumulacié superiors als obtinguts en cel-lules CHO. Tot i aixi, les etapes relatives a la
recuperacid de la proteina d’interés havien de ser posades novament a punt, ja que 1’elevada
preséncia de baculovirus (10°-10° ml™) provocava que I’entorn sobre el qual s’havia de purificar la
proteina recombinant, contingués elevades quantitats de proteines viriques 1 DNA addicionals
(Bernard et al., 1996).

Aixi, per a les etapes d’homogenitzacio cel-lular i aillament de cossos proteics, es varen
emprar eines de cisellament mecanic combinades amb detergents per tal de recuperar el maxim de
proteina recombinant, amb la minima preséncia de contaminants.

Els resultats obtinguts aplicant el procés de downstream posat a punt per a cel-lules Sf9
infectades foren excel-lents, sobretot tenint en compte el grau d’enriquiment obtingut durant les
dues etapes principals recuperacio proteica: aillament i solubilitzacid de cossos proteics (fig.
4.24 B).

La figura 4.24.B 1 C ens mostra el resultat d’aplicar el procés de downstream descrit en
I’apartat de materials i metodes per a la proteina de fusié Z-DnaB-hGH en cel-lules Sf9. En la
primera etapa corresponent a la recuperacioé de cossos proteics, observem certa perdua de proteina
de fusid en el sobrenedant (S1). Aquesta proporcio de proteina de fusio expressada en la fracciod

soluble no arriba a acumular-se en cos proteic. La fraccié de cos proteic, altament enriquida, fou
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solubilitzada facilment en preseéncia de detergent deoxicolat 0,75% 1 de DTT 10mM, durant una
hora, a temperatura ambient. Els carrils corresponents a S2 i P2 son resultat de separar la fraccid
soluble i insoluble (respectivament), després de 1’etapa de solubilitzacio.

Un cop varem obtenir la proteina de fusid soluble, varem procedir a les primeres proves
d’induccié del processament mitjangant un canvi de pH. El primer contratemps amb qué varem
topar, va ser la insolubilitat que presenta el deoxicolat a valors de pH inferiors a 7,5. Aquest
detergent ionic de tipus sal biliar, interacciona fortament amb les proteines impossibilitant la seva
extraccio total del de la mostra solubilitzada. La cerca d’agents de solubilitzacio alternatius tals com
els detergents Triton X-100, Triton X-114 i1 SDS varen donar resultats desfavorables de
solubilitzaci6 (dades no mostrades). Davant d’aquesta nova situacid, la Gnica possibilitat disponible
fou DI’extraccio del deoxicolat per diferents métodes basats en el bescanvi de tampd, com les
columnes dessaladores PD-10 (GE-Healthcare), la dialisi o la dilucié de la mostra; tots ells amb un
tampo compatible amb 1’activitat de la inteina SspDnaB: Tris 50mM pH 7, NaCl 300mM, EDTA
ImM. De nou, ens varem trobar com a resultat amb una mostra insoluble, i per tant, amb una
induccié del tall minima o nul-la (dades no mostrades).

L’addicié de components estabilitzadors com el glicerol, o certes sals, durant el procés de
canvi de tampd a través de la columna dessaladora o la dialisi, tampoc no varen ajudar al
manteniment de la solubilitat de la mostra préviament a la induccié de I’autoprocessament. Per tant,
davant d’aquesta situacio, i tenint en compte que al mateix temps s’estava provant 1’aplicacié d’una
altra inteina induible per a 1’autoprocessament de proteines de fusid, es va considerar oportu centrar
els esforcos en la optimitzacid de les condicions d’activitat de la inteina MxeGyrA, en tres sistemes

d’expressi6 diferents.

Inteina MxeGyrA

El primer sistema de purificacié basat en inteines fou comercialitzat per New England
Biolabs mitjangant un sistema d’expressid procariota en el qual s’utilitzaven inteines
d’autoprocessament induible per tal de separar la proteina d’interés del domini d’afinitat CBD.
D’entre les inteines utilitzades mitjangant aquest sistema, MxeGyrA ¢€s una inteina modificada
induible en condicions reductores. Provinent d’una DNA girasa de Mycobacterium xenopi (Telenti
et al., 1997), aquesta inteina de 21kDa, conté 198 aminoacids dels quals els residus Cysl 1 Asn198
resulten essencials per al splicing proteic.

La inteina utilitzada en el segiient estudi presenta una substitucio N198A per tal de bloquejar
el processament a C-terminal, mantenint-lo a N-terminal en preséncia d’agents reductors. Per tant,
la utilitzacié de la inteina MxeGyrA aplicada a la tecnologia Zera® suposa el posicionament de la

proteina d’interés hGH a N-terminal, i del domini Zera® a C-terminal.
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L’estudi es va centrar en ’analisi de ’acumulacié de la proteina de fusi6 hGH-GyrA-Z en
tres hostes cel-lulars d’expressio diferents: cél-lules de mamifer CHO, cél-lules d’insecte S19, i
planta de tabac N. benthamiana.

Com en el cas de la inteina SspDnaB, el gen que codifica per la inteina MxeGyrA va ser
adquirit comercialment a partir del vector pTWIN1 de NEB (New England Biolabs). Mitjancant
I’amplificacié d’aquest gen per PCR, es varen introduir les dianes de restriccid necessaries per a la

construccid corresponent a la proteina de fusié hGH-GyrA-Z.

Expressio de proteines de fusio hGH-GyrA-Z en cel-lules CHO

La seqiiencia codificant per la proteina de fusi6 hGH-GyrA-Z va ser clonada en el vector de
transferéncia pcDNA3.1 per a la transfeccio transitoria de cel-lules de mamifer CHO adherents. Els
analisis d’expressio es varen realitzar a 3 dies post-transfeccid mitjancant immunoblot sobre Sug
d’extracte proteic total (fig. 4.25). La figura 4.25.A mostra el resultat de la immunodeteccio per
Western Blot del medi i I’extracte cel-lular mitjangant anticos anti-hGH.

Tal 1 com haviem observat en el cas de la inteina SspDnaB, detectem una banda
corresponent a la proteina de fusio sencera (58 kDa) a la fraccid cel-lular, mentre que a la fraccio
corresponent al medi de cultiu detectem la banda corresponent a hGH (22kDa) que ha estat
autoprocessada i secretada in vivo. Les mateixes mostres analitzades amb anticos contra R8 (fig.
4.25.B), mostren que tota la proteina recombinant immunoreactiva per al domini Zera®, es troba
exclusivament a la fraccio cel-lular, on detectem tant la proteina de fusio sencera, com el producte

d’autoprocessament in vivo format per GyrA-Z (35kDa).
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Figura 4.25. Expressié transitoria de hGH-GyrA-Z en
cel-lules CHO transfectades. A: Immunoblot utilitzant
I’'anticos contra hGH B: Incubat amb anticos contra R8. El carril
1 correspon a la fraccié del medi, i el carril 2 a 5ug d’extracte
proteic total.
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L’estudi sobre la localitzaci6 subcel-lular de la proteina recombinant fou determinant per tal
de conéixer el patré6 d’acumulacié de la proteina de fusié amb el domini Zera® posicionat a C-
terminal. Com a les vegades anteriors, ’analisi es va dur a terme mitjangant técniques
immunocitoquimiques i de fraccionament subcel-lular per gradient de densitat (fig. 4.26). Tal i com
mostra la imatge corresponent a 1’analisi del gradient de densitat per Western Blot incubat amb
anticos anti-hGH (fig. 3.26.A), la majoria de la proteina de fusid és acumulada a una de les
fraccions més denses del contigut cel-lular (F56), corresponent a la densitat de 1,22 g/em’ de
compartiments com els cossos proteics.

Com ja s’havia observat amb la inteina SspDnaB i amb la construccié control (sense
inteina), una petita part de la proteina de fusié roman soluble i no forma cos proteic, cosa que podria
reflectir el caracter soluble que presenta la hGH, 1 que en menor grau pot induir a mantenir soluble a

tota la proteina de fusié de la que forma part.
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Figura 4.26. Cossos proteics recombinants de hGH-GyrA-Z. A:Gradient de densitat de
sacarosa. Immunoblot incubat amb anticos contra PI1. H correspon a l'extracte cel-lular de
partida. S: sobrenedant. F35, F42 i F56 corresponen a les interfases del gradient, amb el
precentatge de sacarosa de cada una de les fraccions. P correspon al pellet del gradient. B:
Immunofluorescéncia de cél-lules CHO transfectades amb hGH-GyrA-Z. Incubacié amb anticos
contra hGH. Imatges obtingudes per microscopia de fluoresceéncia. Alguns cossos proteics
estan marcats amb fletxes.

La localitzaci6 cel-lular de la proteina hGH-GyrA-Z també va ser determinada per
immunocitoquimica sobre c¢l-lules adherents transfectades. La figura 4.26.B mostra algunes de les
imatges obtingudes per microscopia de fluoresceéncia, en les quals hi podem detectar senyal
fluorescent provinent d’estructures tipiques de cos proteic. A la imatge superior d’aquesta figura,
podem diferenciar un patré d’acumulacié diferent en cada una de les cel-lules identificades,
presentant cossos proteics de mida i concentracid diferent. Una de les hipotesis que explicaria
aquesta variabilitat en el patré d’acumulacié de proteina recombinant, podria raure en els diferents

estadis de formaci6 en que es troben els cossos proteics heterolegs de cel-lules diferents. Tot i que
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el procés de formacid i agregacid de cossos proteics no €s completament conegut, es té¢ constancia
de la mida creixent que van adquirint els cossos proteics al llarg dels diferents estadis de formacid
(Conley et al. 2009). Una possible explicacio de I’augment de mida d’aquestes estructures podria
donar-se mitjangant la fusidé de cossos proteics de mida més petita, que resulten en la formacid de
agregats més grans.

Demostrada I’acumulacié de la proteina de fusid en cossos proteics densos, el segiient
objectiu es va centrar en la seva solubilitzacio i en la induccio de 1’autoprocessament per alliberar
hGH nativa.

Donat que tant la solubilitzacid, com la induccid del tall per la inteina MxeGyrA tenen lloc
en condicions reductores, ambdues etapes es dugueren a terme simultaniament, amb el conseqiient
estalvi d’etapes intermedies dins del procés global de downstream.

Per tal d’obtenir el millor rendiment possible en els processos de solubilitzacid i
autoprocessament de la proteina de fusid, es va realitzar un cribatge de condicions amb diferents
additius. La figura 4.27.A mostra I’analisi de I’efecte d’algunes d’aquestes variables, com la
preséncia o abséncia d’agent reductor i I’efecte de diferents detergents solubilitzants. Part de la
mostra de partida va ser analitzada préviament a 1’etapa de solubilitzacid/autoprocesament, per tal
de controlar I’efecte produit per ’aplicacid de cada variable en concret (carrill). Al cap de 16 hores
de solubilitzacid/induccié del tall a 25°C, les mostres foren centrifugades per separar la fraccid
soluble (carril 2) de la insoluble (carril 3), i analitzades per Western Blot. En 'immunoblot de la
figura 4.27.A, comprovem que 1’abséncia d’agent reductor i detergent, mantenen els cossos proteics
insolubles 1 sense autoprocessar. Aquest control negatiu fou necessari per tal de controlar que
I’agent reductor present en el tampo de carrega SDS-PAGE no promogués la induccio del tall,
donant com a resultat un fals positiu.

La presencia d’agent reductor (50mM  MESNA) en el tampo de
solubilitzacid/autoprocessament dels cossos proteics, promou la solubilitzacid de bona part de la
proteina de fusid, aixi com la induccid del processament, amb alliberament de hGH. Aquest fet posa
en evidéncia la necessitat de trencar els enllagos disulfur entre les cisteines del domini Zera®™, per tal
de solubilitzar els cossos proteics.

La presencia addicional de detergent en el tamp6 de solubilitzaci6 afavoreix notablement la
solubilitzaci6 de la proteina de fusi6. El detergent no-idonic Triton X-100 en preséncia d’agent
reductor és el que dona més bons resultats en termes de solubilitzacid 1 induccio de
I’autoprocessament de hGH-GyrA-Z. Probablement, la preséncia d’una part de hGH processada en
el material de partida sigui degut a I’efecte immediat del surfactant combinat amb la de I’agent
reductor sobre la solubilitzacid dels cossos proteics. El tractament amb detergent ionic SDS permet

una solubilitzacié completa dels cossos proteics, perd 1’activitat de la inteina no es veu induida
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malgrat la presencia d’agent reductor. Una possible explicacidé a aquest fet podria raure en qué
aquest detergent afecta a la conformacio nativa de la proteina de fusio, i el desplegament no permet
que s’activi la reaccidé nucleofilica que inicia 1’autoprocessament. Finalment, el tractament amb
sulfobetaina NDSB195 presenta un efecte solubilitzant minvat respecte els altres tractaments. La
proteina de fusid es troba repartida equitativament entre les fraccions soluble i insoluble, pero a
més, es detecta certa degradacio proteica durant la incubacid a temperatura ambient, com indica la
devallada en la intensitat de la banda respecte el material de partida. Un fet observable en qualsevol

dels tractaments, és que la hGH digerida es manté en la fraccio soluble (no precipita), el qual

suposa un indici de que el seu plegament és estable.

en presencia de diferents concentracions d’agent reductor (fig. 4.27.B). En aquest cas, es varen

realitzar tractaments amb agent reductor DTT. Els cossos proteics aillats per centrifugacio, es varen
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Figura 4.27. Inducci6 de I'autoprocessament de l'inteina MxeGyrA en diferents
condicions de solubilitzacié i quantitats d’agent reductor. A: Cossos proteics
aillats i solubilitzats amb diferents agents solubilitzants, i en preséncia/abséncia d’agent
reductor 50mM MESNA. B: Induccié del tall a diferents concentracions d’agent reductor
DTT. C: Induccid del tall optimitzat amb les millors condicions de solubilitzacié (Triton
X-100 0,5%) i concentracid6 d’agent reductor (50mM MESNA). Carril 1: Mostra de
partida de cossos proteics préviament a la solubilitzacid i induccié del tall. Carrils 2 i 3:
fraccions soluble i insoluble (respectivament) de la proteina de fusié després d’una
induccié de 16 hores a temperatura ambient, en cada una de les condicions indicades.
Immunoblots incubats amb I'anticos o hGH i o R8.

La inducci6 de I’autoprocessament mediat per la inteina MxeGyrA també es va dur a terme
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solubilitzar en presencia de Triton X-100 0.5%, 1 de diferents quantitats d’aquest reductor: OmM,
40mM 1 200mM. La casa comercial recomana induir el tall en preséncia de 40mM DTT, pero també
varem voler determinar 1’efecte d’un excés de DTT sobre I’activitat de 1’autoprocessament. El
resultat ens indica que s’obté una major proporcid de producte autoprocessat en preseéncia de
200mM DTT. Tot i aixi, aquesta concentracio tant elevada d’agent reductor desestabilitza la
conformacid i naturalesa de moltes proteines que presenten interaccions de tipus pont disoftre, 1 per
tant, no és recomanable aplicar-1’ho com a protocol estandard.

Per tal de fer una primera estimacié del percentatge de tall obtingut a partir de la
induccié de 1’autoprocessament d’aquesta proteina de fusio, es varen solubilitzar i induir cossos
proteics aillats per centrifugacié a 1500g, en presencia de Triton X-100 0,5% i MESNA 50mM. La
induccid del tall es va dur a terme durant 16 hores a 25°C seguint les instruccions estandarditzades
que ofereix la casa comercial. El resultat d’aquesta solubilitzacid 1 inducci6 del tall es mostra a la
figura 4.27.C. El carril 1 correspon a la mostra de partida abans de la solubilitzacio 1
I’autoprocessament. Els carrils 2 1 3 corresponen a la fraccid soluble i insoluble (respectivament) de
la mostra després de la induccio del tall/solubilitzacio.

Per tal de determinar I’eficiencia de 1’autoprocessament induit mitjancant aquest ultim
tractament, es va procedir a la quantificacid de la intensitat de les bandes corresponents a hGH
lliure, mitjangant 1’analisi densitomeétric que ofereix el software QuantityOne (BioRad). Segons
aquest analisi, 1 agafant com a referéncia un valor del 100% per al material de partida, obtenim un
percentatge de tall proxim al 45%.

Malgrat que aquests valors preliminars indiquen un processament Optim per a la seva
aplicacio en processos de produccio de proteines recombinants a gran escala, els nivells d’expressid
assolits en aquest sistema requerien d’un analisi per Western Blot per tal de poder detectar la hGH
sintetitzada, indicant que aquest hoste basat en c¢l-lules CHO, no fou el ideoni per desenvolupar la

produccid de hGH fins a les etapes finals de purificacio.

Expressio de proteines de fusio hGH-GyrA-Z a cél-lules d’insecte Sf9

Per tal de poder millorar els valors de produccié de hGH-GyrA-Z, ens varem proposar la
seva sintesi mitjangant el sistema d’expressid6 de baculovirus (BEVS) en cultius de cél-lules
d’insecte.

A través de la infeccid de cel-lules d’insecte amb baculovirus recombinant s’obtenen elevats
nivells d’acumulacid, sobretot de proteines intracel-lulars.

El gen que codifica per hGH-GyrA-Z va ser clonat en el vector de transferéncia pBacPak8
per tal de permetre la co-transfeccio de baculovirus mitjancant el sistema FlashBac (OET) descrit en

I’apartat de material i metodes. Un cop el DNA d’interés va ser inserit en el genoma viral, el
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baculovirus recombinant va ser utilitzat per a la infeccio de c¢l-lules de la linia cel-lular d’insecte
S19. El seguiment i valoracid dels nivells d’expressi6 de la proteina recombinant varen ser analitzats
per Western Blot sobre extractes cel-lulars (0,5ug proteina total) i sobre les fraccions del medi
corresponents, a diferents hores post-infeccid 1 emprant diferents graus de viruléncia regits per la
MOI (Multiplicity Of Infection). Tal 1 com es pot observar a la figura 4.28, en totes les fraccions
cel-lulars detectem una banda immunoreactiva amb [’anticos contra hGH, que correspon a la
proteina de fusi6é sencera (58 kDa), i una doble banda de mida inferior (~22 kDa) que podria
correspondre a variants de diferent mida de hGH autoprocessada in vivo. Aquest patr6é de bandes de

hGH sera analitzat 1 detallat en apartats posteriors.
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Figura 4.28. Expressiéo de hGH-MxeGyrA-Zera en cél-lules Sf9 infectades a diferents
MOI i analitzades a diferents hores post-infeccié. A. Extractes cel-lulars (0,5ug de
proteina total) B. Fraccions corresponents al medi, excepte (*) que correspon a la fraccid
cel-lular MOI 10. Immunoblots incubats amb |'anticds anti-hGH.

L’immunoblot corresponent a la figura 4.28.A mostra diferéncies importants d’expressid
entre les condicions de produccio testades. Els criteris que varen ser considerats per tal de definir
les millors condicions de produccié de proteina recombinant es centraren en la maxima acumulacio
de proteina de fusié 1 la minima presencia de producte d’autoprocessament in vivo. L’analisi
densitometric de la intensitat de senyal detectada per a cada un dels extractes, va revelar que les
millors condicions de produccio tenien lloc a MOI 5 i MOI 2, a 72 hores post-infeccid. A la figura
4.28.B, hi trobem representats els nivells de proteina recombinant presents en el medi de cultiu
carregat per equivalents de volum repecte els extractes cel-lulars de la figura 4.28.A. Les pérdues en
aquesta fraccio son considerables pero, tenint en compte 1’estat integral de les cel-lules infectades,
resulta normal que part de la proteina sigui alliberada en el medi cel-lular.

L’acumulacio de la proteina de fusidé recombinant a I’espai intracel-lular va ser determinada,

com en ocasions anteriors, mitjancant gradient de densitat i immunofluorescéncia sobre cé¢l-lules

S19 infectades.
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Figura 4.29. Gradients de densitat de iodixanol (Optiprep™) a diferents hores post-
infeccié de ceél-lules infectades amb hGH-GyrA-Z. A. Immunoblots incubats amb anticos a
hGH. B. Analisi del subfraccionament cel-lular per tincié del gel SDS-PAGE amb nitrat de plata.
1 correspon a l'extracte cel-lular de partida. 2 al sobrenedant. 3, 4 i 5 corresponen
respectivament a F26, F32 i F50: les interfases del gradient, amb el precentatge de iodixanol
de cada una de les fraccions. 6 correspon al pellet del gradient.

La figura 4.29.A mostra el resultat de 1’aplicacié de diferents homogenats cel-lulars
recol-lectats a diferents dies post-infeccidé en un gradient discontinu de densitat de lodixanol
(Optiprep ). Segons els immunoblots corresponents, podem concloure que la majoria de proteina
de fusid es troba acumulada a les fraccions subcel-lulars més denses (interfases F42 i F56) des de
les etapes més primerenques de la infeccid. La figura 4.29.B correspon a I’analisi per impregnacid
de nitrat de plata del gel SDS-PAGE corresponent al gradient de densitat, a partir de ’homogenat
cel-lular a 3 dies post-infeccid. Tal i com podem observar, el subfraccionament cel-lular 1 la
separacio proteica per densitat van resultar satisfactoris. L’enriquiment obtingut en la fracci6é densa
F56, revela la nitidesa amb la qual podem identificar les bandes de mida corresponent a la proteina
de fusié hGH-GyrA-Z, 1 al producte d’autoprocessament GyrA-Z.

Els resultats de la immunocitoquimica realitzada amb 1’anticos contra hGH es troben
representats a la figura 4.30, la qual mostra les imatges de les projeccions globals de diferents
cel-lules observades per microscopia confocal en seccions de 1um. Les imatges mostrades a la part
superior de la figura corresponen a 1’observacio de cel-lules Sf9 no infectades, que han sofert el
mateix tractament durant la immunodetecci6 de les cel-lules infectades. Les dues imatges inferiors

mostren una clara acumulacid de la proteina recombinant immunoreactiva per a hGH, en estructures

de tipus cos proteic de mida variable compresa entre els 0,11 0,5 pm.
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igura 4.30. Immunofluorescéncia de cél-lules Sf9 infectades
amb hGH-GyrA-Z. Les imatges superior correspon a cél-lules Wt

no infectades. Incubaci6 amb anticos contra hGH. Imatges

obtingudes per microsopia confocal de fluorescéncia (dreta), i les

imatges de contrast correlatives, obtingudes per DIC (esquerra).

Recuperacié de la proteina de fusi6 hGH-MxeGyrA-Zera® acumulada en cossos
proteics heterolegs de cel-lules d’insecte Sf9.

Les condicions de recuperacié de cossos proteics a partir de cel-lules d’insecte infectades ja
havien estat posades a punt amb anterioritat quan haviem estudiat I’acumulacié heterologa de
Zera®-SspDnaB-hGH en aquest sistema d’expressio. El procés global de produccié de hGH, descrit
a la figura 4.31, va ser aplicat en les mateixes condicions per a hGH-MxeGyrA-Zera® excepte en
I’etapa de solubilitzacid i induccid de 1’autoprocessament, etapa en la qual les condicions varen ser
adaptades per tal de permetre un major rendiment de 1’autoprocessament mitjancant 1’addicid de la

quantitat 1 tipus d’agent reductor necessaris.
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hGH-MxeGyrA-Zera®

Infeccio de cél-lules d’insecte
mitjang¢ant sistema BEVS

l

Homogenitzacié HO
SN1 < O 1500g, 10 min
Recuperacié de CPs CPs

l

Solubilitzacié + Induccio del tall | sN sol / Cv hGH

|

P2 < O 16000g, 10 min

l

Dessalacio- Canvi de tampé

l

Purificacio / polishing Rec hGH

Figura 4.31. Diagrama de flux corresponent al procés
de purificacio de hGH expressada com a proteina de
fusio hGH-MxeGyrA-Zera® en COSSO0S proteics
heterolegs provinents de cél-lules d’insecte. HO,
homogenat; SN1, sobrenadant dels cossos proteics; CPs,
cossos proteics; SN sol/ Cv hGH, solubilitzacio i
autoprocessament de hGH; P2, fraccié insoluble; Rec hGH,
proteina hGH purificada.

La figura 4.32 mostra el resultat del procés global de downstream optimitzat fins a
I’obtencié de hGH autoprocessada, préviament a 1’etapa de purificacié final. La primera etapa del
procés, coincidint amb la recuperacid de cossos proteics, va ser realitzada en preseéncia del tampd
Tris 10 mM pH 8, deoxicolat 0.1%, NaCl 1M i CaCl, 2mM, i sotmetent les c¢l-lules a un procés
d’homogeneitzacio mitjangant una breu sonicacid. Després de la centrifugacio a 1500g els carrils 2 1
3 corresponen al sobrenedant i sediment (respectivament) corresponents a 1’etapa de recuperacio de
cossos proteics. Tal 1 com podem observar en la tincido de plata (figura 4.32.B), la fraccio
corresponent a cossos proteics (carril 4) suposa un elevat grau d’enriquiment de la proteina
recombinant en una sola etapa. Malgrat aixo, també observem peérdues importants de proteina

recombinant en la fraccid soluble (SN1), fet que podria ser degut al grau de solubilitat que presenta
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hGH, 1 que podria influenciar en la solubilitat global de la proteina de fusié sencera. Tanmateix, el
control d’aquestes perdues de proteina recombinant és important per tal d’identificar si el seu origen

també pogués tenir relacié amb la posici6 de Zera® a C-terminal.

ng hGH comercial

HO SN1 CPs SN2 P2 20 40 50 60 HO SN1 CPs SN2 P2

' w « 4« hGH-GyrA-Z
¥ w dGyrA-z
< hGH (doble banda)

Figura 4.32. Induccié del tall de hGH-GyrA-Z en condicions reductores. A.
Immunoblot amb incubacié amb anticos contra hGH. B. Tincié en plata de SDS-PAGE.
HO, homogenat; SN1, sobrenedant de cossos proteics; CPs, fraccié de cossos
proteics; SN2, sobrenadant de la solubilitzacié/autoprocessament; P2, fraccio
insoluble després de la solubilitzacié/autoprocessament.
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La solubilitzacié i la induccié de 1’autoprocessament van portar-se a terme simultaniament,
aprofitant que les condicions reductores servien tant per solubilitzar cossos proteics com per induir
el tall promogut per la inteina MxeGyrA. Els cossos proteics aillats van ser incubats en un tampd
Tris 20mM pH 8, deoxicolat 2% 1 DTT 100mM, durant 16 hores a 25°C. Per ultim, una
centrifugacié a maxima velocitat, va permetre la separacio de la fraccio soluble de la insoluble. Els
carrils 3, 4 1 5 formen part de 1’analisi d’aquesta etapa i corresponen a la mostra de partida de la
solubilitzacio (carril 3), la fraccid soluble post-induccié de 1’autoprocessament (carril 4); 1 la fraccid
insoluble (carril 5). El resultat mostra uns bons rendiments assolits, tant pel que fa a ’etapa de
solubilitzacio de cossos proteics, com a la de 1’autoprocessament de la proteina de fusié. En la
posada a punt de les condicions d’autoprocessament de la inteina MxeGyrA, es varen tenir en
compte variables com la temperatura, el temps d’incubacid, pH, detergents i la induccio en
preséncia de diferents agents reductors, essent els resultats mostrats a la figura 4.32 els

corresponents a les condicions optimitzades.

Purificacio de rhGH expressada a cél-lules d’insecte.

Un cop disposavem de la mostra soluble i autoprocessada, per tal d’arribar a obtenir el
producte thGH pur, va ser necessaria I’aplicacié d’una etapa de purificacié d’alta resolucio. Durant
les etapes previes de downstream haviem pogut enriquir considerablement el producte, de forma

que no fou necessaria cap etapa intermedia de purificacid 1 neteja abans de la fase final de
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purificacio. Aquest estalvi en etapes de prepurificacid permet evitar les perdues de producte
d’interes derivades de cada nou pas per columna cromatografica.

Aixi doncs, I’tultima etapa de purificacié va consistir en separar la hGH d’altres proteines
abundants presents en la mostra autoprocessada, tals com la proteina de fusio sencera sense digerir,

1 el producte d’autoprocessament MxeGyrA-Zera (fig. 4.32.B, carril SN2).

Tipus de columna cromatografica RESOURCE 3mL Reverse Phase (GE Healthcare)

Tampo A Ac. acétic./Acetat 10mM pH4 / ACN 2% / B-Me 0,02%

Tampoé B Ac. acétic./Acetat 10mM pH4 / ACN 70% / B-Me 0,02%

Gradient de tampé6 B 50-100% en 10 CV (30mL)

Volum de les fraccions 1,5 mL

Caracteristiques de la mostra 7mL de mostra ‘soluble i au.toprocessada hGH-GyrA-Zera, provinent de
24 milions de cél-lules Sf9 infectades a MOI 5, 72 HPI.

RPC 50 100 10V E1713 091008:10_UV1_215nm — _RPC 50 100 10V E1713 091008:10_Conc —_RPC 50 100 10V E1713 091008:10_Fractions
RPC 50 100 10V E1713 091008:10_lInject
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Figura 4.33. Purificaci6 de hGH processada per RP-FPLC. Cromatograma de la
purificacio de hGH en una columna Resource-RPC de 3mL. Gradient continu de 40 a 70%
d’acetonitril, en 30 minuts (10 CV). Analisi per immunoblot amb anticossos contra hGH i R8.
I: input, mostra d’entrada a la columna. A: Fraccions 6 a 8. B: Fraccions 10 a 14. C:
Fraccions 15 a 20.

155



Resultats

La cromatografia liquida de fase reversa d’alta resolucio, és la técnica de purificacid més
ampliament utilitzada en els processos de produccidé de proteines recombinants (Riggin et al.,
1987). Pel cas de hGH varem utilitzar el sistema basat en RP-FPLC (Reverse Phase- Fast Protein
Liguid Chromatography) acoblat al sistema AKTA Purifier 10.

Com a solvent mobil varem emprar acetat acétic 10mM a pH 4 i acetonitril. Les millors
condicions de separacio van ser obtingudes emprant un gradient continu de 40 a 70% d’acetonitril
en 30 minuts (fig. 4.33). Els tres components principals de la mostra solubilitzada presenten un
patr6 d’elucid diferencial en tres pics destacats (A, B 1 C). L’analisi de tots 3 pics per Western Blot
amb anticossos contra R8 i contra hGH permeten identificar I’elucié de MxeGyrA-Zera en el pic A,
i la de la fusié sencera i el producte hGH en les fraccions del pic C, separades entre elles per 2
fraccions. Pel que fa al pic B, només es pot afirmar que no es tracta de cap producte immunoreactiu
derivat de la proteina recombinant expressada, indicant que es tracta d’algun contaminant que fou
co-purificat en les diferents etapes de downstream. La doble banda de prop de 20kDa identificada
amb D’anticos de hGH en la mostra d’entrada a la columna (inpuf), sembla que coelueix en la
mateixa fraccié del pic C. La validacié i analisi de les dues bandes detectades es discuteix a
I’apartat segiient.

Per tal de valorar I’eficiencia del pas per la columna RPC, es va procedir a un analisi
quantitatiu de la mostra d’entrada respecte el de sortida de la columna. De totes les fraccions on
eluia el producte hGH es va crear un poo/ i se’n varen resoldre diferents quantitats per analitzar per
Western Blot, juntament amb diferents quantitats de material d’entrada a la columna (dades no
mostrades). Els resultats del Western Blot varen ser valorats per densitometria mitjancant el
programa informatic Quantity One (BioRad). De les dades resultants se’n va extreure un valor de
recuperacid del producte hGH del 93,4%, el qual resulta un valor molt satisfactori i competitiu en

qualsevol procés de purificacié de proteina recombinant.

Validacié del producte hGH per espectrometria de masses i seqiienciacié de I’extrem
N-terminal

La preseéncia d’una doble banda de la mida de hGH detectada després de I’autoprocessament
induit sobre cossos proteics de cel-lules d’insecte, va esdevenir un dels objectius principals d’estudi
per tal de caracteritzar-ne la seva causa i origen.

Una de les hipotesis formulades fonamentava 1’aparicié del doble producte degut a
I’activitat proteasa endogena en cel-lules Sf9. En aquest sistema d’expressio hi son descrites una
gran varietat de proteases intracel-lulars que provoquen la degradacid proteolitica extensiva de
proteines recombinants heterologues (Martensen 1 Justesen, 2000; i Grosch i Hasilik, 1998).

Malgrat que en les diferents etapes de downstream s’hi va incorporar la preséncia d’un coctel
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d’inhibidors de proteases d’ampli espectre (Complete — Roche), certa activitat proteasa podria haver
evadit I’efecte inhibidor, i acabar per actuar sobre la proteina recombinant prop del lloc de tall de la
intetna. Per tal de comprovar el possible efecte proteasa, varem induir el processament a partir
d’una proteina de fusié purificada mitjangant RP-FPLC. Per evitar I’autoprocessament durant la
solubilitzaci6 de cossos proteics es va emprar TCEP que actua com agent reductor, perd no trenca
enllagcos ester, amb el qual no promou I’activitat de la inteina. Les fraccions de purificacid
corresponents a la proteina de fusid no autoprocessada varen ser sotmeses a les condicions
d’inducci6 de tall, 1 analitzades per Western Blot per evaluar el patré de bandes obtingut per hGH.
Com a resultat, es va tornar a detectar la doble banda immmunoreactiva, permetent descartar 1’accid
proteasa com a origen del doble producte.

Una altra explicacié d’aquest fenomen podria ser derivat d’un mal processament promogut
per la ineficiencia de ’activitat de la inteina, de manera que promogués 1’autoprocessament en dos
punts diferents de la seqiiéncia d’aminoacids. Aquesta hipotesi va poder ser descartada quan la
mateixa proteina de fusid va ser utilitzada per a la transformacié de plantes de tabac i de cél-lules
CHO (veure resultats dels altres apartats). La induccio de I’autoprocessament en aquests hostes va
donar com a resultat una tinica banda immunoreactiva per a hGH.

Altrament, 1’expressio d’un altre producte d’interés biofarmaceutic com I’EGF (Epidermal
Growth Factor) en la fusi6 EGF-GyrA-Z, també va resultar en ’aparicié d’un doble producte
immunoreactiu per EGF quan haviem induit 1’autoprocessament en preséncia d’agent reductor.
Ambdds factors indiquen que la preseéncia del doble producte era degut a una rad intrinseca del
sistema BEVS en ce¢l-lules d’insecte, i no d’un problema derivat del producte d’interés o de
’activitat propia de la inteina.

A partir d’aquesta d’aquesta informacio, la tercera hipotesi es va basar en la possibilitat d’un
mal processament del peptid senyal durant la co-traduccid del transcrit primari dirigit al reticle
endoplasmatic de la cel-lula d’insecte. Aquest fet ha estat descrit en la literatura per a la produccid
d’altres proteines recombinants mitjancat el sistema BEVS (Ailor, et al. 1999a i b; Jarvis, et al.
1993; Ferrini, et al. 1995), en els quals el denominador comu era 1’obtencié de rendiments limitats
de secrecio de proteina recombinant, i la preséncia d’agregats en ’espai intracel-lular de proteina
recombinant amb el peptid senyal intacte o mal processat. La rad per la qual ocorre aquest fenomen
¢s atribuible a una saturacié de la maquinaria de processament post-traduccional de les cel-lules
d’insecte infectades pel baculovirus.

Per tal de comprovar aquesta hipotesi, 1 tenint en compte que només la proteina ben
processada segueix la via de secrecio, es va realitzar un analisi del patr6 de bandes corresponent a la
hGH que ¢és autoprocessada in vivo 1 secretada al medi. Les cel-lules Sf9 varen ser infectades amb

baculovirus recombinant hGH-GyrA-Z a baixa MOI (3), per tal d’evitar la lisi cel-lular immediata.

157



Resultats

Cada 8 hores es varen recol-lectar mostres del medi de cultiu i del contingut cel-lular per a ser
analitzades en paral-lel per Western Blot. L’estudi va venir acompanyat d’un control de integritat
cel-lular per tincié de cel-lules amb Tripan Blue, per tal d’assegurar que el contingut cel-lular no
s’havia alliberat al medi com a resultat de la lisi cel-lular provocada per la infeccid viral.
Sobrecarregant la fraccié del medi en el gel SDS-PAGE, varem poder detectar 1’aparicié d’una sola
banda en aquesta fraccid, mentre que a la fraccio cel-lular corresponent s’hi detectava la doble
banda. Aquest resultat fou un indici preliminar de que el processament del peptid senyal no era
complet, 1 per tant, la proteina recombinant era acumulada a 1’espai intracel-lular. Per acabar de
comprovar aquest resultat, fou determinant I’estudi de seqiienciacié de 1’extrem N-terminal, de cada
un dels subproductes que representen la doble banda.

Per tal d’aconseguir una separacié minima de les bandes i aixi poder-les sotmetre a 1’analisi
del seu extrem N-terminal, es varen modificar les condicions de purificacid per RP-FPLC referents
a la llargaria (volums de columna) i gradient d’acetonitril aplicades préviament. Es va establir que
les millors condicions de separacid s’obtenien amb un gradient del 40 a 70% d’acetonitril, en 30
minuts (fig. 4.34).
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Figura 4.34. Separacié de les bandes per
RP-FPLC. Condicions: gradient de 40 -70%
acetonitril en 10 volums de columna (30 min).
A i B corresponen a 2 pools diferents de
fraccions de purificacié. C correspon a 20 ng
de hGH comercial.

De forma complementaria, també es varen comencar a utilitzar gels d’electroforesi SDS-
PAGE més resolutius amb un percentatge fix de poliacrilamida al 12,5%, per permetre una
separacid de bandes més eficient. Com a resultat, la figura 4.34 mostra I’analisi de dos pools de
fraccions corresponents a la purificacid dels productes immunoreactius per hGH mitjangant RP-
FPLC. Tal i com podem observar, els pools A i B presenten un total de tres bandes, de les quals
nom¢s la intermitja presenta una migracio equivalent a la hGH comercial (carril C).

Per tal de confirmar la massa de cada un dels subproductes de hGH, es va analitzar una

mostra resultant de barrejar els pools de purificacié A 1 B de la figura 4.34, per MALDI-TOF (fig.
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4.35). En I’espectre resultant varem obtenir tres pics d’intensitat moderada en la regio corresponent
a la massa esperada per hGH (22,2 kDa). La massa de cada una de les tres bandes detectades fou de
21, 22,2 1 23,12 kDa, per tant, només un del subproductes presentava una massa concordant amb la
teorica de hGH, deduida a partir de la seva seqiiencia d’aminoacids. Com resulta evident, els altres
dos productes de massa inferior i superior, presentaven residus delecionats i afegits, respectivament,

respecte la seqliencia de hGH.
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Figura 4.35. Espectre de Masses MALDI-TOF corresponent als subproductes de hGH

purificats a partir de cel-lules d’insecte.

L’estudi complet d’aquesta caracteritzacid conclou amb els resultats de la degradacid
d’Edman aplicada a cada un dels tres productes obtinguts (fig. 4.36). La seqlienciacio dels tres
primers residus de I’extrem N-terminal, indiquen que la banda superior de 23,1 kDa conté una
barreja de dos proteines amb I’extrem que comenga o bé per una Ala (A) o bé per una Leu (L),
seguit per dos residus addicionals que també contenen la mateixa parella d’aminoacids. Com es pot
comprovar a la seqiiencia d’aminoacids corresponent a la proteina de fusid sencera, I’inica regid
abundant en L i A consecutius, es troba a la zona central del péptid senyal, indicant la preséncia
d’un mal processament del peptid senyal per a aquest producte.

La banda intermedia de 22,2 kDa representa un sol tipus de proteina amb un inici de

seqiiencia formada pels residus F-P-T, coincidint amb el de la hGH.
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Per ultim, la banda inferior de 21 kDa esta composta per una proteina la seqiiencia de la qual
comenca amb els residus M-R-V. Aquest inici només coincideix amb el del peptid senyal, posant en
evidéncia 1’abséncia de processament de la seqiiencia senyal. Malgrat que el peéptid senyal es manté
intacte, la mida d’aquesta producte és menor que 1’original, fet que només es podria explicar per la
deleci6 d’un fragment proteic a C-terminal. Tot i que amb aquests resultats no podem explicar la
rad per la qual detectem delecié a C-terminal d’aquest producte, el que si podem concloure €s que
bona part de la hGH produida a Sf9 mitjan¢ant la fusié6 hGH-GyrA-Z, és aberrant degut a 1’abséncia
d’un correcte processament del peptid senyal de la y-zeina. De fet, I’analisi densitometric sobre la
intensitat de senyal provinent de cada una de les tres bandes, han permés determinar la proporcid
mitja de cada un dels tres productes. El producte minoritari (15%) correspon al de la hGH wild type,
mentre que més del 50% suposa el producte amb el peptid senyal mal processat (23,1 kDa), 1 prop

del 30% al producte amb el peptid senyal intacte.
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Figura 4.36. Validacié de les diferents bandes immunoreactives de hGH provinent
de I'autoprocessament promogut per la inteina MxeGyrA a Sf9, per seqiienciacio de
I'’extrem N-terminal. A i B: poo/ de fraccions de purificacié per RP-FPLC. C: 20 ng de hGH
comercial. S’indiquen els resultats obtinguts de la seqlienciacid N-terminal, I'associacio de
cada una a de les bandes a les masses obtingudes en el MALDI-TOF, i la proporcié de cada
una d’elles segons la intensitat de la banda.
Per tal d’intentar solucionar el problema, i1 basat en estudis previs realitzats per Jarvis et al.,
1993; es va voler estudiar la influéncia de diferents peptids senyals en I’expressid i acumulacio de la
proteina de fusio hGH-GyrA-Z a S19.
Tot 1 que no hi ha cap pauta a seguir en 1’eleccio del peptid senyal apropiat, es recomana
utilitzar o bé el propi de la proteina d’interes, o bé un peptid de senyal homoleg del sistema hoste
d’expressio. Per tant, es va provar el peptid senyal especific per la hGH, i un peptid senyal derivat

d’insecte ampliament utilitzat en sistemes de produccio basats en BEVS, corresponent al péptid
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senyal de la prepromelitina d’abella. La figura 4.37 mostra el resultat de tres construccions hGH-
GyrA-Z amb els tres peptids senyals disponibles. Totes les proteines de fusié acumulades a ’espai
intracel-lular de Sf9, varen ser tractades en paral-lel fins a I’etapa d’induccié de I’autoprocessament.
Cada fraccio solubilitzada 1 autoprocessada va ser analitzada per Western Blot, juntament amb
mostres intercalades de hGH recombinant comercial 1 una mostra control de la proteina Z-D4K-
hGH acumulada a Sf9 i digerida in vifro amb enteroquinasa comercial. El resultat ens mostra un
patré de senyal de bandes diferent per cada construcciéo amb peptid senyal diferent. Per a la proteina
de fusio amb el peptid senyal especific de la hGH, observem un marcatge amb mida clarament
superior a la hGH comercial. La proteina de fusié amb el peptid senyal de la melitina, mostra una
patré format per tres productes, dels quals el més predominant correspon a la proteina de mida
inferior. Aquesta banda va ser analitzada per seqiienciacio de 1’extrem N-terminal, donant com a

resultat els residus M-K-F, els quals coincideixen amb I’inici del corresponent peptid senyal.

1. SPgZ: peéptid senyal de la y-Zeina > MRVLLVALALLALAASATS
2. SPhGH: péptid senyal natiu de I'hnGH - MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA
3. SPMe: péptid senyal de la melitina d’abella > MKFLVNVALVFMVVYISYIYA

1 C 2 C 3 C Y4 3

hGH-GyrA-Z
0

40

Z-D4K-hGH

Resultat de la
seqlienciacio
_del N-terminal

M-K-F

Figura 4.37. Efecte de diferents péptids senyal sobre la correcta expressio i
processament del péptid senyal a cel-lules Sf9. 1: peptid senyal de la y-Zeina. 2:
peptid senyal especific de hGH. 3: péptid senyal de la melitina d’abella. C: 20 ng de
hGH comercial. Z: SPgZ-Zera-D4K-hGH expressada a Sf9. Immunoblot incubat amb
anticos contra hGH. S’indiquen els resultats obtinguts de la seqlienciacid N-terminal de
la banda inferior resultat de I'expressié de la construccié amb el peptid senyal de la
melitina.

Podem concloure, per tant, que cap dels péptids senyals emprats en aquest estudi no
permeten un correcte processament del peptid senyal, malgrat si observem un patré de bandes
diferenciat per a cada un d’ells. D’altra banda, la digestié de la proteina de fusié Z-D4K-hGH amb
enteroquinasa comercial, dona com a producte una Unica banda immunoreactiva per hGH que t¢ la
mateixa mida que la hGH comercial, indicant un correcte processament promogut per aquesta
proteasa.

Un altre estudi realitzat per intentar sobrevenir aquest fenomen va consistir en 1’expressio i
acumulacié de hGH-GyrA-Z en diferents linies establertes de c¢l-lules d’insecte, com les Sf21 i les
High Five . Les linies S i Sf21 provenen de la mateixa linia cel-lular IPLBSF-21, derivada de

teixit d’ovari de la fase de pupa de Spodoptera frugiperda, 1 son les més tradicionalment utilitzades
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per a expressio de proteina recombinant. La linia cel-lular High Five  va ser desenvolupada per
I’institut Boyce Thompson (Ithaca- Nova York), a partir de les cel-lules d’ovari d’erugues de la col,
Trichoplusia ni (Granados ef al., 1994; Wickham et al., 1992; i Wickham i Nemerow, 1993). Per a
la realitzacio d’aquest estudi es varen utilitzar per a I’expressio, dues construccions de hGH-GyrA-
Z amb dos peptids senyal diferents: el de la y-zeina, i1 el de la melitina. Els resultats d’aquest petit
cribatge es mostren a la figura 4.38, on els diferents extractes cel-lulars varen ser analitzats per
Western Blot, carregant volums equivalents i incubant la membrana amb anticos contra hGH.
Aquest analisi posa en evidéncia que la manca de correcte processament del peptid senyal
suposa un problema generalitzat en el sistema d’expressié intracel-lular de qualsevol de les linies
cel-lulars d’insecte provades, ja que el producte de I’autoprocessament hGH es troba representat en
tots els casos per un patré multi-banda. Val a dir que aquest fenomen no només va ser observat en
I’expressio d’aquesta proteina de fusio, sind que els mateixos resultats també varen ser obtinguts en

el cas de I’expressio de hGH no fusionada (dades no mostrades).

1 2

H5 Sf9 Sf21 H5 Sf9 C

60

50 hGH-GyrA-2Z
40

30

20 hGH

15

Figura 4.38. Efecte de la utilitzacié de diferents linies
cel-lulars d’insecte sobre la correcta expressiéo de hGH-
GyrA-Z, amb dos péptids senyal diferents. 1: construccié
amb el péptid senyal de la y-Zeina. 2: construcci6 amb el
péptid senyal de la melitina d’abella. C: 20 ng de hGH
comercial. Immunoblot incubat amb anticos contra hGH.

Arribat aquest punt, podem afirmar que el sistema d’expressié basat en la infeccio de
cel-lules d’insecte mitjancant baculovirus recombinant, resulta inadequat per a I’acumulacid
correcta de hGH-GyrA-Z. Com descriurem posteriorment en [’apartat de discussid, altres
alternatives per tal d’intentar assolir un correcte processament del péptid senyal podien haver
esdevingut el focus d’atencid per al seu desenvolupament i estudi, perd com a objectiu prioritari i
immediat es va establir el calcul estimat dels costos de produccié de hGH basats en aquest procés

optimitzable.
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Quantificacioé de la produccié de rhGH en cel-lules Sf9 (hGH-GyrA-Z i Z-D4K-hGH).

Malgrat que 1’autenticitat del producte hGH autoprocessat a partir de la proteina de fusid
hGH-GyrA-Z acumulada en cé¢l-lules Sf9, només es trobava representada en prop d’un 15% del
total de producte digerit, s’ha de tenir en compte que aquest problema no va ser derivat de
I’estrategia de processament emprada, sin6 que les limitacions van esdevenir a nivell de upstream
degut a la saturacié de la maquinaria que intervé en els processos post-traduccionals d’aquest hoste.
Arrel d’aquests resultats, varem considerar rellevant obtenir valors preliminars de quantificaci6 de
cada una de les diferents etapes de downstream, per tal d’estudiar la seva competéncia i1 idoneitat
com a sistema de tall envers als sistemes tradicionals que empren proteases exogenes en aquest
hoste d’expressio.

Per a la quantificacié dels processos de produccié de proteines de fusid Zera® es varen
emprar diferents metodologies, considerant les limitacions de cada una d’elles.

L’analisi densitometric per Western Blot utilitzant com a proteina estandard altres proteines
de fusi6 Zera® préviament quantificades per analisi d’aminoacids, presenten limitacions com
I’acumulacid d’errors derivats del procés resolucié de proteines en gels SDS-PAGE, transferéncia
de proteines 1 immunodeteccio, la baixa reproductibilitat o inestabilitat de la proteina utilitzada com
a estandard, o la incapacitat de quantificacié de proteina agregada en forma de multimers.

En els altims anys s’ha desenvolupat i posat a punt una técnica de quantificacié basada en
ELISA-IMAC especifica per a Zera®, demostrant ser una metodologia fiable, reproduible, i
d’aplicaci6 en la quantificaci6 de proteines de fusié Zera®, independentment del seu origen i de
I’estat de puresa en qué es trobi. L’estructura del domini Zera® (en concret del domini repetitiu
PPPVHLXxS) orienta les 8 histidines en un mateix pla, de forma que poden ser unides per afinitat a
un metall divalent com el niquel o el coure. Per a la quantificacid de proteines Zera” es varen
utilitzar plaques de 96 pous amb el metall immobilitzat que, en condicions desnaturalitzants,
presentava afinitat pel domini Zera®.

La proteina de fusié Zera® unida al metall era reconeguda amb I’anticos contra RS, i es
prosseguia amb el procés complet de deteccid i monitoratge tipics de la técnica d” ELISA. La
posada a punt de les condicions de quantificacio varen permetre validar-la com a técnica estandard
de quantificaci6 dels processos de produccié de proteines Zera®, en qualsevol sistema hoste.

La hGH alliberada per autoprocessament o digestié fou quantificada mitjangant un kit de
quantificacid comercial basat en la deteccié quimioluminiscent de la hGH activa mitjancant ELISA
(Roche Diagnostics).

Per ultim, la quantificaci6 de proteina total present en cada una de les etapes de downstream
fou determinada pel metode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay), emprant la BSA com a proteina

estandard.
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Les dades presentades a la taula 4.1 permeten comparar en termes de rendiment i puresa, dos
processos de produccié de hGH recombinant mitjangant la tecnologia Zera®, emprant dos sistemes

de tall diferents: la inteina MxeGyrA (hGH-GyrA-Z) o bé 1’enteroquinasa com a proteasa exogena

comercial (Z-D4K-hGH).

Etapa de downstream (pl;rg:?)::r;%titl)i?::le (u:r;:gir/";?l?;l de Rendiment de | Rendiment Puresa
A = = Y, [+) 0, 0,
del procés hGH-GyrA-Z cél-lules) cél-lules) I'etapa (%) total (%) (%)
Homogenat 313,06 32,39 100 100 10,34
Cossos proteics aillats 108,3 21,27 65,67 65,67 19,6
autogir%'l';g%‘;n't 51,2 9,53 44,81 29,42 18,61
Cromatografia RP-FPLC La preséncia de subproductes immunoreactius per hGH va impossibilitar aquest analisi
Etapa de downstream ( Pro:zltl}?ntitl)i?::le ( Pro:z;:;;riilféH de Rendiment de Rendiment Puresa
del procés Z-D4K-hGH Hg pr Hg Pr I'etapa (%) total (%) (%)
cel-lules) cel-lules)
Homogenat 306 79,62 100 100 26,02
Cossos proteics aillats 99 43,42 54,53 54,53 43,85
Solubilit cid nd 33,73 77,68 42,36 nd
Columna PD-10 45,05 23,53 69,76 29,55 52,23
e'ﬂfeiitéiiigsz nd 5,50 23,37 6,91 nd
Cromatografia RP-FPLC nd 4,60 83,63 5,78 >90%

Taula 4.1. Rendiment i puresa de dos processos de produccié6 de hGH recombinant a Sf9, a
partir de les proteines de fusiéo hGH-GyrA-Z (en verd) i Z-D4K-hGH (en groc).

La quantificacié dels dos processos de produccié de hGH al llarg de les diferents etapes de
recuperacid de la proteina d’interes, ens varen permetre identificar diferéncies importants referents
als nivells d’expressid d’ambdues proteines de fusid 1 a I’enriquiment obtingut de hGH. Pel cas de
la proteina de fusi6 hGH-MxeGyrA-Z, els nivells d’expressio assolits foren fins a 2,5 vegades
inferiors respecte als obtinguts per a la fusié Z-D4K-hGH en cel-lules d’insecte. Aquest fet podria
ser resultat de I'interferéncia de la inteina MxeGyrA en 1’acumulacid de la proteina de fusid, i/o
d’un efecte de la posicié del domini Zera® a C-terminal.

Pel que fa al rendiment dels dos processos fins a 1’etapa posterior a la digestié o
autoprocessament de la proteina de fusid, les dades indiquen que el procés emprant la inteina en
fusié presenta un rendiment 4,3 vegades superior respecte al procés emprant 1’enteroquinasa
exogena, amb un rendiment d’autoprocessament del 44,8%. En el procés de produccié emprant Z-
D4K-hGH, les dades indiquen que el veritable coll d’ampolla del procés va resultar ser la digestio
amb enteroquinasa, amb una eficiencia de tall del 23,4%, el qual remarca la importancia de la
optimitzaci6 d’aquesta etapa per tal d’augmentar el rendiment de produccid.

Tot 1 que el rendiment global del procés de la inteina fou superior al de I’enteroquinasa, el
valor va ser calculat tenint en compte la suma d’intensitats de tots els subproductes immunoreactius

per la hGH (seqiiencies no natives), per tant, no esdevingueren dades definitives per a la validacio
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del procés. Tanmateix, tenint en compte la ineficiéncia i les limitacions que presenta aquest hoste en
termes de maquinaria post-traduccional dedicada al processament del péptid senyal, I’analisi cost
efectiu mitjancant el programa SuperPro  (Intelligen Inc.) no va ser justificat, a I’espera d’una
optimitzaci6 de 1’acumulaci6 de la proteina recombinant en aquest hoste. A I’apartat de discussio,
es plantegen una serie d’estratégies 1 alternatives que podrien ser aplicades per tal de superar

aquesta adversitat.

Expressio de proteines de fusio hGH-GyrA-Z a plantes de tabac N. benthamiana.

Un altre hoste d’expressio 1 acumulaci6 de proteina recombinant objecte del nostre estudi,
foren les plantes de tabac Nicotiana benthamiana. En aquest apartat s’estudia la capacitat
d’acumulaci6 de la fusi6 hGH-GyrA-Z, analitzant la seva localitzacio subcel-lular, el seu aillament 1
recuperacio per densitat diferencial.

La seqiiencia codificant per a hGH-GyrA-Z amb el péptid senyal de la y-zeina, va ser
clonada en un cassette d’expressi6 format pel promotor constitutiu 2xCaMV35S,; la regié 5’no
codificant del virus del gravat del tabac (TL) i el terminador 35S per a la seva expressio constitutiva
en plantes de tabac, mitjangant el vector binari d’expressio pCambia 2300.

Per a la transformaci6 transitoria de plantes de tabac es va escollir el métode basat en la
agroinfiltracid6 mitjancant xeringa, o quan la necessitat de generar més biomassa ho requeria,
mitjangant aplicacié de buit sobre tot el teixit vegetatiu de la planta. Aquest métode permet
I’expressio de proteina recombinant sense la integracid del T-DNA en el genoma de la planta, amb
el qual en poc temps, s’obté la biomassa necessaria per a una produccié de proteina recombinant a
escala de laboratori o superior.

L’analisi dels nivells d’expressi6 de hGH-GyrA-Z en planta de tabac, es va portar a terme
mitjancant una valoracid densitometrica per Western Blot carregant diferents quantitats d’extractes
proteics totals de les mostres agroinfiltrades (dades no mostrades).

Per tal de determinar la localitzacio cel-lular de la proteina recombinant, es va realitzar un
fraccionament subcel-lular a partir d’un homogenat de fulla agroinfiltrada mitjancant un gradient
discontinu de densitat d’lodixanol (fig. 4.39). Els diferents coixins de densitat que formaven part
del gradient consistien en solucions del 18, 26, 32 1 50 % (p/v) d’lodixanol, les quals corresponien a
densitats de 1.12, 1.15, 1.18 1 1.27 g/mL, respectivament.

Les cel-lules de I’endosperma de blat de moro presenten cossos proteics derivats de reticle
endoplasmatic amb una densitat de 1.21-1.22 g/mL (Hurkman et al., 1981; Galante et al., 1983). Els
resultats mostrats a la figura 4.39, indiquen una clara localitzacio de hGH-GyrA-Z a la fraccié F50,
amb densitat tipica dels cossos proteics naturals de gra de blat de moro. L’analisi equivalent del

fraccionament subcel-lular per gel electroforetic tenyit amb Coomassie, mostra un alt grau de
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separacid 1 enriquiment proteic degut a la diferent densitat que presenten els diferents

compartiments cel-lulars.

14 Homogenat
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Figura 4.39. Localitzacié6 de hGH-MxeGyrA-Zera® en cossos proteics de tabac
mitjancant fraccionament subcel-lular per gradient de densitat. A. Gradient de
solucié d'Iodixanol (Optiprep™) amb I'homogenat de fulles de tabac carregat a la part
superior. B. Imatge del gradient de densitat discontinu després de la ultracentrifugacio.
C. Analisi per tincié del gel SDS-PAGE amb Coomassie i immunodeteccié per Western
Blot amb anticos contra hGH. 1 correspon a l'extracte cel-lular de partida. 2 al
sobrenedant. 3, 4, 5, 6 i 7 corresponen respectivament a F18, F26, F32 i F50; les
interfases del gradient amb el precentatge de Iodixanol- Optiprep™ (pes/volum) de cada
una de les fraccions. 8 correspon al pellet del gradient.

Recuperacié de la proteina de fusi6 hGH-MxeGyrA-Zera® acumulada en cossos
proteics heterolegs de planta de tabac Nicotiana benthamiana.

Un cop demostrada 1’acumulacié de la proteina recombinant en estructures de tipus cos
proteic, el seglient objectiu es va centrar en les etapes d’aillament de cossos proteics i recuperacio
de la proteina de fusio per permetre els estudis d’inducci6 de I’autoprocessament.

A partir de la recol-leccid de la biomassa de planta de tabac transgenica, la primera etapa del
procés consistia en esmicolar i triturar les fulles de tabac congelades o fresques, en un tampo
d’extraccid i amb 1’ajut d’un trossejador i homogeneitzador. Un cop disgregades les fibres, per tal

d’exprimir-ne el suc vegetal es procedia a filtrar 1’extracte mitjancant un filtre de malla o teixit de
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0,22um. Malgrat 1’aparenga trivial de la técnica d’aquesta etapa, la filtracido no optimitzada podia
comportar perdues importants de proteina recombinant en les fibres vegetals. Seguidament, 1’etapa
corresponent a la recuperacié de cossos proteics, es duia a terme mitjangant la centrifugacié del
filtrat a baixes revolucions (1500g). La major part de proteina soluble ¢és descartada en el
sobrenadant, mentre que bona part de la proteina de fusié Zera™ és recuperada a la fraccio de cos
proteic juntament amb altres organuls i components cel-lulars. Mitjangant una serie de rentats en
presencia de detergent no-ionic Triton X-100 1%, es solubilitzaven moltes proteines contingudes en
aquests compartiments per disrupcié de membranes lipidiques, amb el qual s’obtenia una fraccio de

cos proteic més enriquida, sense comportar perdues majors.

Ho H1 Sn CPs SCv

hGH-GyrA-Z

GyrA-Z

Figura 4.40. Analisi del procés sencer de downstream de cossos proteics
contenint hGH-MxeGyrA-Zera® fins a I'etapa final de purificacié de hGH. La
imatge de l'esquerra correspon a |'analisi per tinci6 amb Coomassie del gel SDS-
PAGE on s’hi han resolt totes les mostres que conformen les diferents etapes del
procés. A la dreta, la imatge correspon a l'analisi per Western Blot incubat amb
anticos contra hGH, de les mateixes mostres del procés de downstream. Ho,
correspon a I'homogenat. H1, a 'homogenat filtrat. Sn, al sobrenedant resultant de
la centrifugacié de CPs. W, al rentat de cossos proteics. PBs, al pellet de CPs. SCv,
als CPs solubilitzats després de la induccié del tall promogut per la inteina GyrA.
Ins, a la fraccid insoluble remanent després de la solubilitzacié. E, a la fraccid
purificada de RP-FPLC corresponent a la hGH.

La figura 4.40 mostra el procés global del downstream per a la proteina de fusié hGH-
MxeGyrA-Zera®, amb totes les etapes principals resoltes i analitzades per SDS-PAGE i Western
Blot amb anticos contra hGH. A partir de I’homogeneitzacié de les fulles de planta de tabac, el
procés de recuperacid6 de thGH consta de 4 etapes principals: homogeneitzaci6 de biomassa,
recuperacid de cossos proteics, solubilitzacidé 1 autoprocessament, i purificacid de la proteina

recombinant. A escala de laboratori, partint de 100-200g de biomassa fresca de planta de tabac, el
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procés global té una duracido maxima de 2 dies sencers, els quals podrien ser optimitzats per a una
produccid a major escala.

Tal i com es pot observar a la figura 4.40, el grau d’enriquiment de rhGH al llarg del procés
va anar augmentant significativament, fins al punt que només fou necessaria una etapa final de
purificaci6 per tal d’obtenir valors de puresa de rhGH proxims al 100%.

Es important recalcar que en I’etapa de solubilitzacié no fou possible solubilitzar bona part
dels agregats en forma de multimers de proteina de fusio, tal i com indica la seva deteccid en la
fracci6 insoluble (Ins) del procés.

La facil tragabilitat analitica de la fusi6 hGH-GyrA-Z a partir de la fracci6 de cossos proteics
aillats, va permetre ’agilitzacio en la posada a punt de les condicions d’autoprocessament induit.
Entre les variables 1 condicions que varen ser provades, es varen tenir en compte parametres com la
temperatura, el temps d’induccio, rang de pH, preséncia de sals, tipus d’agent reductor, 1 altres

components del tamp6 d’induccio no essencials per al processament.

Soluble Insoluble
1 2 345 6 7 1 2 34 5 67

7

1:;.&.“ = - . lvledeliad |
! |

’ —
2 -
Composicié del tampé de % de % - & .
solubilitzacié/ induccié del tall tall solubilitat 3
—
4 | Tris 50 mM pH9 + Complete 13.3 0 Yeeewe e - « hGH-GyrA-Z
protease inh. 1X (Tampé de base B) ’ -
2 | B+ TCEP 5mM + B-ME 10mM 56.8 72.24 freees = 4GyrA-z
3 B + TCEP 5mM 25.9 66.29
4 B + B-ME 10mM 55.5 80.15
5 B + DTT 50mM 60.2 83.87
—
6 B + MESNA 50mM 57.8 84.91
7 B + MESNA 10mM 37.7 80.45 —

Figura 4.41. Efecte de diferents agents reductors sobre la solubilitzacio de cossos proteics i
I'autoprocessament de hGH-MxeGyrA-Zera®. Tincié en Coomassie del gel SDS-PAGE on s’han resolt les
fraccions solubles i insolubles de cossos proteics aillats de planta de tabac i solubilitzats amb els tractaments
descrits a la taula, on també s’hi descriuen els rendiments de tall i de solubilitzacié obtinguts en cada una de

les

condicions provades.

La figura 4.41 mostra un exemple de I’aplicacidé d’una bateria de tampons amb diferent
tipus, concentracidé 1 combinacions d’agent reductor, que podien afectar al rendiment
d’autoprocessament. Per a cada una de les condicions provades i basant-se en 1’analisi densitometric
de cada una de les bandes identificades, es va calcular el percentatge de tall i de solubilitzacid
després de 16 hores d’induccio a 25°C, prenent com a base la mostra insoluble del tractament 1 en
absencia d’agent reductor. A partir d’aquestes dades se n’extreu que les millors condicions de

solubilitzacio i autoprocessament s’obtingueren en preseéncia de DTT 50 mM, on el percentatge de
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tall assolit fou proxim al 60% i el de solubilitzaci6 al 84%. Tot 1 aixi, podem concloure que tots els
tractaments varen donar resultats similars amb percentatges de solubilitzacié 1 d’autoprocessament
elevats, excepte per als tractaments 3 i 7, on els rendiments d’autoprocessament obtinguts foren
menors. Malgrat que ’objectiu principal de tot procés de produccié d’una proteina recombinant
consisteix en assolir rendiments i1 valors d’eficiéncia elevats, també s’han de considerar els costos
de produccié per a una escala superior. Per aquesta rad, i tenint en compte que els valors
d’eficiéncia de tall i solubilitzacidé no varen ser gaire dispars, es va escollir el tractament 4 com a
tampd d’induccio d’autoprocessament de la proteina hGH-GyrA-Z en plantes de tabac. L’eleccid va
estar fonamentada per la senzillesa de la composicié d’aquest tampd, aixi com pels costos
economics inferiors del B-mercaptoetanol en front als del DTT.

Purificacio de rhGH autoprocessada mitjancant la inteina MxeGyrA

L’ultima etapa del procés de produccidé de thGH correspon a la seva purificacid 1 separacid
d’altres proteines presents en la mostra autoprocessada. De nou, la cromatografia liquida de fase
reversa d’alta resolucid, va ser el metode de purificacid utilitzat per a I’obtencié del producte pur.

Un tampo a base d’acetat acétic a pH 4, B-mercaptoetanol 0,02%, i acetonitril va ser utilitzat
com a solvent mobil de la columna, amb el qual es varen establir que les millors condicions de
separacio s’obtenien amb un gradient del 30 al 70% d’acetonitril, en 60 minuts (20 CV) (fig. 4.42).
Les fraccions col-lectades foren analitzades per SDS-PAGE impregnat amb nitrat de plata, per tal
de determinar la preséncia de la banda corresponent a hGH i alhora determinar el seu grau de
puresa. El resultat corresponent ens mostra una separacio de hGH autoprocessada, de la resta de

components proteics, obtenint un grau elevat de puresa proxim al 100%.
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Tipus de columna cromatografica | RESOURCE 3mL Reverse Phase (GE Healthcare)

Tampé A Ac. acétic./Acetat 10mM pH4 / ACN 2% / B-Me 0,02%
Tampé B Ac. acetic./Acetat 10mM pH4 / ACN 70% / B-Me 0,02%
Gradient de tampé6 B 40-100% en 20 CV (60mL)

Volum de les fraccions 1,5 mL

1ml de mostra soluble i autoprocessada hGH-GyrA-Zera,

Caracteristiques de la mostra provinent de ~2,5g (pes fresc) de biomassa de tabac

RPC 40 100 E0631 260908:10 Conc RPC 40 100 E0631 260908:10 Inject

RPC 40 100 E0631 260908:10 UV1 215nm
RPC 40 100 E0631 260908:10_Logbook

%B
100

80

500

60

400

300 40

200

100

0 35 36 3738 39 4041 0
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70A 80.0 ml

Input

60

V'8 - hGH-GyrA-Z
50
40 =fw . - 4GyrA-z
30—
20 @ Jpp— <4 hGH
15 ==

Figura 4.42. Purificacié de la hGH autoprocessada per columna de fase
reversa FPLC. Condicions de purificaci6 emprades (requadre superior),
cromatograma corresponent i analisi de les fraccions corresponents a l'elucié de
hGH per impregnacié amb nitrat de plata.

El rendiment de la columna va ser avaluat mitjangant el calcul del percentatge de
recuperacid de la hGH, considerant el material d’entrada a la columna respecte al de sortida. Aquest
estudi es va dur a terme per Western Blot, carregant diferents quantitats de mostra d’entrada, i del
pool de fraccions de sortida corresponents a la hGH pura. El resultat de 1’analisi densitomeétric
mostra una recuperacid proxima al 65-70% de la proteina d’interés pura, el qual suposa un metode

de purificacié optimitzable, perd suficient per a ’'immediat interés d’aquest estudi.
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Per tal de determinar I’especificitat del tall promogut per la inteina MxeGyrA, es va procedir
a la validacié del producte d’interés hGH processat mitjangant espectrometria de masses. Aquesta
técnica ens va permetre determinar el pes molecular exacte de la proteina purificada (22133Da), el
qual fou quasi ideéntic al de la proteina esperada (espectre de masses no mostrat). Tot 1 que aquest
analisi no permet determinar la seqiiencia d’aminoacids de la hGH processada, la validacié del
producte va ser aprovada degut a la dificultat técnica que suposa la validacié requerida mitjangant

una seqiienciacié C-terminal de la proteina.

Analisi de activitat biologica de la hGH produida a planta de tabac com a proteina de
fusio autoprocessada per la inteina MxeGyrA.

Per a poder afirmar que I’expressid en plantes de tabac suposava un sistema viable per
produir thGH activa mitjancant 1’autoprocessament promogut per la inteina MxeGyrA, fou
necessari confirmar que el producte obtingut era actiu.

L’activitat biologica de la hGH recombinant va ser determinada mitjancant un test de
proliferacié cel-lular de la linia Nb2 de limfoma rata (Gout et al. 1980), utilitzant un colorant per
determinar la viabilitat cel-lular (Cell Blue Assay, de Promega). El creixement d’aquest cel-lules
canceroses ¢s dependent de la disponibilitat que tenen en el medi de prolactines com la hGH. Com a
patrd estandard de 1’assaig d’activitat es va utilitzar una rhGH comercial, expressada i purificada a
partir d’E.coli (Anhui Anke Biotechnology Co.). El test consistia en un monitoratge del creixement
cinctic de les cel-lules que havien estat arrestades en les fases Gy/G; per deprivacid de serum, i
posteriorment exposades a diferents concentracions de hGH purificada. Com a control negatiu
d’activitat, les cel-lules varen ser cultivades en serum deficient en lactogen (serum de cavall).

Tal i com podem observar als resultats de 1’assaig presentats a la figura 4.43, el creixement
de les cel-lules Nb2 en presencia de diferents concentracions de hGH recombinant va ser

comparable als del creixement observat en presencia de la thGH comercial produida a E.coli.
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Figura 4.43. Analisi de l'activitat biologica de hGH, producte
purificat provinent de I'autoprocessament promogut per la inteina
MxeGyrA. L'activitat va ser determinada mitjancant el seguiment de la
proliferacié i creixement de la linia cel-lular Nb2 de limfoma de rata,
exposades a diferents concentracions d’hormona. Com a mostra problema
es va pendre la fraccié 38 quantificada, provinent de la purificacié per RP-
FPLC. Com a control es va utilitzar hGH recombinant produida a E.coli
(Anhui Anke Biotechnology Co). Cada valor de la corba representa la
mitjana d’experiments realitzats per triplicat.

En abséncia de lactogens en el medi (control negatiu) no es va detectar estimulacid del
creixement cel-lular, permetent una validacio i fiabilitat dels resultats, que mostraren un percentatge
d’activitat del 100% per a la fraccié 38 corresponent al pic d’elucio de rhGH processada i purificada
a partir de hGH-GyrA-Z. Podem concloure, per tant, que I’autoprocessament promogut per la
intetna no té un efecte advers sobre 1’activitat biologica de la hGH, permetent la seva aplicacié en

sistema de produccid de proteines amb interes biomedic.
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CAPITOL 3: Analisi comparatiu de diferents
sistemes de processament de proteines de fusio
Zera®.







Restultats

CAPITOL 3: Analisi comparatiu de diferents sistemes de processament de

proteines de fusié Zera®.

Per tal de validar el sistema de tall posat a punt en el capitol anterior emprant la inteina
MxeGyrA per al processament de proteines de fusié Zera”, fou necessari un estudi comparatiu en
termes de cost-eficéncia del procés de recuperacié d’una mateixa proteina, emprant dos sistemes de
processament diferents.

Tal 1 com s’ha descrit en el primer capitol de resultats, 1’enteroquinasa és una de les
proteases exogenes més ampliament utilitzades en la produccid de proteines recombinants de fusio,
ja que presenta activitat especifica en diferents condicions de reaccid i, sobretot, perque catalitza un
tall net sense residus addicionals a la proteina d’interes.

En aquest apartat es presenten el resultats obtinguts de la comparacié de dos processos de
producci6 de thGH a partir de les fusions hGH-MxeGyrA-Zera® i Zera®-D4K-hGH, acumulades en

cossos proteics de planta de tabac N. benthamiana.

hGH-MxeGyrA-Zera® Zera © -D4K-hGH
| Produccioé de biomassa | | Produccié de biomassa |
| Trituracié - homogenitzacio | HO | Trituracié - homogenitzaci6 | HO

A4 A4

Filtracié H1 Filtracio H1

| Recuperacio de CPs | CPs | Recuperacio de CPs | CPs

| Solubilitzacié + Induccié del tall | SN sol / Cv hGH Solubilitzacio SN sol

)

| Dessalacio- Canvi de tampo | | Dessalacio- Canvi de tampo |
| Purificacié / polishing | Rec hGH Digestio de la proteina de fusié per Cv hGH

addicié d’una proteasa exogena

)

| Dessalaci6- Canvi de tampé |

v

| Purificacio / polishing | Rec hGH

Figura 4.44. Diagrames de flux corresponents als processos de purificacio de
hGH provinent de dos proteines de fusié Zera® diferents, acumulades en
planta de tabac (N. benthamiana). El diagrama de l|'esquerra correspon a la
proteina de fusid que conté la inteina GyrA, hGH-MxeGyrA-Zera®. El de la dreta,
correspon al procés de downstream de la proteina de fusié Zera®-D4K-hGH.
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A la figura 4.44 s’hi troben representats els diagrames de flux corresponents a les etapes de
recuperacié de hGH a partir d’aquests processos, un mitjancant I’expressio de la proteina de fusid
convencional Z-D4K-hGH amb la diana de tall (D4K) per a I’enteroquinasa, i 1’altra mitjangant la
proteina de fusié que conté la seqiiencia de la inteina MxeGyrA. Ambdds processos consten
d’etapes comuns fins a la recuperacié dels cossos proteics, moment en el qual diferien els
procediments de solubilitzacid i digestié de la proteina recombinant. La solubilitzacié de cossos
proteics de hGH-GyrA-Z es duia a terme simultaniament a la induccié de 1’autoprocessament, en
presencia d’agent reductor i durant un minim de 4 hores (maxim 16 hores d’incubacio). D’altra
banda, els cossos proteics de Z-D4K-hGH primer eren solubilitzats durant 2 hores en preséncia
d’agent reductor, i posteriorment, les condicions del tampd de solubilitzacié eren adaptades per a
esdevenir compatibles amb 1’activitat de I’enteroquinasa mitjangant 1’Gs d’una columna
dessaladora. La digesti6 de Z-D4K-hGH per mitja de la proteasa enteroquinasa comercial es duia
terme en una relacid de 80pg de proteina de fusid/ Unitat d’enzim, durant un maxim de 3 hores, a
16°C. Abans de I’ultima etapa de purificacio, els productes de digestidé provinents de cada un dels
dos processos, cursaven el mateix tractament pel que fa a 1’adaptacié del tampo a les condicions
d’uni6 a la columna cromatografica de fase reversa.

L’analisi electroforetic de les etapes que conformen cada un dels processos de downstream
corresponents a les dues proteines de fusio Zera™ es troba representat a la figura 4.45. De la seva
observacid se n’extreu que, a mesura que avanga el procés de recuperacié de hGH, s’obté un grau
d’enriquiment més elevat, sobretot en les etapes corresponents a ’aillament de cossos proteics 1
solubilitzacio, marcades per la predominanca de la proteina recombinant respecte les endogenes
recuperades en la mateixa fraccio.

Malgrat que les mostres que representen 1’homogenat i el filtrat (Ho 1 H;, respectivament) de
I’extracte corresponent a hGH-MxeGyrA-Z foren carregats en menys quantitat, els nivells
d’expressid assolits per ambdues proteines recombinants no foren suficients per identificar la banda
relativa a la proteina de fusid en aquestes fraccions. La tragabilitat dels productes recombinants
només fou possible a partir de la fraccid corresponent a la recuperacié de cossos proteics, on la
proteina es troba més enriquida i concentrada.

Pel que fa a la solubilitzacid dels cossos proteics, s’observa que la presencia de poder
reductor en el tamp6 de solubilitzacid, fa augmentar de manera diferencial la solubilitzacié de la
proteina de fusi6 Zera® acumulada a cos proteic. Altres proteines o components no proteics
endogens que havien estat recuperats a la fraccido de cos proteic foren descartats en la fraccid

insoluble (fraccié no mostrada).
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Figura 4.45. Analisi comparatiu dels processos de downstream
corresponents a dues proteines de fusié Zera® amb metodologies
de processament diferents. A |'esquerra el tall es dona per addicio
d’enteroquinasa, i a la dreta per autoprocessament promogut per la
inteina MxeGyrA. Ho, correspon a I'homogenat. H1, a I'homogenat filtrat.
CPs, al pellet de CPs. Sol, a la fraccid soluble de CPs. Cv, a la fraccid
soluble de Zera®-hGH digerida amb EK. SCv, als CPs solubilitzats després
de la induccié del tall promogut per la inteina GyrA. Rec, a la fraccié
purificada de RP-FPLC corresponent a la hGH recuperada. Noteu, que en el
procés de la inteina es produeix I'estalvi d’'una etapa del downstream.

L’etapa de digestié de Z-D4K-hGH amb enteroquinasa comercial fou optimitzada per tal
d’obtenir major rendiment de tall en funcio del temps. Tal i com es pot observar a la figura 4.45
(carril Cv), fruit d’aquesta reaccid s’obtingué un producte addicional de digestidé (pes molecular
aproximat a 5kDa), que podria ser resultat d’un tall inespecific degut a ’accio incontrolada de la
proteasa. Per tal de reduir aquest efecte, es varen provar diferents condicions de reaccid a
temperatures més baixes 1 reaccions més curtes, amb la finalitat de mantenir el rendiment de tall i
minimitzar la formaci6 d’aquest subproducte.

Finalment, I’etapa de purificacié per RP-FPLC (Rec), representada en la fraccié amb el pic
maxim d’elucié de rhGH, va permetre obtenir la proteina recombinant amb un elevat grau de puresa
per ambdos processos, tal i com indica la preséncia d’una unica banda de pes molecular aproximat a

22kDa, 1 d’'una de 44kDa molt més ténue, que podria correspondre al dimer de la mateixa.

Quantificacié global del procés de producciéo de rhGH a partir de hGH-GyrA-Zera®
acumulada en planta de tabac.

Un cop establert el procés de recuperacié de thGH fins a la darrera etapa de purificacio, el
segiient objectiu fou el de determinar la seva productivitat i cost efectivitat de produccio.

Aquest estudi va consistir en I’obtencié de dades de quantificacio globals de tot el procés de
produccié mitjangant el metode d’autoprocessament basat en la inteina MxeGyrA. D’altra banda, i

per tal de comparar els diferents sistemes de processament, també es varen generar dades per
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establir el model de cost per a la produccié de Zera®-hGH processada mitjancant enteroquinasa,

com a proteasa convencional de processament.

Etapa de downstream del PEOte:.noi/t:(’tal Proteina hGH Rendiment de | Rendiment Puresa
procés hGH-GyrA-Z 9 "FW) 9 | (gprot/Kg FW) | I'etapa (%) total (%) (%)
Homogenat (Ho) 35,5 0,40 100 100 1,12
Homogenat filtrat (H;) / 0,39 98 98 /
Cossos proteics aillats (PBs) 6,16 0,29 74,36 72,5 4,70
Solubilitzacio (lszél:l:/t)oprocesament 0,8 0,17 58,62 42,5 26,25
Cromatografla_ _RP—FPLC/ hGH / 0,13 76,47 32,5 100
purificada
Etapa de downstream del PEOte:_':’at/tztal Proteina hGH Rendiment de Rendiment Puresa
procés Z-D4K-hGH TEW) | (gprot/KgFW) | Ietapa (%) | total (%) (%)
Homogenat (Ho) 52,5 3,2 100 100 6,09
Cossos proteics aillats (PBs) 9,48 2,12 66,2 66,2 22,35
Solubilitzacié (S) 1,76 0,86 40,57 22,45 48,75
Digestié amb enteroquinasa (Cv) 0,27 0,11 12,79 3,28 40,97
Cromatografla. .RP—FPLC/ hGH / 0,05 45,45 1,76 100
purificada

Taula 4.2. Rendiment i puresa de dos processos de produccié de hGH recombinant a planta de
tabac N. benthamiana, a partir de les proteines de fusié6 hGH-GyrA-Z (en verd) i Z-D4K-hGH(en
groc).

La metodologia emprada per a la quantificacié de cada una de les etapes del downstream va

estar basada en la técnica especifica per a proteines de fusié Zera® mitjangant ELISA-IMAC, i
complementada amb la quantificacio per Western Blot emprant com a estandard una mostra de
hGH-GyrA-Z quantificada per analisi d’aminoacids.

Els resultats de la quantificacié comparativa d’ambdos processos es troben resumits a la
taula 4.2, on també s’hi troben els calculs de rendiment i puresa de cada una de les etapes del
proces.

A partir d’aquestes dades se n’extreu que el rendiment global de produccié de thGH fou
superior en el procés on s’hi va emprar la inteina MxeGyrA com a metode de processament (32,5%
envers 1,76%). El veritable coll d’ampolla per al procés de Z-D4K-hGH fou el de la digestio amb
enteroquinasa, assolint-se un rendiment de tall proxim al 13%. Aquest valor fou tant baix a resultes
de la preseéncia d’un tall inespecific, el qual va ser minimitzat mitjancant temperatures més baixes,
la reduccié de la quantitat de proteasa 1 escurcant els temps de reaccid. Tot 1 que el tall inespecific
no va poder ser eliminat, les condicions optimitzades es mostren a la figura 4.45, 1 son sobre les
quals es varen generar les dades presentades a la taula 4.2.

Per contrapartida, el rendiment d’autoprocessament mediat per la inteina MxeGyrA va ser
proxim al 60% per un temps de reaccio de 16 hores 1 en condicions no desnaturalitzants. Malgrat la
llarga durada de la reaccid, no s’observaren productes secundaris derivats de tall intespecific, ni de

degradacid proteolitica. Cal remarcar que ’activitat de la inteina és compatible amb la preséncia
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d’inhibidors de proteases en el tampo de reaccid, i per tant, confereixen una avantatge afegida
respecte a moltes de les proteases comercials existents.

D’altra banda, el fet que la solubilitzacié i 1’autoprocessament de hGH-MxeGyrA-Z
conformin una sola etapa, suposa un efecte positiu sobre el rendiment global del procés (42,5% vers
25,7% de la solubilitzacié de Z-D4K-hGH), indicant que ambdues activitats podrien ser mutuament
afavorides 1 actuar de forma cooperativa o per retro-alimentacio.

Finalment, les dades de puresa obtingudes al final del procés, indiquen que el producte
rhGH obtingut mitjangant ambdés processos Zera”™, presentaven una puresa del 100%.

Els costos globals de produccidé de thGH varen ser determinats mitjancant un programa de
simulaci6 i disseny de processos de produccié industrial (SuperPro Designer”™ Software), que també
permet identificar dins d’un mateix procés, els punts clau o colls d’ampolla, reduir els seus temps
ciclics, o bé definir I’'impacte ambiental o el tractament de residus generats durant el procés.

En el cas concret d’aquesta tesi, I’interes de 1’aplicacio d’aquest programa fou encaminat per
a definir i comparar la productivitat, el cost i el rendiment global de recuperacié de hGH per als dos
processos descrits en planta de tabac, usant o bé I’enteroquinasa exdgena, o bé la inteina MxeGyrA
per al processament de la proteina de fusi6 Zera®.

El programa informatic SuperPro Designer requereix d’una definicid previa del bioprocés
escollit per a una poduccioé mitjancant el sistema d’expressio establert. En el nostre cas, I’expressid
en plantes de tabac, no requeria d’una plataforma extensa amb unitats de produccio, aixi que el
bioprocés fou definit a partir del processament de la biomassa transgenica recol-lectada, assumint
que per a una produccid a gran escala la generacié de linies transgéniques estables seria un requist
imprescindible.

La recuperaci6 de cos proteic a partir de volums grans (tones) de biomassa de tabac
requeriria de 4 unitats de treball: trituracio, filtracio, homogeneitzacid i centrifugacio (fig 4.46), les
quals serien comuns als dos processos objecte del nostre estudi.

A partir de la recuperacié de cos proteic i fins a la recuperacid de la proteina pura, pel cas
del procés amb I’enteroquinasa, es requeririen 5 unitats de treball addicionals: solubilitzacio,
centrifugacio, digestid6 amb enteroquinasa, purificacid i1 concentracid de la proteina pura per
diafiltracio. El procés de la inteina suposaria 1’estalvi d’una unitat d’operacio, el qual repercuteix en

el cost global de producci6 (fig 4.46).
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Figura 4.46. Diagrames de procés proposats per a la produccié de rhGH en planta de tabac. El
bioprocés fou definit a partir del tractament de la biomassa transgénica de tabac fins a l'etapa de
recuperacié de hGH purificada. A: Procés de produccié de rhGH mitjancant la fusié hGH-GyrA-Z. B: Procés
de produccié de rhGH per acumulacié de Z-D4K-hGH i digesti6 amb enteroquinasa. Noteu l'estalvi d’una
unitat d’operacid en el procés en el qual hi intervé I'activitat d’autoprocessament de la inteina MxeGyrA.
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Per tal d’establir el model de cost i poder realitzar una avaluacié econdomica el més rigorosa
possible, es varen tenir en compte una serie d’assumpcions fixes, tenint en compte els preus dels
consumibles corresponents a 1’any 2008 (taula 4.3). Val a dir que I’estudi cost econdmic per al
procés de Z-D4K-hGH es va realitzar tenint en compte I’is d’una enteroquinasa de baix cost
(600$/g d’enteroquinasa) produida a gran escala, ja que si no fora aixi el cost per cada Kg de hGH
hagués estat economicament inviable (fins a més de 1000 $ per cada gram d’enteroquinasa). De la
mateixa manera, pel cas de la inteina no es varen tenir en compte els costos de 1’obtencié d’una
llicencia d’s de la MxeGyrA per a la produccié del producte recombinant, tot i que la caducitat

d’aquesta llicéncia esta prevista per al 2012.

Produccié de 100 Kg de hGH activa Tecnologia Zera® - roz:::::g: :::aa(': ant
per any processament amb EK P g jang
la inteina MxeGyrA
Nivells d’acumulacié de hGH (g 3 0.39
hGH/Kg biomassa fresca) ’
Rendiment del procés 3,5% 16%
Biomassa de tabac requerida (T) 949 1.580
% ACTIVITAT
>100%* >100%*
(vs hGH comercial) % %
COST TOTAL ($/g) 167 208

Taula 4.3. Estudi comparatiu dels costos de produccié de 100Kg de rhGH a plantes de
tabac, utilitzant dues estratégies de processament diferents. L'estudi realitzat mitjangant
el programa de simulacié i disseny de processos de produccié industrial (SuperPro Designer
Software) atenent-se a série d’assumpcions en base als costos i preus de I'any 2008. * Activitat
determinada mitjangant un assaig de proliferacié de cel-lules Nb2 versus hGH recombinant
produida a E.coli.

Com a resultat d’aquest estudi, es varen obtenir una série d’informes economics derivats de
les simulacions amb el programari SuperPro designer, on es podien trobar resumits el llistat
d’equips que intervenen en cada procés, els respectius preus, el cost dels operaris, la llista de
materies primes 1 material fungible, els calculs del cost d’operacid, aixi com 1’analisi de rendibilitat
del procés.

D’ells se’n extreu que el rendiment obtingut mitjancant el procés de la inteina fou millor que
mitjancant 1’is d’una proteasa exogena, arribant a assolir rendiments del 16%. D’altra banda, és
important remarcar les diferéncies en els nivells d’acumulacié de hGH en la biomassa de partida. La
proteina de fusié amb la inteina MxeGyrA suposa una acumulacié de hGH fins a 8 vegades menor
que la corresponent a Z-D4K-hGH. Aquestes diferéncies importants d’acumulacid van ser detonants

per tal d’activar la cerca d’estratégies encaminades a millorar els nivells d’expressio i acumulacio

de hGH-GyrA-Z en plantes de tabac.
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Optimitzacié dels nivells d’expressié i acumulacié de hGH-GyrA-Zera® en plantes de
tabac.

Les diferencies d’acumulacié observades en plantes de tabac entre la proteina de fusio Z-
D4K-hGH 1 hGH-GyrA-Z, varen fer que el procés basat en inteines no presentés un valor afegit de
produccio significatiu envers a 1’s de proteases exogenes, sobretot des d’un punt de vista cost
efectiu.

Alguns dels factors que podrien afectar al nivell d’acumulacié de proteina recombinant
podrien resultar de I’efecte individual o d’una combinaci6 de factors com la mida de la proteina de
fusio, la posicié a C-terminal del domini Zera®, la limitacid a nivell de traduccié degut a la
seqiiencia nucleotidica no adaptada a I’us de codo de les plantes de tabac, entre d’altres.

L’unic efecte que varem poder modificar per tal d’avaluar la seva repercussio directa sobre
els nivells d’acumulacid, fou 1’adaptacié de la seqiiencia de nucleotids a I’us de codo de la planta de
tabac, duta a terme per la companyia Geneart AG mitjangant sintesi genica.

La construcci6 resultant va ser utilitzada paral-lelament a la seqiiéncia no adaptada, per a la
transformacio transitoria de plantes de tabac. L’analisi comparatiu dels nivells d’acumulacié és
mostrat a la figura 4.47, on dues quantitats diferents d’extracte proteic total provinent de les plantes
agroinfiltrades amb les dues construccions varen ser resoltes 1 analitzades per Western Blot.

El resultat fruit de dues agroinfiltracions independents, no mostra diferéncies significants
d’acumulacié entre la construccié adaptada al codd de tabac, i la no adaptada, segons 1’estudi
densitometric realitzat. Podem concloure que, malgrat que la seqiiencia de DNA hagi estat
optimitzada per a I’expressié en aquest hoste, no hi ha un efecte evident sobre 1I’acumulacid, i per
tant, pot ser descartat com a possible efecte pel qual s’observi una davallada d’acumulacio respecte

a Z-D4K-hGH, en plantes de tabac.
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Figura 4.47. Estudi de I'efecte de I'adaptacié de la seqiiéncia
nucleotidica a I'ts de codé de tabac sobre el nivells
d’expressié de proteina de fusié Zera®. Comparacié dels nivells
d’expressié de la proteina de fusi6 hGH-MxeGyrA-Zera® amb la
seqlieéncia adaptada a I'Us de codd de tabac (1) i la no adaptada (2).
Analisi per Western Blot amb anticos contra hGH, a partir de 3 i 5ug
de proteina total provinents d’un extraccié proteica total.
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Aplicacié de I’autoprocessament de la inteina MxeGyrA en columna d’afinitat per
Zera®.

Resultats preliminars havien permés demostrar que el domini Zera®, degut a la seva
estructura d’helix poliprolina II que permet 1’orientacid de les histidines en un mateix pla, pot
funcionar com a etiqueta (fag) d’afinitat en una columna IMAC (Immobilized Metal Affinity
Column).

El primer pas havia consistit en determinar quin metall donava una millor eficiéncia de
retenci6 de Zera™. A partir d’aquest estudi es va poder demostrar que, tot i que els diferents metalls
tenien comportaments molt similars pel que fa a la purificacié de Zera®, les columnes IMAC de
niquel mostraven millor retencié de la proteina Zera”.

La utilitzacié d’aquest sistema es va dur a terme per a la purificacio de diferents proteines de
fusié Zera® provinents de diferents hostes d’expressid. En tots els casos es varen posar a punt les
condicions d’entrada per tal d’optimitzar la interaccié de Zera® amb el lligand, evitant la retencié
d’altres proteines contaminants; les condicions de rentat, per tal d’eliminar el maxim possible de
proteines inespecifiques; i les condicions d’elucid per tal d’alliberar la proteina d’interes més
concentrada 1 amb un grau de puresa més elevat. El grau de recuperacio i enriquiment resultat del
pas per aquesta columna va assolir valors proxims al 80%, fet el qual indica que la major part de la
proteina Zera® fou retinguda correctament i eluida de forma eficient. Aquesta nova eina de la
tecnologia va permetre assolir un grau de puresa comparable al que s’obtindria després d’una série
d’etapes a través de columnes cromatografiques, en altres estratégies de purificacio en les quals no
hi ha intervenci6 del domini Zera®. Per tant, el que s’aconseguia a nivell quantitatiu fou abaratir
encara més el cost global de produccié de proteines recombinants mitjangant Zera®.

La immobilitzacié de la proteina hGH-MxeGyrA-Z en una columna d’afinitat, a més, podia
permetre el processament en columna, de forma que la thGH processada podia ser colectada en el
Flow-thorugh, lliure de la majoria d’impureses.

Amb aquesta finalitat, es varen posar a punt les condicions d’unié de la proteina de fusid
hGH-GyrA-Z a una resina basada en particules de Ni-NTA (Nickel- Nitrilotriacetic acid) agarosa i
de induccid de ’autoprocessament en columna.

Per tal d’immobilitzar eficientment la proteina de fusido a la resina de niquel, calia que
aquesta fos soluble i estable en el tampd d’entrada a la IMAC. Degut a que la solubilitzacid 1 la
inducci6 de lautoprocessament de la proteina de fusi6 hGH-MxeGyrA-Z tenien lloc
simultaniament en preséncia d’agent reductor, calia trobar condicions que permetessin fer que
aquestes etapes fossin independents i seqiiencials. Per a tal efecte, es varen provar una bateria de
condicions de solubilitzacid que promoguessin el minim autoprocessament possible, mitjancant

diferents tipus de poder reductor. Les condicions de solubilitzaci6 més Optimes s’obtingueren
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incubant els cossos proteics en un tampd Tris 20mM pH9, TCEP 5mM 1 inhibidors de proteases
(cocktail Complete 1X- Roche), durant 2 hores a temperatura ambient. En aquestes condicions
s’assolia prop d’un 70% de solubilitzacié de cossos proteics 1 prop d’un 25% de tall de hGH (veure
fig. 4.42)

La figura 4.48 mostra el resultat del procés de recuperacio de hGH autoprocessada
mitjangant una columna d’afinitat per Zera®, a la qual hi haviem immovilitzat la proteina de fusio

hGH-GyrA-Z solubilitzada.

I FT W1 w2 C
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Figura 4.48. Inducci6 de I'autoprocessament en
columna d’afinitat IMAC. Analisi per Western Blot de les
diferents fraccions de la purificacido per columna d’afinitat.
I, correspon al material d’entrada. FT, al flow-through
després de la induccié de l'autoprocessament. W1 i W2,
corresponen a dos rentats consecutius de la columna. C,
correspon a la fracci6 que roman unida a la resina.
Immunoblot incubat amb anticos contra hGH.

La rhGH processada durant I’etapa de solubilitzacid, fou descartada juntament amb altres
impureses presents en la mostra en el primer Flow-through posterior a I’etapa d’uni6 de la proteina
de fusié (mostra no representada en la figura 4.48). Després de successius rentats de columna, s’hi
va afegir el tampo d’induccié de I’autoprocessament conenint -mercaptoetanol 20mM, i es va
deixar incubar amb la resina durant 16 hores a temperatura ambient. Com es pot observar, la rhGH
autoprocessada fou recollida en la fraccio no retinguda de la mostra (FT — Flow-through), indicant
que no presenta afinitat per al metall de niquel. En canvi, els productes d’autoprocessament que
contenien Zera”, tant la fusié com el fragment corresponent a GyrA-Z, quedaven retinguts a la
columna (C). El grau de puresa de la fracci6 corresponent al Flow-through, va ser comprovada per
analisi d’aquesta fracci6 per electroforesi SDS-PAGE, mostrant una tnica banda corresponent a
hGH en tot el carril (imatge no mostrada).

Amb aquest resultat podem concloure que la columna d’afinitat IMAC-Ni posada a punt per
a les proteines de fusio Zera”™, presenta una utilitat afegida a Iestratégia de processament mitjangant

inteines, ja que permet separar i purificar la proteina d’interés hGH de la proteina de fusié Zera®, en

184



Resultats

una sola etapa. Cal recordar, que degut a les propietats d’agregacié i acumulacié de Zera® en
cumuls de tipus cos proteic, I’etapa de purificacié per RP-FPLC de la proteina d’interés havia
mostrat certa dificultat en la separaci6 dels components proteics de Zera” en front de la proteina
d’interés hGH. Mitjangant el pas per aquesta columna, es simplifica per tant, I’etapa final de
purificacio i s’assoleixen rendiments i grau de puresa elevats de forma més practica i eficient.

Malgrat tot, el rendiment de 1’autoprocessament de la proteina de fusié immobilitzada fou
menor que la duta a terme en solucié (menys del 40% de tall en columna, vers el 60% de tall assolit
en solucid). Aquest fet indica la necessitat d’adaptar les condicions de tall en columna en termes de
durada de reaccid, renovacio de tamp6 de processament, o bé I’is de nous additius.

Un valor afegit a la introducci6 d’aquesta etapa de purificacid en el procés global de
downstream de proteines Zera”™, derivaria del seu potencial a ser aplicat a una escala superior a la
del laboratori. Els resultats preliminars d’aquest projecte en desenvolupament mostren que
I’eficiencia i rendiment d’aquesta etapa son comparables als obtinguts a petita escala, indicant que

la columna continua sent util quan s’augmenta el volum de produccié.
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ERA Biotech S.A. és una empresa biotecnologica dedicada al desenvolupament d’una
tecnologia exclusiva basada en la produccié de proteines i péptids recombinants d’alt valor afegit.
La sintesi de proteines recombinants s’assoleix mitjangant la seva fusi6 al domini Zera” propietat de
la companyia, que confereix la propietat d’autoagregacié mitjangant interaccions amb si mateix,
alhora que també s’associa a la membrana del reticle endoplasmatic, formant cossos proteics
d’elevada densitat. El domini Zera™ prové de la proteina de reserva del blat de moro y-zeina, i s’ha
demostrat que intervé en la formacié de cossos proteics, tant en blat de moro, com en diferents
hostes eucariotes heterolegs (Geli ef al., 1994). La fusié de Zera®™ a una proteina d’interés provoca
I’agregacid 1 acumulaci6 de la proteina de fusio en un organul similar al cos proteic tipic del gra de
determinats cereals, que emmagatzemen grans quantitats de proteines de reserva. La tecnologia
Zera® treu profit de I’alta densitat d’aquests organuls sintetitzats de novo, per a la recuperacio i
purificaci6 de la proteina d’interes.

Qualsevol procés de produccid de proteines recombinants esta format per dues fases
principals: una etapa de sintesi de la proteina d’interes (upstream), i una de recuperacio i purificacio
de la mateixa (downstream). Per a la produccié de proteines recombinants a gran escala, I’etapa de
downstream esdevé la més costosa, representant en molts casos el 60-80% del cost total de
produccido (Hearn 1 Acosta, 2001). Tot 1 que aquests costos poden resultar acceptables per a
productes terapeutics d’alt valor afegit, el desenvolupament de productes biotecnologics més
gengrics, requereix estratégies de manufactura més cost-efectives (Banki et al., 2005).

En el cas de les tecnologies basades en proteines de fusid, una proporcié important d’aquest
cost prové de I’etapa de processament per tal d’alliberar el producte d’interés del domini de fusio.
Tradicionalment s’han emprat proteases comercials exogenes que presenten una elevada
especificitat per a una diana de reconeixement afegida en la seqiiencia de la proteina de fusid, com
per exemple ’enteroquinasa o el factor Xa, entre d’altres. Aquestes eines pero, presenten varies
limitacions en termes de cost i eficiéncia, comprometent el seu s en processos de produccié a
escala superior. L’elevat cost de les proteases comercials és degut principalment a 1’existéncia
d’una gran demanda, juntament amb la mancanca o abséncia d’altres proteases d’origen no-mamifer
que presentin una eficiéncia similar a les provinents de mamifer (Kiihnel ez al., 2003).

La utilitzaci6 d’aquestes proteines amb activitat proteasa sovint presenta altres
inconvenients, alguns d’ells deriven de I’obtencié de baixos rendiments de digestié degut a
impediments esterics que impossibiliten el reconeixement de la diana de tall per part de la proteasa,
o bé en la impossibilitat de que el centre actiu de la proteasa adquireixi la conformacid activa, fent
que la reaccio no pugui ser duta a terme de forma completa 1 eficient. Altrament, els rendiments de
la reaccid catalitica també poden veure’s alterats per modificacions en les condicions de digestio,

que alhora poden resultar incompatibles amb 1’activitat o plegament de la proteina d’interes.
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En el present treball s’han desenvolupat dues estrategies principals per al processament de
proteines de fusié Zera®. Per una banda, la produccié d’enteroquinasa fusionada a Zera® per tal de
permetre la produccié d’aquesta proteasa a baix cost. Per altra banda, 1’aplicacié6 de mecanismes
basats en I’autoprocessament d’inteines induibles, per tal d’assolir 1’alliberament del producte

d’interes sense la necessitat d’addicionar cap proteasa exogena.

Produccio d’enteroquinasa mitjancant la tecnologia Zera® a cél-lules de mamifer i

plantes de tabac.

L’enteroquinasa bovina és una proteasa heterodimerica formada per una cadena pesada i una
lleugera unides entre si per un pont disulfur. La subunitat catalitica la conforma exclusivament la
cadena lleugera, i per tant, és la porcid de la proteasa que s’utilitza per a la seva produccid
recombinant. Aquest fragment, d’aproximadament 26kDa, presenta 3 asparagines N-glicosilades 1 4
ponts disufur intracatenaris, els quals resulten essencials per a que adopti la seva conformacié activa
(La Vallie et al., 1993).

La produccié d’enteroquinasa fusionada a Zera™ es va dur a terme de forma transitoria en
cel-lules d’ovari d’hamster xineés (CHO) 1 en plantes de tabac Nicotiana benthamiana.

Generalment, la posicié del domini Zera® a N- o C- terminal en la proteina de fusio, depén
del grau d’afectacid que pot tenir sobre la funcionalitat de la proteina d’interes. Pel cas de ’EK la
conformacié que adopta el seu extrem N-terminal és essencial per a la seva activitat, per tant, la
fusié de Zera®™ fou preferible a 1’extrem C-terminal. De fet, el residu Ilel de 'EK és responsable de
les interaccions necessaries per mantenir I’estructura terciaria de la proteina (Lu et al., 1999), per
tant, el mutant deficient per a aquest residu no permet que la proteina resultant adopti la
conformacid activa, resultant un control d’activitat imprescindible en els processos de produccid
d’aquesta proteasa recombinant.

El grau d’expressié obtingut per les proteines de fusié EK-Zera® i EKm- Zera® (Ilel
deficient) expressades a cel-lules CHO va resultar notoriament diferent, assolint nivells superiors en
el cas de la proteasa mutada. Tenint en compte que les dues proteines només difercixen en la
presencia o absencia del primer residu d’EK, és un fet poc probable que les diferéncies
d’acumulaci6 observades siguin conseqiiencia d’un fenomen a nivell transcripcional, sind més aviat
es tracti d’un efecte citotoxic derivat de 1’activitat enteroquinasa wild type produida en fusié amb
Zera® (EK-Z). Aquest aspecte fou corroborat mitjangant técniques d’immunodetecié per
fluorescencia, en els quals es va poder copsar les diferéncies en 1’estat integral de cada una de les
cel-lules transfectades amb una o altra construccid. L’estat deteriorat de les cel-lules transfectades
amb la construccié EK-Zera®, fou indici de que els nivells d’expressié baixos podien venir

justificats pels efectes citotoxics provocats per la proteasa potencialment activa. Contrariament, les
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cel-lules transfectades amb la proteina de fusié mutant (Ekm-Z), mostraven una integritat completa
i, com comentarem més endavant, la preséncia de cossos proteics de diferent mida en 1’espai
citoplasmatic.

La produccié d’enteroquinasa recombinant no ha resultat efectiva en molts hostes on s’ha
provat la seva expressio. A E. coli per exemple, el rendiment assolit ha estat proxim als 8ug d’EK
recombinant per cada gram de sediment cel-lular (Collins-Racie et al., 1995), indicant la incapacitat
de I’hoste per a produir proteines abundants en ponts disulfur. Rendiments superiors varen ser
aconseguits en cel-lules de llevat metilotrofic Pichia pastoris, 25mg EK per cada litre de cultiu
(Vozza, et al., 1996), pero tot 1 aixi, comparant aquest resultat amb 1I’obtingut amb d’altres proteines
expresssades a P. pastoris, el rendiment encara va resultar relativament baix. Altres hostes on s’ha
provat I’expressié d’EK no han mostrat millors resultats, indicant que tant la complexitat de la
proteina, com I’efecte toxic que en pot derivar, resulten en una produccié minvada (Svetina et al.,
2000 1 Colussi 1 Taron, 2005). L’EK es tracta, per tant, d’una de les convencionalment anomenades
proteines dificils d’expressar (DEP- Difficult to Express Proteins), 1 ’estratégia inicial de produir-la
en fusio amb el seu extrem N-terminal lliure (EK-Z), no va esdevenir la millor opcid per assolir el
nostre objectiu.

Tot 1 aixi, 1 veient que amb la versié mutada si que s’assolien nivells optims d’expressio en
cel-lules CHO, varem considerar adient determinar I’acumulacié subcel-lular de la proteina de fusid
EKm-Z. D’aquesta manera podiem comprovar que proteines recombinants amb caracteristiques
complexes com I’EK, podien ser acumulades en estructures de tipus cos proteic formades com a
conseqiiéncia de la fusi6 del domini Zera® a C-terminal. Els experiments de localitzacio
subcel-lular de la proteina EKm-Z realitzats, donen evidéncia que la proteina de fusid és capac de
formar cossos proteics derivats de reticle endoplasmatic. En primer lloc, la immunolocalitzacid
realitzada a través del microscopi de fluorescencia ens indicava la preséncia d’unes estructures que
podrien correspondre per mida i forma, als cossos proteics heterolegs observats per altres proteines
de fusio Zera® en aquest hoste. En segon lloc, el fraccionament subcel-lular per gradient de densitat
de les cel-lules transfectades, va mostrar que EKm-Z s’acumula en una fraccio de densitat propera a
la que presenten els cossos proteics naturals del gra de blat de moro.

Aixi doncs, encara que la determinacio exacta de la localitzacié de EKm-Z requeriria una
immunolocalitzacid a través de microscopi electronic, totes les dades experimentals obtingudes fins
al moment indiquen que, malgrat que Zera™ es trobi situat a C-terminal en la proteina de fusio,
EKm-Z és capag¢ de quedar retinguda a RE i formar cos proteic en ce¢l-lules de mamifer. De fet,
altres proteines de fusié Zera™ expressades en cél-lules CHO mostraven estructures electro-denses
envoltades de membrana de RE rugods, induides per I’element fusionador Zera™ (Torrent ef al.,

2009a).
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Donada la inactivitat inherent del mutant EKm, deficient per a la Ilel, varen sorgir noves
aproximacions de produccié d’EK com a proteina de fusié Zera® basades en el canvi de posicié
d’EK a C-terminal de la proteina de fusid. Degut a les particularitats estructurals i funcionals
d’aquesta proteina, aquesta nova disposicid podria suposar un bloqueig en I’efecte citotoxic de la
proteasa, ja que la seva activitat restaria inhibida pel fet de presentar un element fusionat a N-
terminal. Per tal de recuperar I’EK nativa i potencialment activa, també es va planejar introduir una
diana especifica de tall entre el domini Zera® i EK, generant dues construccions noves: una que
permetés un tall controlat mitjancant la proteasa exogena Factor Xa, i 1’altra que permetés un
autoprocessament promogut per la propia EK produida en fusi6. Amb aquests experiments es volia
provar la capacitat d’autoprocessament descrita per Gasparian et al., 2006 i1 Kubitzki et al., 2009 en
els quals es descriu I’habilitat autocatalitica de I’enteroquinasa quan €s produida com a proteina de
fusié a C-terminal.

Els resultats obtinguts a partir de I’expressido d’ambdues proteines de fusié varen mostrar

diferéncies importants d’acumulaci6, resultant molt minoritaria la de Zera®-D4K-EK respecte la de
Zera®-IEGR-EK. Aquest efecte induia a pensar en 1’efecte citotoxic que podria estar-se produint
com a conseqiiencia de 1’autoprocessament de la proteasa activa, afectant a la integritat cel-lular i de
retruc, als nivells d’expressid.
La comprovacio d’aquesta hipotesi també va ser efectiu mitjangant 1’expressio de la proteasa de
secreci6 (control sense Zera™), amb la qual també es varen detectar uns nivells d’acumulacié de
proteina recombinant al medi molt baixos comparats amb els obtinguts en 1’espai intracel-lular per
Zera®-IEGR-EK. Les diferéncies d’acumulacié observades entre Zera®-IEGR-EK i I'EK de
secrecio foren tant significants, que va resultar impossible acumular suficient EK secretada per a la
seva utilitzacio com a control en 1’assaig d’activitat planejat per a etapes posteriors.

Després de demostrar I’acumulacié de Zera®-IEGR-EK en estructures de tipus proteic,
aquesta proteina de fusido va esdevenir la unica opcid disponible de produccié d’enteroquinasa
potencialment activa mitjangcant la tecnologia Zera®. Tenint en compte que aquest sistema
d’expressid eucariota s’estava posant a punt per a I’acumulacio de proteina recombinant en cossos
proteics heterolegs, va resultar evident la necessitat posterior d’estudiar la recuperacié d’aquestes
estructures denses. Com s’ha demostrat en aquest treball, I’optimitzacié6 d’aquestes etapes de
downstream a partir de cel-lules CHO transfectades, va permetre assolir un elevat grau

d’enriquiment de proteina recombinant en dues Uniques etapes del procés de recuperacio (fig. 5.1)
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Zera® Zera®-hGH
CPs HOSN R CPs Ho _SN R CPsHo SN R CPs

Figura 5.1. Analisi del procés de downstream fins a la
recuperacio de CPs en ceél-lules de mamifer CHO. Com a proteines
model es varen emprar Zera®-hGH i Zera®. Ho, correspon a
I'homogenat. SN CPs, al sobrenedant de CPs. R al rentat de CPs i CPs a
la fraccié final de CP. Gels SDS-PAGE tenyits per precipitacié de nitrat de
plata. Immunodeteccié amb Anti-R8 (domini repetitiu de Zera®).

Tot i que I’estratégia d’expressar EK en fusié amb el domini Zera® afavoreix I’acumulaci6
eficient de la proteasa, també comporta la incorporacié d’una etapa addicional corresponent al
processament de la proteina de fusid mitjangant la proteasa exogena Factor Xa. Aquesta construccio
ens ha permes demostrar que ’efecte citotoxic és el responsable de la baixa expressio d’EK en
cel-lules CHO. Tenint en compte que 1’elevat cost de la proteasa Factor Xa provoca un encariment
notable dels costos globals de purificacid, es fa evident que aquesta estratégia per a la produccio a
una escala superior no resultava la més idonia. De fet, les altres estrategies dissenyades volien evitar
aquesta necessitat de proteasa exdgena, ja fos per la fusié de Zera® a C-terminal, com per
I’autoprocessament de I’EK amb la introduccié d’una diana propia de reconeixement. Ambdues
estratégies varen resultar en baixos nivells d’expressio 1 en una alteracid de la integritat de les
cel-lules transfectades, indicant un efecte toxic de la proteasa produida en forma activa. Aquests fets
podrien suposar que 1’activacid de 1’enteroquinasa i, per tant, el seu efecte toxic sobre les cel-lules,
¢s degut a que I’EK era activa abans de la seva acumulacid i1 encapsulacid a I’interior dels cossos
proteics. Cal recordar que un dels possibles avantatges postulats que ofereix la tecnologia Zera®™
mitjancant I’encapsulacié de proteines, és justament evitar qualsevol efecte nociu que aquestes
puguin causar sobre la c¢l-lula hoste pero, si I’activacid o ’efecte toxic de les proteines d’interes té
lloc préviament a I’acumulacié a CP, es fa evident la perdua d’aquest potencial.

Amb la tunica proteina de fusié amb la qual no varem observar aquest efecte toxic va ser

amb Zera"-IEGR-EK, perqué Zera® a N-terminal bloqueja I’activitat de la proteasa, i 'EK no es

podia autoprocessar per 1’abséncia de la diana per a si mateixa.
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La digesti6 amb Factor Xa, va permetre ’alliberament de I’EK amb una eficiéncia de tall
prou bona. De fet, I’interés immediat no fou tant el de posar a punt les condicions de digestid, sin6
la de determinar el grau d’activitat de la proteasa produida.

Les perdues de proteina recombinant que impliquen el pas per qualsevol columna
cromatografica, aixi com els nivells insuficients d’acumulacié de Zera®-IEGR-EK en cél-lules
CHO, no van permetre seguir el procés normal de recuperacié d’EK fins a la seva purificacid. Per
tant, i per tal de posar a punt 1’assaig d’activitat basat en la utilitzacid del substrat fluorogenic
GD4K-B-naftilamida, es varen dur a terme les primeres proves i la posada a punt de 1’assaig amb les
mostres solubilitzades 1 digerides sense purificar de Z-IEGR-EK. Malgrat provar diferents
condicions d’assaig i volums de mostra, totes les mostres problema assajades resultaren inactives,
mentre que el control positiu amb la mateixa matriu que la mostra, presentava la seva activitat
inalterada. Arrel d’aquests resultats es poden evidenciar diferents fets: el primer, 1 probablement el
més important, ¢s la limitacid d’acumulacié de proteina recombinant en cél-lules CHO. En general,
aquesta limitacid és bastant comuna en sistemes d’expressid eucariotes basats en ce¢l-lules de
mamifer, perd si a més, considerem que el sistema emprat estava basat en cé¢l-lules adherents
transfectades mitjangant una lipotransfeccid per lipids cationics, podem copsar la necessitat de la
cerca de linies cel-lulars dptimes per a I’expressi6 i acumulaci6 de proteines Zera™. Actualment, un
dels projectes de més rellevancia que s’estd portant a terme al laboratori esta centrat en el
desenvolupament i optimitzacié d’una o varies linies cel-lulars d’origen mamifer, per permetre uns
nivells d’acumulacié de proteines de fusié Zera® competitius amb els altres sistemes que existeixen
al mercat actual. El segon fet que s’evidencia amb aquests resultats i que deriven d’aquest primer,
indica que una correcta quantificacié de la proteasa produida és necessaria per a acotar les
condicions d’assaig. Donat que la quantificacié prenent com a patrdé I’EK comercial ha esdevingut
imprecisa 1 inefectiva, probablement fora més apropiat haver-se basat en una quantificaci6 més
fiable prenent un sistema basat en ELISA de Niquel desenvolupat un temps posterior a la
finalitzacié d’aquest projecte (veure apartat de resultats de les inteines). El tercer fet que se’n extreu
d’aquests resultats, podria justificar que I’EK produida en fusié amb Zera®, presentés un mal
plegament des de I’inici o durant les diferents etapes de downstream, resultant en la produccid
d’una proteasa inactiva. Pel cas de I’EK comercial produida en llevat P. pastoris, la proteasa
recombinant és secretada al medi, 1 per tant no requereix de cap etapa de refolding. Pel que fa al
patrd de glicosilacid, no sembla que sigui determinant per a la seva activitat. Tot i que no es pot
assegurar que el patro de glicosilacid obtingut en cél-lules de mamifer sigui 1’adequat per mantenir
la proteasa activa, els resultats de produccié d’aquesta proteina en llevat, no indiquen que hi hagi
interferéncies de funcionalitat dependents del grau de glicosilacié de la proteasa (Vozza et al.,

1996).
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Tanmateix, els resultats d’activitat obtinguts per Zera®-IEGR-EK en cél-lules de mamifer no
resultaren concloents, ja que per manca de proteina recombinant suficient no varem poder

determinar el grau d’activitat d’EK respecte la proteasa comercial produida a P. pastoris.

Efecte toxic d’EK en diferents hostes de produccio.

Una possible alternativa de produccié d’EK mitjangant la tecnologia Zera® fou emprant el
sistema d’expressi6 en plantes de tabac. Els resultats d’expressio i acumulacié de proteines Zera®™
en plantes de tabac (N. benthamiana) mitjangant agroinfiltracido estaven donant resultats molt
atractius per a la produccié de proteines d’interés encapsulades a l’interior de cossos proteics
heterolegs. Aixi, va resultar idoni provar 1’expressio de dues construccions (EK-Zera® i Zera®-
D4K-EK) on, gracies als resultats obtinguts a CHO, teniem indicis de certa activitat proteasa. Es va
voler analitzar si en un hoste vegetal era possible produir i acumular EK en cos proteic, impedint
I’efecte toxic de la proteasa.

Emprant els controls teécnics d’agroinfiltracié adequats, ambdues construccions
agroinfiltrades provocaven necrosi al teixit agroinfiltrat al cap de 6 dies post-infiltraci6. La
conclusié immediata a que ens va portar aquest resultat, va ser que la proteasa expressada en fusio
amb el domini Zera®, tenia un efecte mortal sobre el teixit cel-lular on va ser agroinfiltrat. Els
controls indicaven que la necrosi no derivava de I’efecte de 1’agrobacterium transformat o de
qualsevol altre variable técnica, ja que el procediment amb altres construccions Zera™ s’havia dut de
forma paral-lela. L’exercici 1 analisi complet dut a terme per triplicat, ens va indicar de la
inviabilitat d’aquest sistema d’expressié per a I’acumulacié de les dues proteines de fusi6 Zera®-EK
provades en aquest hoste. Novament, quedava demostrada la dificultat de produccié d’una proteasa
de caracteristiques tant complexes com les de I’enteroquinasa, i amb I’efecte nociu que provoca la
seva activitat sobre dos tipus cel-lulars diferents.

Paral-lelament, la proteina de fusié Zera®-IEGR-EK també va ser produida en cél-lules
d’insecte SfY, al ser candidata en un procés de crivellat de proteines dificils d’expressar (DEP)
fusionades al domini Zera® (resultats no mostrats). La seva produccié va resultar inviable, ja que
I’analisi del perfil proteic corresponent a 1’extracte cel-lular indicava la preséncia d’una forta
degradacio generalitzada, posant novament en evidéncia la incapacitat de produccié d’aquesta
proteasa mitjangant la tecnologia Zera® i els medis disponibles en el moment.

En el primer capitol de resultats ha quedat demostrat que la tecnologia Zera®™ no va permetre
la producciéo d’una proteasa toxica de caracteristiques propies com I’EK en cap dels sistemes

d’expressid provats, invalidant aixi la hipotesi incial o objectiu d’aquest apartat.
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De forma simultania a 1’obtencid d’aquests resultats, s’havien estat estudiant i
desenvolupant altres sistemes de processament per a proteines de fusio Zera®. Aquests sistemes
estaven basats en ’autoprocessament promogut per inteines, les quals permeten evitar 1’addicid

d’una proteasa exogena amb el conseqiient estalvi economic 1 energetic.

Alternatives basades en ’autoprocessament induible de proteines de fusié Zera®,

Com hem vist en el primer apartat de resultats d’aquest treball, els métodes classics que
utilitzen proteases externes no nomeés suposen un cost economic elevat, sind que la seva produccio
recombinant esdevé complexa depenent de la seva naturalesa i efecte sobre les cel-lules hoste del
sistema de produccid. A posteriori, altres problemes que solen interferir a nivell del processament
son la baixa especificitat de la proteasa, o la baixa eficiéncia de la reaccid enzimatica degut a
impediments esteérics o incompatibilitats degudes a les exigéncies de les condicions de digestio,
entre d’altres.

El descobriment, a principis dels anys 90, dels elements de splicing proteic anomenats
inteines va suposar un aveng important en aquest camp biotecnologic, ja que va implicar un canvi
de concepcid 1 procediment de les etapes de purificacio 1 digestié de proteines recombinants
produides en fusio. De fet, arrel de la seva aplicacid en sistemes de produccid, la necessitat d’un tall
proteolitic va quedar totalment eliminada, permetent la purificacié de la proteina recombinant
nativa en una etapa cromatografica. Durant aquesta ultima década, 1’estructura i les propietats
d’aquests elements autoprocessables han estat investigades per diferents grups de recerca, donant
com a resultat un valor academic i industrial en I’aplicaci6 de les inteines (Wang et al. 2009).

Amb la finalitat d’aprofitar els avantatges que ofereixen les inteines per a la produccid de
proteines de fusié Zera®, es varen expressar diferents tipus de inteines fusionades al domini Zera® i
a ’hormona humana de creixement (hGH) com proteina model de la tecnologia. L’estudi també va
ser completat amb 1’analisi de I’acumulacié de proteines de fusid contenint la seqiiéncia de la
inteina en diferents sistemes hoste d’expressio. Essencialment els hostes de produccid varen ser les
cel-lules de mamifer CHO, les cél-lules d’insecte Sf9 i les plantes de tabac.

Zera®-SspDnaB-hGH en ceél-lules CHO.

La prova de concepte emprant la inteina SspDnaB en proteines de fusié Zera® es va dur a
terme en cel-lules de mamifer CHO. Tenint en compte que aquesta inteina és aplicada generalment
per a proteines recombinants expressades en sistemes procariotes, fou d’especial interés determinar
I’acumulacié i localitzacié de la proteina de fusié Zera®-DnaB-hGH en sistemes d’expressio
superiors. A partir d’aquests estudis, es va poder comprovar que aquesta proteina de fusid, malgrat

haver incorporat la seqiiéncia proteica de la inteina de 18 kDa, indueix la formacio de cossos
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proteics heterolegs a cél-lules CHO. L’elevada densitat i la mida d’aquests organuls son els que
permeten diferenciar-los d’altres elements intracel-lulars.

Per tal de demostrar que altres proteines fusionades a la inteina DnaB i a Zera™ induien la
formacio de cos proteic a CHO, noves construccions amb proteines marcadores com DsRED 1
ECFP foren transfectades i observades al microscopi. Fruit d’aquest estudi, es va proder comprovar
la presencia d’un patré d’acumulacié a cos proteic molt similar a 1’observat per hGH, ampliant el
ventall de proteines acumulades a cos proteic en cel-lules CHO.

Tot i que els nivells d’expressié Zera®-DnaB-hGH a cél-lules CHO no varen arribar a ser
quantificats, el marcatge immunoreactiu detectat mitjangant Western Blot va ser suficient per poder
continuar amb el procés d’analisi de les etapes de downmstream. Si bé en qualsevol sistema de
produccid recombinant, la determinacid dels nivells d’expressié és molt important, cal recalcar que
I’estudi dut a terme en aquest treball fou de caire analitic.

Per mitja d’aquest analisi es va poder determinar la preséncia de cert autoprocessament in
vivo, provocant que la hGH alliberada continués la via de secrecié al medi, mentre que el fragment
proteic corresponent a Zera"-DnaB quedava retingut a la cél-lula. El fraccionament subcel-lular per
gradient de densitat de les cel-lules transfectades, va permetre’ns determinar que
I’autoprocessament in vivo té lloc a partir de la proteina de fusid que roman soluble a I’espai
intracel-lular, indicant que en la proteina de fusio no agregada a cos proteic, la inteina pot adoptar la
conformacid activa i promoure 1’autoprocessament.

L’activitat autocatalitica de la mini-inteina modificada SspDnaB ¢és induida com a
conseqiiencia d’un canvi de pH 1 temperatura cap a valors proxims a pH7 1 25°C pero també hi
poden influir altres factors com determinats residus adjacents al lloc de tall de la inteina (Mathys et
al., 1999). Mitjangant estudis de mutagenesi dirigida s’ha pogut comprovar que certs residus
presents en la regid corresponent a les exteines naturals, tenen un paper important en les reaccions
de splicing 1 d’autoprocessament, presentant cada un dels mutants estudiats, diferents graus de
processament in vivo. Per tal de tenir el maxim control sobre I’autoprocessament amb aquesta
inteina, s’ha vist que certs mutants amb substitucions del residu A154 per L, K o P, permeten reduir
substancialment 1’activitat del tall in vivo.

Tenint en compte que 1’autenticitat de la seqiiencia és imprescindible per a productes amb
aplicacions terapeutiques, o que poden ser essencials per a [’activitat de certes proteines
recombinants, es va descartar la modificacié dels primers residus de la proteina d’interes, essent la

resta de variables que poden afectar 1’autoprocessament objectiu del nostre estudi.

Un cop demostrada 1’acumulacié de la proteina de fusié Zera®-DnaB-hGH en cossos

proteics heterolegs, es varen estudiar les eficiéncies de tall obtingudes en un rang de condicions de
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pH 1 temperatures diferents, aixi com ’efecte de certs additius com detergents i0nics i no ionics, o
la preséncia en el tampo6 d’induccid de certes sals que podrien ajudar en termes de solubilitat
proteica, i en la desagregacid dels cossos proteics. Cal tenir en compte que per tal de permetre
I’autoprocessament sempre fou necessari una etapa de solubilitzacido de cossos proteics, ja que,
altrament la inteina no podia adoptar la conformacié activa que 1li permet promoure les reaccions
d’autoprocessament (dades no mostrades).

Fruit d’aquests estudis varem poder determinar que hi ha certes condicions que resulten
incompatibles amb 1’activitat de la inteina SspDnaB. Aixi, certs detergents no idnics com el Triton
X-100 o altres components especifics per a la recuperaci6 de proteines de membrana com les
sulfobetaines no basades en detergent NDSB195 (Vuillard et al., 1995) no ajuden a que la inteina
adquireixi la conformacid necessaria per permetre 1’autoprocessament, malgrat que si permeten cert
grau de solubilitat de la proteina de fusio. D’altra banda, el detergent i0nic SDS al 0,1% va permetre
aquesta activitat, malgrat que només s’assolissin valors d’eficiéncia de tall proxims al 5%. El
detergent que va proporcionar millors resultats d’autoprocessament va ser el tractament amb Triton
X-114, un detergent no idnic que permet una separacid proteica bifasica, degut a la seva
caracteristica baixa temperatura de terbolesa (cloud point) compatible amb una extraccié de
proteines nativa (Wang i1 Coppel, 2002). El percentatge de tall assolit en aquestes condicions va
arribar a ser del 16 %, posant en evidéncia que les condicions de tall per a aquesta inteina han de ser
suaus, per tal de no distorsionar la conformacié proteica que fa que tinguin lloc les reaccions
quimiques de processament.

D’altra banda també es varen realitzar estudis de inducci6 de processament a un rang de pH
entre 5 1 8, 1 de temperatures entre 4 i 37°C. La millor eficiencia de processament va tenir lloc a
valors de pH proxims a 6,5 1 a una temperatura de 25°C.

Un dels inconvenients maxims fruit de la utilitzacio d’aquesta inteina, fou el temps llarg de
inducci6 necessari per a obtenir un rendiment proxim al 20% de tall, de fins a 48-50 hores. A la
literatura s’han descrit casos com el de la produccid recombinant de la proteina de classe 1 PorA de
N. meningitidis mitjancant la intetna SspdnaB, en la qual es requerien fins a 5 dies d’induccié de
I’autoprocessament a pH7 1 temperatura ambient (Humphries et al., 2002). O pel cas de I’EGF, on
es necessitaven més de 12 hores de induccié continua (Esipov et al., 2008). Aquestes llargues
incubacions suposen un gran inconvenient, sobretot per a una produccid a gran escala i per
proteines sensibles i inestables en aquestes condicions.

Per tal de determinar que I’autoprocessament observat fou producte de 1’accié de la inteina
DnaB 1 no d’una accié inespecifica per part de proteases endogenes, varem comprovar que el
mutant N154A SspDnaB presentés el tall a C-terminal bloquejat respecte a la inteina Wild type

(Mathys et al., 1999). Com a resultat varem obtenir que, sota les condicions d’autoprocessament
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posades a punt, només la proteina de fusié Zera®-DnaB-hGH resultava processada, indicant que el
tall és conseqiiencia de ’accid especifica de la inteina SspDnaB.

Malgrat el rendiment de tall obtingut, i la posada a punt d’aquesta inteina com a nou metode
de processament per a proteines de fusié Zera®, els nivells d’expressio eren generalment baixos per
a totes les proteines de fusid provades, sobretot si els comparem amb d’altres sistemes de produccid
que s’estaven posant a punt, com les plantes de tabac o les cel-lules d’insecte.

Davant d’aquesta situacio i, tenint en compte que actualment s’esta portant a terme un
projecte dedicat exclusivament al desenvolupament i posada a punt d’una linia cel-lular de mamifer
optima d’expressi6 de proteines Zera™, varem estimar necessari provar el sistema basat en

I’autoprocessament promogut per la inteina SspDnaB en c¢l-lules d’insecte.

Zera®-SspDnaB-hGH en cél-lules d’insecte Sf9.

Els estudis realitzats fins al moment al laboratori d’ERA Biotech, havien permes concloure
que el sistema d’expressio basat en cél-lules d’insecte era compatible amb la tecnologia Zera”™. De
fet, en micrografies obtingudes per microscopi electronic sobre cél-lules Sf9 infectades amb Zera®-
EGF 1 immunolocalitzades amb anticos contra EGF, aquestes cel-lules presenten en el seu
citoplasma uns organels d’uns 0,2um, embolcallats de membrana i que contenen proteina
immunoreactiva per a EGF, mostrant un patré d’acumulacid tipic d’estructures de tipus cos proteic
(Torrent et al., 2009a).

Un cop establertes les millors condicions de produccio, a diferents MOI 1 temps d’incubacid
post-infeccid, pel cas de Zera®-DnaB-hGH, la caracteritzacié de la seva acumulacié a 1’espai
intracel-lular va realitzar-se tant per immunolocalitzacié mitjangant microscopia confocal, com per
gradient de densitat d’lodixanol. El resultat d’ambdues técniques ens ha permes confirmar
’acumulacié de Zera®-DnaB-hGH en estructures denses amb patrd tipic d’acumulacié a cos
proteic. La mida general dels cossos proteics de Sf9 resulta més petita que la mitjana dels cossos
proteics heterolegs en planta de tabac o en cél-lules CHO, indicant que la mida d’aquestes
estructures no ¢s una propietat universal en tots els hostes, siné que €s un caracter adaptat a les
caracteristiques 1 capacitats de cada tipus cel-lular.

Tanmateix, el factor més important a tenir en compte fou el de precisar el grau d’acumulacid
de proteina recombinant respecte als nivells assolits en altres sistemes d’expressio. Mitjangant 1’us
de baculovirus per a la infeccié de cel-lules d’insecte, es solen assolir nivells d’acumulacié de
proteina recombinant molt elevats degut a que el gen de la proteina d’interés esta precedida per un
promotor viral fort, fent que els nivells d’acumulacié de proteina recombinant puguin arribar a
representar entre el 25-50% del total de proteines cel-lulars. A més, un cop establert el baculovirus

recombinant i, tractant-se d’una transformacié de la cel-lula hoste per infeccid viral, la velocitat de
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produccid proteica és molt rapida i homogenia (Sridhar ef al., 1994). La comparaci6 dels nivells
d’acumulacié de Zera®-DnaB-hGH, entre els hostes CHO i Sf9 , ens va permetre corroborar que
I’acumulacid és més elevada en Sf9. D’altra banda, i per tal de poder valorar I’efecte de la inteina
sobre els nivells d’acumulacié en un mateix hoste, també es va comparar el grau d’acumulacié de
Zera®-DnaB-hGH respecte Zera®-hGH, expressats en cél-lules S9. Arrel d’aquest resultat varem
podem comprovar que Zera®-hGH s’acumula prop de dues vegades més que la proteina de fusié
que conté la intetna. Aquesta informacid ens indica que la preseéncia de la seqiiencia linker
corresponent a SspDnaB (de 154 aminoacids) entre Zera™ i hGH, té cert grau d’interferéncia sobre
la capacitat de produccio i /o acumulacid en aquest hoste.

D’altra banda, tenint en compte que la proteina de fusi6 Zera®-DnaB-hGH ¢&s
d’aproximadament 55kDa, i prenent les dades d’expressio de totes les proteines expressades amb
Zera®, es pot observar una devallada en els nivells d’acumulacié en proteines d’elevat pes
molecular. Es possible que la capacitat d’agregacié del domini Zera® es vegi afectat per proteines
d’interés que presenten un pes molecular superior a 60kDa.

La posada a punt d’aquest sistema de produccié de proteines de fusié Zera® ens ha permés
establir un protocol estandard d’homogeneitzacié cel-lular 1 recuperacio de la proteina d’interes. Els
millors resultats els varem obtenir homogeneitzant les cel-lules en un medi hipertonic 1 1’ajuda
mecanica d’una sonicacid suau; i solubilitzant els cossos proteics en preséncia d’un detergent de
tipus sal biliar com el deoxicolat (DOC). Cap dels detergents de la bateria de caracter més suau que

varem provar, va donar resultats d’enriquiment tant satisfactoris com el DOC.

La induccié de I’autoprocessament mitjangant un canvi de pH i temperatura va ser duta a
terme en un ampli ventall de condicions que havien estat descrites en la literatura com a
compatibles amb la conformacié que ha d’adquirir la inteina SspDnaB per ser activa i promoure
I’autoprocessament. Donat que el DOC és insoluble a valors de pH inferiors a 7.5, es van seguir
diferents estrategies per tal d’evitar aquestes condicions, mitjancant canvis de tamp6 per extreure el
maxim possible de detergent, o mitjancant 1’us de detergents alternatius que si bé no eren tan
efectius en termes de solubilitzacid, almenys permetessin determinar si aquesta inteina presentava
activitat en aquest hoste. Entre ells, també es va utilitzar infructuosament la solubilitzacié bifasica
amb Triton X-114, que havia donat resultats satisfactoris en les mostres provinents de cel-lules
CHO. Davant d’aquesta s¢rie de resultats negatius, podem concloure que ’activitat de la inteina a
SspDnaB ¢és molt dependent del grau de solubilitzacio de la proteina de fusié d’interés que la conté,
1 sensible a certs agents solubilitzants que sén incompatibles amb la conformacié que adopta per a
promoure el tall. Tractant-se de la mateixa seqiiencia que va ser utilitzada per a la transformacid de

cel-lules CHO, on si que varem detectar activitat per aquesta inteina, també resulta probable que les
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condicions d’acumulacié o el correcte plegament de la proteina de fusid no permetin que aquesta

inteina sigui activa en aquest hoste.

hGH-MxerrA-Zera® és acumulada en estructures de tipus cos proteic, en cél-lules

CHO, cél-lules d’insecte Sf9 i plantes de tabac.

L’altra mini-inteina estudiada per a la seva aplicabilitat a la tecnologia Zera™ va ser la
inteina derivada de la DNA girasa A de Mycobacterium xenopi (MxeGyrA). Aquesta inteina forma
part d’un element natural de splicing proteic de 198 aminoacids, al qual se li ha extret 222
aminoacids que corresponen al domini central amb activitat endonucleasa, sense afectar la seva
capacitat de self-splicing (Telenti et al.,1997).

En presencia de grups tiol presents en agents reductors com el DTT o el B-mercaptoetanol,
la inteina MxeGyrA modificada i comercialitzada com a sistema de purificacié de proteines, €és
capa¢ de promoure el processament mitjangcant una scrie de reaccions nucleofiliques. Resultat
d’aquest autoprocessament, s’allibera la proteina d’interes amb la seva seqiiéncia primaria intacta i
sense residus exogens afegits. D’altra banda, en el cas que la inteina es trobi fusionada a un fag
d’afinitat, aquest mecanisme també permet la immobilitzacié de la proteina de fusid per tal de
processar 1 purificar el producte d’interés en una unica etapa de downstream (Barnard ef al., 2005).

A diferéncia de I’anterior mini-inteina descrita, el mecanisme d’autoprocessament mediat
per la inteina MxeGyrA esta dissenyat per a que el tall tingui lloc en el seu extrem N-terminal, per
tant, el domini Zera® es trobava posicionat a C-terminal de la proteina de fusio.

L’estudi de I’autoprocessament de la proteina hGH-GyrA-Zera® es va dur a terme
mitjancant la seva expressio en tres hostes diferents: cél-lules CHO, cel-lules d’insecte i plantes de
tabac. La transformacié transitoria en els tres sistemes d’expressid, permeté determinar
’acumulacié de hGH-GyrA-Zera® en el compartiment subcel-lular tant per immunolocalitzaci6
mitjangant microscopia de fluoresceéncia, com per ultracentrifugacid de ’homogenat cel-lular en
gradient de densitat discontinu. Tot i que la immunocitoquimica no fou realitzada sobre les fulles
agroinfiltrades de tabac, el resultat del doble analisi realitzat en els altres dos hostes, indicava que la
proteina hGH-GyrA-Zera® era acumulada en estructures de tipus cos proteic d’elevada densitat;
corroborant que, malgrat que Zera”™ es trobi a C-terminal i tot i la preséncia de la inteina MxeGyrA
actuant com a linker de 18 kDa, el domini Zera™ segueix induint la formaci6 de novo de cossos
proteics heterolegs.

Arrel del resultat de les immunocitoquimiques realitzades en cel-lules CHO 1 S9, es va
poder determinar que, malgrat la diferent mida d’ambdos tipus cel-lulars, la mida dels cossos
proteics heterolegs formats en cel-lules CHO podia arribar a resultar entre 4 1 10 vegades superior a

la mida observada dels cossos proteics de cel-lules Sf9. Tot i que no hi ha una demostraci6é empirica
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per tal d’explicar aquest fenomen, aquestes dades podrien suggerir que el tipus d’acumulaci6 a cos
proteic en cel-lules CHO podria ser resultat de la fusié de cossos proteics de mida més petita.
D’altra banda, el nombre de cossos proteics per cada cel-lula fou major en el cas de les
cel-lules d’insecte S19, el qual podria explicar les diferéncies importants en els nivells d’expressio
assolits en aquest hoste. Tot 1 aixi, aquest conjunt observacions s’hauria d’acabar de complementar
amb estudis comparatius d’expressi6 i acumulacié de diferents proteines de fusié Zera® en els dos

sistemes hoste d’expressio, en estadis completament comparables.

La inteina MxeGvrA presenta activitat induible d’autoprocessament quan ¢és

expressada en fusio amb hGH i Zera® en cél-lules CHO

La induccié de 1’autoprocessament de hGH-GyrA-Zera® acumulada en cossos proteics de
cel-lules CHO, va ser duta a terme en diferents condicions de temperatura, tipus de detergent, temps
de incubacio i tipus d’agent reductor. El millor rendiment de processament calculat mitjancant
analisis densitometrics, va resultar en un tall del 50% després d’una incubacié de la mostra en un
tampo contenint 0,5% Triton X-100 i 50 mM MESNA. El MESNA (acid 2-mercaptoetansulfonic)
¢s un agent reductor semblant al B-mercaptoetanol, que conté un grup tiol nucleofilic que permet
I’excisid de la proteina d’interés mitjangant la produccié d’un enllag tioester estable al seu extrem
C-terminal (Bastings et al., 2008). Tot 1 que el seu Us esta indicat especialment per a dur a terme
reaccions de lligacié de proteines in vitro (IPL- Intein-mediated Protein Ligation — Xu 1 Evans Jr.,
2001), els bons resultats obtinguts en ’eficiéncia de tall de hGH-GyrA-Zera®™, varen fer que
s’establissin aquestes condicions optimitzades per al processament de proteines de fusié Zera®™

mitjangant la inteina MxeGyrA en cel-lules CHO.

La inteina MxeGvrA presenta activitat induible d’autoprocessament quan ¢és

expressada en fusio amb hGH i Zera® en cél-lules d’insecte Sf9.

La demostracié de I’acumulacié de proteines Zera™, com la fusi6 hGH-GyrA-Zera”™, en
estructures de tipus cos proteic formades de novo en cel-lules d’insecte, resulta complexa, ja que cal
distingir-los dels agregats perinuclears densos que s’observen quan s’infecten cel-lules Sf9 per a
I’expressié de proteines per secrecid. Aquestes particules intracel-lulars poden ser resultat d’una
combinacio de proteines d’origen viral amb proteina recombinant agregada en 1’espai intracel-lular
degut a un defecte del mecanisme de secrecid (Shridar ef al., 1994). Malgrat aixo, mitjancant
estudis d’immunodeteccid per microscopia electronica, s’ha pogut identificar la diferéncia basica
que rau entre aquests agregats intracel-lulars insolubles i els cossos proteics derivats de la fusié de
Zera®, degut a la preséncia de la membrana provinent de RE que embolcalla el cos proteic (Torrent

et al.,2009a).
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La posada a punt de les condicions d’inducci6 de 1’autoprocessament en aquest hoste varen
permetre definir el tamp6 que resultava en el millor rendiment de tall. En aquest cas, els millors
resultats foren obtinguts mitjan¢ant una incubacié durant 15 hores, a temperatura ambient, en
presencia de 100mM DTT 1 2%DOC. Tot 1 que I’eficiencia de tall va ser proxima al 45-50%, la
deteccid de varies bandes immunoreactives per a hGH amb migracions lleugerament diferents,
indicaven la preséncia d’una seérie de productes no desitjats. Tot i que es podia concloure que la
inteina MxeGyrA era aparentment activa en fusié amb Zera® i hGH acumulada en cossos proteics
de cel-lules Sf9, els segiient estudis es varen centrar en determinar la naturalesa d’aquests talls
inespecifics, ja que el conjunt d’aquests subproductes no podien ser considerats per al calcul de
I’eficiencia global del procés de produccié de thGH.

La deteccié d’aquest patré multi-bandes posterior a 1’autoprocessament induit podia ser
resultat de: (1) la degradacié de hGH per preséncia de proteases endogenes, (2) 1’autoprocessament
inespecific promogut per la inteina MxeGyrA, 1 (3) el mal processament del péptid senyal per part
de la peptidasa de senyal de la cel-lula hoste. Per a cada una d’aquestes teories, es varen dur a terme
una serie d’experiments per tal de confirmar-ne la seva validacid o, per contra, la seva exclusi6. Tal
1 com hem descrit en I’apartat de resultats, fruit d’aquests estudis, la primera i segona hipotesis
varen quedar fermament descartades, mentre que la tercera hipotesi va anar adquirint més solidesa.

El mal processament del peptid senyal en cel-lules d’insecte ha estat descrit en diferents
ocasions en la literatura (Ailor i Betenbaugh, 1999; Jarvis et al., 1993 i Ferrini et al., 1995), en
moltes d’aquestes referencies, 1’origen comu del seus estudis es basaven en ’observacid general
d’uns nivells baixos de secrecid de certes proteines recombinants, i per la presencia d’agregats
proteics insolubles intracel-lulars.

Els péptids senyal sén seqiiencies curtes d’aminoacids disposades a 1’extrem N-terminal de
polipeptids per permetre el seu direccionament, o bé cap a la maquinaria de translocacié de la
membrana cel-lular per tal de ser secretades, o bé cap al reticle endoplasmatic on seran seguidament
plegats, processats i modificats abans d’arribar al seu emplagament final. Aquestes seqiiencies
contenen entre 15 a 30 aminoacids, i s’hi poden distingir tres regions més o menys definides: a N-
terminal hi ha una regid curta de residus amb carrega positiva, seguida d’una regi6 de 10-20 residus
hidrofobics 1 a la regié C-terminal hi trobem 2 residus de mida petita en les posicions -1 1 -3 del lloc
de tall per peptidases. Sovint, quan el péptid senyal no és processat adequadament, la proteina
resultant no adquireix el plegament apropiat ni els subseqiients processaments post-traduccionals,
de forma que roman agregada i insoluble a I’interior de la cel-lula (Ailor et al., 1999). Una de les
raons que podrien justificar aquest fenomen, és atribuible al fet de que la maquinaria cel-lular de
processament post-traduccional és limitada. El sistema d’infeccié viral per AcNPV, aprofita els

mecanismes cel-lulars disponibles 1, a partir de les 24 hores post-infeccid, provoca una inhibicid del
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gens involucrats en 1’expressi6 de proteines endogenes de la cél-lula hoste. Per aquesta radé moltes
de les funcions del RE de la c¢l-lula hoste es veuen afectades en la fase tardana de la infeccid, quan
la maquinaria cel-lular ja es troba severament compromesa degut a la naturalesa litica del
baculovirus (Shridar et al., 1994).

Per tal de corroborar aquest resultat fou necessari 1’analisi de la seqiiéncia N-terminal de
cada un dels subproductes. L’aplicacié de técniques cromatografiques de fase reversa va permetre la
separacio de cada un d’ells per tal de poder-los validar i identificar mitjangant la seqiienciacio del
seu extrem N-terminal. Arrel d’aquest estudi, varem poder determinar que dos dels tres
subproductes identificats, presentaven la totalitat o part del peptid senyal de la y-zeina no processat.
La banda intermedia de 22kDa, que suposava el 15% del total de la intensitat de senyal detectada
per thGH, presentava la mida i la seqtiencia N-terminal coincidents amb la hGH nativa.

Per tal de determinar la compatibilitat del péptid senyal de la y-zeina en sistemes d’expressio
basats en cél-lules Sf9, la mateixa comprovacié fou duta a terme per a proteines de fusié amb Zera®
a N-terminal contenint el peptid senyal de la y-zeina, i produida de forma paral-lela en cel-lules
d’insecte. L’analisi per seqiienciacié de I’extrem N-terminal d’aquesta proteina va donar com a
resultat una Unica proteina amb un inici de seqiiéncia T-H-T, coincidint amb el de Zera® i, per tant,
amb el peptid senyal correctament processat.

El resultat d’aquest ultim analisi indica de la importancia de la seqiiencia adjacent al peptid
senyal per al reconeixement del lloc de tall per part de peptidases de 1’hoste. Tenint en compte que
el peptid senyal de la y-zeina es pot considerar com el nadiu respecte al domini Zera™, varem
considerar oporta el disseny d’una estratégia basada en la substitucid del peptid senyal heteroleg de
la y-zeina, per dos peptids senyals diferents: el peptid senyal de la melitina d’abella i el peptid
senyal nadiu de la hGH (Das et al., 2000).

En estudis anteriors s’havia pogut comprovar que la produccié de propaina de planta en
cel-lules d’insecte es veia millorada mitjancant la substitucié del peéptid senyal nadiu, pel peptid
senyal de la prepromelitina d’abella (Tessier et al., 1991 i Jarvis et al., 1993). Per tant, existia la
possibilitat que per a la produccié de hGH-GyrA-Zera®, també es veiessin millorades les eficiéncies
de produccio segons el peptid senyal emprat.

De fet, la prolactina humana (PRL), que pertany a la mateixa familia que la hGH, va ser
produida satisfactoriament en ce¢l-lules d’insecte Sf9 1 High-Five, mitjancant 1’us del seu propi
peptid senyal de secrecié (Das et al., 2000). En aquest cas, es va comprovar que la proteina
recuperada del medi de cultiu presentava un correcte processament del peptid senyal, malgrat que
s’observava un patrd proteic de PRL en doble banda en I’espai intracel-lular. L’estudi de la
caracteritzacio d’aquesta doble banda no fou realitzat, atribuint-la a modificacions post-

traduccionals de la proteina.
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El diferent patr6 de bandes immunoreactives per thGH obtinguts mitjancant 1’expressio de
hGH-GyrA-Zera® amb diferents peptids senyal foren resultat del seu mal processament, indicant
que les substitucions per péptids senyals, ja siguin derivats d’insecte o nadius respecte la proteina
adjacent, no sempre ajuden a millorar 1’eficiéncia de producci6 de proteines heterologues.

Aquests mateixos resultats també van ser obtinguts per Jarvis et al., 1993, mitjangant la
utilitzacié d’una bateria més amplia de peptids senyals diferents. Aquest estudi posa en evidéncia
que la limitaci6 de produccié de proteina recombinant en aquest hoste podria trobar-se en la
saturacio de la maquinaria cel-lular implicada en els processos post-traduccionals que inclouen el
processament del péptid senyal, el correcte plegament de la proteina i les posteriors modificacions
previes a ’acumulacié o secrecid definitives.

Altres estratégies que s’han emprat per tal de millorar la produccid proteica en aquest hoste
inclouen la coexpressié amb xaperones i foldases de RE (Ailor 1 Betenbaugh, 1997 1 Haseman 1
Capra, 1990), la coexpressié de peptidases bacterianes (Laprise et al.,, 1998), 1 altres enzims
involucrats en els processos post-traduccionals (Ailor i Betenbaugh, 1999), o la utilitzaci6 de
diferents soques o cel-lules d’insecte d’especies diferents (Wickham et al., 1992 i Shridar et al.,
1994).

La darrera alternativa emprada per tal d’evitar el mal processament del peptid senyal, fou la
utilitzacio de diferents linies cel-lulars d’insecte per la produccié de hGH-GyrA-Z. Amb aquesta
finalitat, es varen emprar dues linies cel-lulars comercials que habitualment s’utilitzen per a la
produccio de proteines recombinants, les Sf21 (Spodoptera frugiperda 21), 1 les High-Five
derivades de Trichoplusia ni (BTI-TN-5B1-4). Aquestes ultimes s’ha descrit que poden arribar a
expressar entre 5 1 10 vegades més que les cel-lules Sf9 (Davis et al., 1992), tot i que la naturalesa i
de la proteina hi juga un paper important.

La fusi6 hGH-GyrA-Zera® va ser produida paral-lelament emprant dos péptids senyals
diferents en les tres linies cel-lulars disponibles, seguint les indicacions de cultiu i manteniment de
la casa comercial. L’analisi d’expressié dels diferents extractes cel-lulars continuaven mostrant la
preséncia de mal processament del peptid senyal, amb la conseqiient deteccidé de més d’un
subproducte immunoreactiu per a hGH. Malgrat que la proporcio de bandes resultava diferent per a
cada condicid 1 hoste, la preséncia de multiples bandes immunoreactives evidenciava la incapacitat
del correcte processament en cel-lules d’insecte. Pel que fa als nivells d’expressid, no s’observaren
millores significants amb la utilitzacié de les dues linies noves, de forma que tots els experiments
posteriors varen ser duts a terme en la linia cel-lular Sf9.

Malgrat que finalment no es va poder obtenir la proteina d’interés correctament processada
en termes de peptid senyal, disposavem de dades comparatives interessants entre el procés emprant

I’enteroquinasa com a proteasa exogena, versus les obtingudes mitjangant les inteines com a
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sistema de tall. Es va procedir a una valoraci6 del rendiment i puresa d’ambdos processos en les
primeres etapes de downstream fins a ’etapa de digestio. Malgrat que la quantificacié del procés
amb la inteina no és del tot acurada degut a que s’hi inclogueren els productes no desitjats, a grans
trets, podem concloure que els nivells d’expressio foren fins a 2,5 vegades superiors per a Zera"-
D4K-hGH que per hGH-MxeGyrA-Zera®. Aquestes diferéncies podrien ser resultat de 1’efecte que
presenta Zera™ a C-terminal o bé a I’efecte de la preséncia de la inteina sobre el grau d’acumulaci6
de proteines recombinants. D’acord amb altres exemples de produccidé desenvolupats a ERA
Biotech, la posicié del domini Zera® a N-terminal s’ha vist que afavoreix 1’acumulacié de la
proteina de fusid a cos proteic en detriment de la fusid a C-terminal. Tot 1 aixi, aquestes dades
s’haurien d’acabar de confirmar amb altres proteines de fusid de caracteristiques fisico-quimiques
diferents, ja que la mida o la conformacié que adopta la proteina de fusid, també hi juguen un paper
important en el grau d’acumulacio a cos proteic.

Dr’altra banda, pel que fa al rendiment de recuperaci6 hGH, podem afirmar que en ’etapa
posterior al processament, s’obtingué un rendiment total major emprant la inteina que amb
I’enteroquinasa.

Les dades de quantificacio obtingudes per a ambdos processos indicaven que el procés
emprant la inteina en fusi6 presentava un rendiment de produccio 5,3 vegades superior respecte al
procés emprant 1’enteroquinasa exogena. L’eficiencia de 1’etapa d’autoprocessament promogut per
la intetna MxeGyrA fou del 44,8%, que comparat amb el 23,4% de rendiment de I’etapa de digestid
amb EK de la proteina de fusio Z-D4K-hGH, posa en evidéncia la importancia de la optimitzacio
dels sistemes de processament per tal de minimitzar ’afectacid sobre el rendiment de produccid.

Una conclusié més generalitzada sobre el valor d’aquesta s¢rie experimental en c¢l-lules
d’insecte, haura d’esperar futurs estudis que permetin con¢ixer les millors condicions de produccid
per tal d’afavorir el processament post-traduccional en cel-lules d’insecte. Idealment, aquests
estudis haurien de centrar-se en 1’aplicacid d’estratégies ja descrites (Ailor i Betenbaugh, 1999),
encaminades a afavorir que aquest processament sigui correcte, ja sigui amb la coexpressio de

peptidases bacterianes, o de foldases o xaperones de reticle endoplasmatic.

La inteina MxeGvrA presenta activitat induible d’autoprocessament gquan ¢és

expressada en fusio amb hGH i Zera® en plantes de tabac Nicotiana benthamiana.

Generalment, els sistemes de processament basats en inteines solen aplicar-se per a la
purificaci6 de proteines expressades a E. coli (Fong et al., 2010), perd com hem vist, la seva
utilitzacio en altres hostes com les cel-lules de mamifer, les d’insecte o les plantes, també han
resultat satisfactories (Evans ef al., 2005). A plantes de tabac, s’ha descrit la produccié del peptid
antimicrobia SMAP-29 mitjan¢ant la proteina de fusi6 SMAP-inteina-CBD expressada a 1’apoplast.
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Segons aquesta referéncia, la purificaci6 de SMAP per cromatografia d’afinitat a través del domini
CBD (Chitin Binding Domain), venia precedida a la induccié de 1’autoprocessament en presencia
d’agents nucleofilics, el qual va permetia la recuperacié de la proteina lliure en una fraccio pura.
Tot 1 aix0, el rendiment global del procés de produccié fou molt baix degut a la baixa acumulacio
de proteina recombinant (Morassutti et al., 2002).

La plasticitat que presenta el RE vegetal permet I’acumulaci6 de grans quantitats de proteina
exogena de forma estable, incrementant els nivells d’expressio assolits per secrecidé (Wandelt ef al.,
1992).

Aixi, I’altim hoste en el qual es va explorar I’expressid 1 acumulacié de la fusi6 hGH-
MxeGyrA-Zera® foren les plantes de tabac N. benthamiana agroinfiltrades amb una soca
d’Agrobacterium tumefaciens, per permetre la seva transformacié transitoria.

El silenciament de RNA és un mecanisme de defensa natural que han desenvolupat les
plantes i altres sistemes eucariotes per combatre parasits moleculars, com transposons o determinats
virus (Lakatos et al. 2004). En plantes, el mecanisme rep el nom de silenciament genic post-
transcripcional (PTGS), i es tracta d’un procés complex en el qual intervenen diferents vies de
regulacié-activaciod, iniciades per la formacid de dsRNA. Quan s’utilitzen les plantes per a la
produccié de proteines recombinants, el sistema PTGS de la planta identifica el transcrit del
transgen 1 se n’acaba ressentint I’expressié del producte.

Per contrarestar aquest sistema de defensa, els virus de plantes produeixen supressors de
silenciament, que interfereixen la regulacié genica mediada pel silenciament i1 la biosintesi de
smRNA (small RNA) de la planta (Soitamo et al., 2011), 1 els hi permeten proliferar en el seu hoste
especific.

L’expressio de proteines recombinants en planta es veu significativament afavorida
mitjancant la co-expressio del gen exogen i el del supressor de silenciament. En alguns casos els
nivells d’expressid de proteina recombinant han arribat a augmentar fins a 50 vegades en preséncia
de supressor (Voinnet et al., 2003).

Per a I’expressié de hGH-MxeGyrA-Zera” en plantes de tabac, es van coagroinfiltrar plantes
de tabac N. benthamiana amb el supressor de silenciament génic HC-Pro de potyvirus. S’ha
demostrat que la proteina HC-Pro interacciona amb el proteasoma 26S de la cél-lula vegetal inhibint
la seva activitat RNA endonucleasa (Soitamo et al., 2011)

Tot 1 que les condicions de coagroinfiltracié de plantes i recuperacid de cossos proteics ja
estaven posades a punt en el moment del inici d’aquesta serie experimental (Torrent et al., 2009b),
totes les etapes de downstream posteriors varen ser adaptades a les condicions Optimes per

permetre la induccid de 1’autoprocessament promogut per la inteina MxeGyrA.

207



Discussio

La localitzacio subcel-lular de hGH-MxeGyrA-Zera” en plantes de tabac va ser demostrada
per subfraccionament cel-lular mitjangant gradient de densitat. Els antecedents existents per a
multiples proteines de fusié Zera® (Torrent ef al., 2009a), aixi com els resultats obtinguts arrel del
subfraccionament subcel-lular, foren suficients per confirmar la seva acumulacio en cossos proteics
de densitat compresa entre 1,21 i 1,23 g/cm’. De totes formes, per tal de confirmar aquest fet, seria
necessari un estudi definitiu sobre la morfologia i distribucidé de la proteina en el teixit vegetal
transformat mitjangant immunodeteccid6 per microscopia de fluorescéncia confocal o per
microscopia electronica.

L’estudi sobre la recuperacié de hGH-MxeGyrA-Z en cossos proteics heterolegs, es va dur a
terme paral-lelament amb el d’una construccid analoga que contenia la diana de tall per a
I’enteroquinasa entre Zera® i hGH. La comparacié d’ambdés processos de downstream fins a la
recuperacié de hGH pura, fou determinant per establir competéncies entre els diferents sistemes de
processament, en termes de cost 1 rendiment de produccio.

L’analisi electroforetic d’ambdds processos va donar com a resultat un grau de recuperacio i
enriquiment de hGH molt elevat derivades de 1’elevada acumulacié a I’interior de compartiments de
tipus cos proteic. De fet, la recuperacié de la fraccidé de cossos proteics d’alta densitat mitjangant
baixes revolucions de centrifugacid, va permetre descartar la gran majoria de proteines solubles
present en 1’extracte.

La utilitzaci6 del sistema de tall basat en la inteina MxeGyrA aplicat a la tecnologia Zera®
va permetre 1’estalvi d’una de les etapes de downstream, ja que la solubilitzacid i la induccio del tall
es duien a terme de forma simultania en preséncia de poder reductor. En I’etapa d’induccié del tall
promogut per la inteina es varen provar diferents condicions de induccid per agents reductors, rangs
de pH i temperatura. Resultat d’aquest analisi qualitatiu varem poder determinar que les millors
condicions de tall i de solubilitzacid, juntament amb el menors costos de produccio, s’obtenien amb
I’addicié de B-mercaptoetanol 10mM en el tampo de solubilitzacid 1 induccid del tall, proporcionant
un rendiment del tall proxim al 60%.

Dr’altra banda, la digestid mitjangant enteroquinasa exogena va resultar en un processament
inespecific, promovent 1’aparici6 d’un subproducte addicional que deriva en una disminucid

circumstancial del rendiment del processament.

La purificacio de rhGH a partir de la fusié hGH-MxerrA-Zera® expressada a

Nicotiana benthamiana.

La purificacio de proteines recombinants en plantes representa la major part dels costos de
produccido (Menkhaus et al., 2004). En plantes de tabac, la preséncia de compostos fenolics

dificulten enormement 1’obtencid d’un producte pur. En aquest treball, molts dels compostos
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contaminants de la matriu vegetal foren descartats en la primera etapa de downstream degut a les
caracteristiques hidrofobiques i amfipatiques del domini Zera”™. Tot i aixi, la preséncia de productes
resultants del tall proteic, juntament amb la de certs compostos no proteics provinents de 1’hoste
recuperats 1 co-purificats durant les etapes de downstream, feien necessaria una etapa de purificacio
per cromatografia de fase reversa.

L’amfipicitat i ’elevada capacitat d’autoagregacié del domini Zera”™ fan molt dificil la seva
purificaci6 o eliminacid en una columna cromatografica, ja que s’observa un arrossegament
important al llarg de tot el procés cromatografic, implicant uns nivells de purificacié molt baixos.
Tant les columnes d’intercanvi i0nic com les d’interaccid hidrofobica (HIC) van mostrar aquest
tipus de comportament, fent disminuir considerablement el rendiment del procés. La matriu de la
cromatografia de fase reversa presenta adsorbents substituits amb lligands hidrofobics, de manera
que es necessiten solvents no polars per a 1’elucid de la proteina unida a la resina. Aquests solvents
organics com [’acetonitril, fan que les proteines es trobin en un ambient desnaturalitzant, i per tant,
que Iefecte dels agregats derivats de Zera™ en la seva purificacié es vegi mitigat.

L’eleccid del tipus de cromatografia de fase reversa entre HPLC i FPLC va venir donada per
la capacitat de purificacid de grans volums de la segona respecte de la primera, aixi com de la
utilitzacio de pressions més baixes 1 per la rapidesa del procés de la FPLC respecte ’HPLC. Com a
resultat varem obtenir un grau de puresa de hGH proxim al 100% i una recuperacio6 del 70-75%.

A partir del cromatograma i mitjangant la utilitzaci6 del fluorimetre, varem poder determinar
que el pic majoritari previ a I’elucié de hGH corresponia a un pigment que era excitat a 450 nm 1
presentava un pic d’emissio a 600 nm. Amb aquestes caracteristiques, probablement es tractessin de
restes de pigment com la clorofil-la, que va ser arrossegat al llarg del procés fins a I’etapa de
purificaci6. Malgrat tot, en I’optimitzacid6 de 1’etapa de purificacié per cromatografia de fase

reversa, varem aconseguir eliminar aquest compost, obtenint la puresa de hGH desitjada.

Una etapa de cromatografia d’afinitat per Zera® posterior a la induccio de

I’autoprocessament de la inteina MxeGyrA, facilita ’etapa final de purificacio.

El domini Zera®, gracies a la seva estructura de tipus hélix de poliprolina II presenta afinitat
per a certs metalls de transicid com el ferro, el cobalt i el niquel. Aquesta particularitat confereix la
possibilitat d’augmentar I’eficieéncia de les etapes de purificacid de proteines produides amb la
tecnologia Zera”™, mitjangant una cromatografia amb metall immobilitzat (IMAC).

L’objectiu fou realitzar una cromatografia de tipus IMAC prévia a 1’etapa final de
purificacié per cromatografia de fase reversa per tal de permetre’ns assolir un elevat grau de puresa

del producte d’interes. Tot 1 que cada pas per columna cromatografica suposa certes perdues de
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producte associades al rendiment de cada columna, cal remarcar que per obtenir la mateixa puresa,
altres sistemes no dependents de Zera® requeririen de 3 6 4 columnes cromatografiques.

En el decurs d’aquest estudi es van posar a punt les condicions per tal de permetre separar
I’etapa de solubilitzacidé de cossos proteics, de la induccid de 1’autoprocessament per la inteina
mitjancant 1’0s de TCEP com a agent reductor. Com a resultat d’aquesta etapa cromatografica,
varem obtenir en el Flow-through de la columna, la hGH lliure de qualsevol impuresa relativa a
Zera”.

L’eficiencia de tall en columna fou significativament més baixa que la que tenia lloc en
solucid, fins a un 20% menys de producte processat. Malgrat aixo, les condicions de purificacio
resten per a ser optimitzades, en termes de durada de la reaccid, renovacid del tampd d’induccié del
tall, o provar altres resines de tipus IMAC, que permetessin 1’us d’altres agents reductors com el
DTT.

Amb la fraccid6 de hGH pre-purificada per IMAC, I’etapa final de purificacio per
cromatografia de fase reversa fou notablement millorada, amb el qual queda comprovada la
idoneitat de la columna IMAC com a etapa de purificacio previ a ’etapa de polishing final.

En definitiva, podem afirmar que aquesta etapa de purificacio emprant hGH-MxeGyrA-
Zera®, ha contribuit en 1’estandarditzacié del protocol per a la purificacié de proteines Zera™
mitjancant columna IMAC a escala de laboratori. Més recentment, també es va desenvolupar i posar
a punt aquest sistema per a una purificacid de proteines a escala superior, emprant columnes de
major capacitat, demostrant que malgrat 1’augment de volum, es tracta d’una etapa escalable i

reproduible.

La rhGH produida com a part de la fusio hGH-MxerrA-Zera® és tan activa com la

produida de forma recombinant a E.coli.

La bioactivitat de la rhGH purificada va ser avaluada in vivo en un sistema validat 1 posat a
punt en cel-lules de limfoma de rata de la linia Nb2, el creixement de les quals requereix la
preseéncia de lactogens com les prolactines de les quals forma part hGH. Per a dur a terme aquest
assaig es va emprar una hGH estandard recombinant produida a partir d’E.coli (Anhui Anke
Biotechnology Co., Ltd.).

El monitoratge del creixement d’aquestes cel-lules en preseéncia de diferents quantitats de
rhGH de planta i bacteri, ens ha permes determinar que 1’obtinguda a partir de plantes és tan activa
com la produida a E.coli o, en alguns casos lleugerament superior. Per aquests assajos també s’han

provat altres thGH comercials provinents d’altres fabricants, els quals han donat resultats similars.
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Aquest assaig és el que de forma generalitzada s’utilitza per demostrar ’activitat de
prolactines recombinants com la hGH, de forma que podem concloure que la hGH produida en

plantes en forma de hGH-MxeGyrA-Zera®, és 100% activa i funcional.

Valoracio economica de la produccio de rhGH a gran escala. Simulacié mitjancant el

programa SuperPro Designer™

Dins de la industria biofarmaceéutica cada cop més competitiva, per tal de valorar la sortida a
mercat de nous productes potencials, es requereix d’un bon disseny del procés de produccid, no
només en aspectes técnics, sind sobretot en termes de viabilitat economica. Recentment, els
simuladors informatics com SuperPro Designer (Intelligen Inc.), han ajudat en bona part a definir la
rendibilitat i viabilitat cost-economica de plantes de bioproduccid a escala industrial (Varadaraju et
al., 2011). Aquest programa, a més, també permet identificar colls d’ampolla, punts claus de
reducci6 de costos, o bé avaluar I’impacte ambiental degut als residus generats durant el procés de
produccid.

Mitjancant 1’as d’aquest software es varen definir les unitats basiques operatives del procés
de producccié de thGH en plantes de tabac, mitjancant els dos sistemes de processament analitzats
en aquest treball: intetna MxeGyrA 1 enteroquinasa comercial. Altrament, també es requeria
d’informacid i1 parametres basics sobre els recursos técnics necessaris per a una produccio fixa de
proteina.

En base als preus de mercat establerts per a I’any 2008, es van generar dos processos virtuals
de producci6o de 100kg de hGH recombinant pura, que van requerir de certes suposicions o
adaptacions de produccid per tal de mantenir la viabilitat d’ambdos processos a escala industrial.

Aixi, el preu de cost de I’enteroquinasa exogena utilitzada per a la digestié de Zera®-D4K-
hGH, va ser introduit assumint el cost d’una produccié externa de proteasa a gran escala, ja que el
seu cost comercial de fins a 1000$ per gram de proteina, donava com a resultat un cost global i una
rendibilitat inviables.

Per altra banda, el cost de la llicéncia d’utilitzacié de la inteina MxeGyrA (de New Engalnd
Biolabs) per a finalitats comercials, no va poder ser determinat en el decurs d’aquest estudi, de
forma que tampoc vam poder introduir un valor que ens permetés establir un cost de produccid
ajustat. Malgrat tot, la caducitat de la llicencia d’us comercial de la inteina esta prevista per al 2012,
amb el qual el sistema esdevindria lliure per al Gs comercial.

El resultat d’aquest analisi ens va permetre determinar de forma orientativa que, per a uns
costos de produccio de hGH similars (al voltant de 200$/g de proteina), la rendibilitat del procés fou
superior mitjancant la utilitzacié de la intetna com a metode de processament de proteines de fusid

Zera®.
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Els baixos nivells d’expressié obtinguts per a la proteina de fusié hGH-MxeGyrA-Zera® en
planta de tabac, esdevingueren bona part responsables de que els costos no resultessin inferiors per

aquest procés, posant en evidéncia la necessitat d’una optimitzaci6 en aquest punt.

L’adaptaci6 de hGH-MxeGyrA-Zera® a I’is de codé de tabac no millora el grau

d’acumulacié en aquest hoste.

Diferents factors o la combinaci6 d’alguns d’ells, podrien explicar la diferéncia d’expressid
observada entre Zera®-D4K-hGH i hGH-MxeGyrA-Zera®. Entre ells, podria afectar la mida de la
fusid total, la posicidé del domini Zera® a C-terminal, la preséncia de la inteina actuant com a /inker,
o la conformacio tridimensional de la proteina. A nivell de upstream, i tenint en compte que certs
components del plasmid com el promotor, el terminador i les regions 5> UTR no codificants son
comuns per a les dues construccions, el factor que podria tenir una major influéncia sobre
I’expressio podria tractar-se de la seqiiencia de nucleotids no adaptada a 1’s de codo de la planta de
tabac (Maclean et al., 2007).

La seqiiencia nucleotidica utilitzada fins al moment per a la construcci6 hGH-MxeGyrA-
Zera® presentava la regi6 codificant per a la inteina no adaptada per a I’expressio en aquest hoste i,
per tant, podria significar la rad per la qual detectem nivells d’expressié inferiors.

En alguns casos s’ha descrit que les diferéncies en els mecanismes d’expressid entre
organismes procariotes i eucariotes poden provocar una baixa o nul-la expressio de la proteina
d’interés malgrat es trobin sota control d’un promotor fort (de Maagd et al., 1999). Les plantes
tendeixen a presentar una C o G en la tercera base del codo, mentre que en organismes procariotes
aquesta posicid 1’ocupen majoritariament A 1 T (Wada et al., 1992). Modificant la seqiiencia de
nucleotids per a adequar-la a I’expressio en plantes pot suposar un possible augment de la taxa de
traducci6 del transcrit, 1 en definitiva, I’obtencid de nivells més elevats d’acumulacié de proteina.

Per a I’adaptacié de la seqiiéncia de hGH-MxeGyrA-Zera” a Nicotiana tabacum, varem
encarregar a I’empresa Geneart AG, la sintesi del gen en base a 1’us de cod6 d’aquesta espéecie. A
més, també varen ser eliminades regions inestables del transcrits susceptibles a ser degradades
(seqtiencies killer) com el motiu AUUUA, o altres regions critiques per a la correcta expressio de la
proteina.

El gen sintetic resultant, va ser clonat en el vector binari de transformacié de plantes i, de
forma paral-lela a la construcci6 no adaptada a 1'us de codd, varen ser transformades
transitoriament a Nicotiana benthamiana. L’analisi no va mostrar diferéncies significatives en els
nivells d’expressio obtinguts entre les dues construccions. Podem concloure doncs, que 1’adaptacio
de la seqiiéncia de hGH-MxeGyrA-Zera” a I'is de codd d’aquest hoste no té un efecte significatiu

sobre els nivells d’expressio assolits. Caldra fixar-se en d’altres factors per tal de millorar els nivells
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d’expressid assolits fins al moment. Aixi, per exemple, una de les variables de consideracid que
podria influir sobre els nivells d’acumulacio de la proteina d’interes seria 1’estudi de I’efecte de
diferents inhibidors de silencing.

Es evident que hi ha certs factors que no poden ser alterats o modificats per a millorar el
nivells d’expressié de hGH-MxeGyrA-Zera®, com la mida o la posicié del domini Zera®, perd
actualment s’estan duent a terme estudis d’acumulacié de proteines de fusidé amb variants del
domini Zera® que, en resultats preliminars, presenten la capacitat de millorar I’acumulacié de
proteines de fusié de fins a 10-15 vegades més que amb el Zera® convencional (dades no
mostrades).

Si aquests resultats s’acaben de confirmar, suposaria un aven¢ important per a la tecnologia
Zera®, sobretot per les proteines d’expressié limitada (DEP - Difficult to Express Proteins) i per les
proteines que requereixin de la fusié del domini Zera® a C-terminal, com és el cas de hGH-

MxeGyrA—Zera®.
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Conclusions

Dels resultats que s’exposen en aquest treball se’n poden extreure les seglients conclusions:

1. La produccid mitjancant la tecnologia Zera® de proteines recombinants amb efecte citotoxic
com I’enteroquinasa, resulta nociva per al sistema hoste d’expressi6 emprat, no permetent la
seva acumulacio a cos proteic i afectant a la viabilitat cel-lular.

Es posa de manifest que la tecnologia Zera® no és aplicable per a la produccié d’aquest tipus de

proteases toxiques en cel-lules de mamifer, d’insecte o plantes de tabac.

2. Els estudis d’acumulacié de proteina recombinant realitzats sobre cel-lules de mamifer CHO
transfectades amb les construccions Zera®-IEGR-EK, Ekm—Zera®, Zera®-DnaB-hGH i hGH-
GyrA-Zera®™; els realitzats sobre cél-lules d’insecte Sf9 infectades amb les construccions Zera®-
DnaB-hGH i hGH-GyrA-Zera"; i els realitzats sobre plantes de tabac transformades amb la
construccié6 hGH-GyrA-Zera™; indiquen una acumulacié en organuls cel-lulars densos
equivalents als CPs de blat de moro tant per fraccionament subcel-lular en gradients de densitat
com per immunofluorescencia.

Aquests resultats corroboren estudis previs en els quals es demostrava la capacitat del domini

Zera® per induir la formacié de CP en cél-lules o teixits heterolegs.

3. De I’analisi d’expressi6 i acumulaci6 de les diferents proteines de fusié Zera® estudiades, se
n’extreu que la posicié del domini Zera® a N- o C- terminal de la proteina de fusié no afecta
significativament al grau d’acumulacio 1 recuperacié de la proteina d’intereés en cossos proteics
heterolegs.

La versatilitat del domini Zera® també ha quedat demostrada per la capacitat d’acumulacié en
cossos proteics de les proteines de fusi6 Zera®-DnaB-hGH i hGH-GyrA-Zera® tot i la preséncia

de la inteTna corresponent com a seqiiéncia /inker.

4. L’activitat d’autoprocessament induible mitjancant un canvi de temperatura i pH de la inteina
SspDnaB, posa de manifest que Zera®-DnaB-hGH recuperada a partir de cos proteic de
cel-lules CHO, adopta el plegament compatible amb la seva funcid. L’eficiéncia de tall
obtinguda fou variable segons el rendiment de solubilitzacio i del tipus de tractament provat,
esdevenint el 16% el valor maxim d’eficiéncia obtingut.

L’abséncia d’activitat de processament de la proteina de fusié mutada (Zera®-(N154A)DnaB-
hGH) demostra que I’autoprocessament observat per a Zera“-DnaB-hGH és degut a una

activitat especifica de la inteina, i no degut a la preseéncia d’una activitat proteasa endogena.
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Els resultats de la baixa eficiencia d’autoprocessament obtinguts mitjancant la inteina
SspDnaB, suggereixen una certa incompatibilitat dels residus proxims al lloc de processament.
Els requeriments de determinats residus nucleofils en les posicions +1 i +2 de la proteina

d’interes resulten estrictes per a I’activitat d’aquesta inteina.

La inducci6 de I’autoprocessament de la inteina MxeGyrA en condicions reductores és efectiva
en cossos proteics aillats i solubilitzats a partir de cel-lules de mamifer i de plantes de tabac
transgeniques. L’eficiéncia de tall en condicions reductores €s proxima al 50% en cel-lules

CHO, 1 del 60% en planta de tabac.

De I’estratégia emprada per a I’autoprocessament de hGH-GyrA-Zera” expressada en cél-lules
d’insecte, se n’obté una eficiencia d’autoprocessament del 50%. Tot i aixo, ’eficiencia del
procés fou molt baixa degut a la preséncia d’un mal processament del peptid senyal durant el
procés co-traduccional que té lloc a RE. Tot i els esfor¢os per circumcidar aquest efecte, com el
canvi de peéptid senyal o de la linia cel-lular d’insecte, el péptid senyal no fou correctament

processat, deixant obertes altres alternatives o mecanismes d’accid que ho podrien evitar.

De I’analisi comparatiu de simulacié de produccid a gran escala de thGH emprant els processos
posats a punt en plantes de tabac per hGH-GyrA-Zera” i per Zera®-D4K-hGH, se n’extreu que
el cost de produccidé 100Kg de proteina esdevindria practicament idéntic per ambdds processos.
Malgrat que el rendiment del procés de hGH-GyrA-Zera“esdevé 4,5 vegades superior, les
diferéncies en els nivells d’expressié fan necessaria més quantitat de biomassa per a obtenir la

mateixa quantitat de producte.

D’acord amb I’estudi sobre la optimitzacio de la seqiiéncia de hGH-GyrA-Zera® a 1"is de codé
de la planta de tabac, no hi ha indicis d’una millora significativa en els nivells d’expressid.
Altres recursos per explorar serien 1’us de diferents promotors, supressors de silenciament

genic, altres soques d’agrobacterium o un estudi sobre els nivells de transcripcio (mRNA).

La immobilitzaci6 de hGH-GyrA-Zera® en una columna d’afinitat IMAC permet la
simultaneitat de I’autoprocessament amb la purificaci6 de thGH nativa en una sola etapa
cromatografica, sense necessitat de recorrer a condicions de purificacid desnaturalitzants. El
compromis a que s’arriba €s degut a una davallada en el rendiment del tall, el qual podria ser

optimitzat modificant les condicions de immobilitzacié i1 induccid del processament.
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