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ABREVIATURAS
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HGF: Factor de crecimiento hepatico

hGH-N: Hormona del crecimiento humana
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1. INTRODUCCION

1.1. El lactégeno placentario humano (hPL)

El lactdgeno placentario humano, también llamadmasomamotropina coridnica
(hPL o hCS) es una hormona polipeptidica de cagenailla que es secretada por la placenta
durante el embarazo. Esta hormona de 22 kDa dermeblexrular, esta compuesta por 191
aminoacidos que forman la proteina madura (Ba®atdafiaet al, 1982). El lactdgeno se
sintetiza como una preproteina de 217 aminoaciibse los cuales forman el péptido sefial.
Posee dos puentes disulfuro y no presenta resglicosilados (Walkeet al, 1991).

El hPL forma parte de una familia multigénica dernmmnas con actividades
relacionadas, entre las que se incluyen la horng®acrecimiento humana (hGH) vy la
prolactina humana (hPRL) (Selvanayagaet al, 1984). La similitud en la secuencia de
aminoacidos entre el hPL y la hGH es del 87%, masnjue con la hPRL es del 35%, lo que
ha llevado a proponer que todas ellas derivan d&nigo precursor. Este grupo de hormonas
se habria originado a partir de un péptido primitimas corto y mediante eventos de
duplicacién sucesivos ocurridos en tandem (Nidl, 1971).

El cluster PL/hGH localizado en el brazo gq22-24 del cromosoma 17r@aSaldafia
et al, 1983; Selbyet al, 1984) tiene 66 Kb, en los cuales se disponergéres BH-N
(variante pituitaria de la®H), hPL; hPLy; hGH-V (variante placentaria de laGiH) y hPLs
intercalados por secuencias de repeticion denomadllu” (Lacroix et al, 2002). Los 5
genes presentan la misma orientacion transcripicipnestan compuestos por 5 exones

separados por 4 intrones (Figura 1) (Boguszeweisai, 1998).

HHnreuNH HH pee HHHR o {F heny {H e, HH

0 kb 66 kb

Figura 1. Representacion esquematica del clustet/hGH. hGH-N, variante pituitaria de la hormona del
crecimiento humana;RL;, hPL, y hPL;, lactégeno placentario humanoGH-V: variante placentaria de la
hormona del crecimiento humana. Intercaladas éwdrgenes se representan las las secuencias “Alu”.
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Respecto a la expresion de cada uno de los 5 ,gelngsn IGH-N se expresa en la
glandula pituitaria anterior, mientras que la egfne de los genesPh,, hPLs, hPL, y hGH-
V esta localizada en la placenta (Nachtigjedl, 1993).

El lactégeno placentario humano se encuentraicadid indistintamente por los genes
hPL; y hPLs. Ambos genes tienen una similitud del 98% y codiii proteinas maduras
idénticas, con la unica diferencia de un aminodeni¢a posicién 24 del péptido-sefal, donde
el hPL; tiene una alanina y ePty, una prolina (Walkeet al, 1991) (ANEXO). El genRL;
parece haber divergido de la estructura de lossgdRk; y hPL,, y esta considerado un
pseudogen, ya que aunque su promotor es funciehnahalisis de su secuencia ha revelado
multiples mutaciones en lugares de “splicing” (2akyagamet al, 1984) que provocan que
no se sintetice la proteina (Reséndez-Petrak, 1990).

Ademas, existe una gran similitud entre ELly la hGH que queda patente tanto a
nivel de aminoacidos como de nucleoétidos, incluss@s regiones no traducidas e intrones
(Barrera-Saldanat al, 1982). Los mRNA de los gene®lhy hGH tienen un 92-95% de
similitud, y como ya se ha comentado anteriormeptesentan la misma estructura génica
(ANEXO). Por el contrario, ambos genes se expresatejidos diferentes; el gefPh en la
placenta y el gen@®H-N en la glandula pituitaria, como se ha comentaderermente.

El lactégeno placentario posee un 1% de la aetiVigromotora del crecimiento de la
hGH-N, y ademas, estimula el transporte de amido4&cila incorporacion de timidina, la
mitogénesis y la liberacion del factor similar adaulina (IGF-1) en cultivos de fibroblastos.
También se ha estudiado el papel regulador delsoBLe la lipolisis (Walkeet al,, 1991).

Por otro lado, tiene efectos sobre la diferenéacile la glandula mamaria, la
esteroidogénesis, y el metabolismo intermedio. Belwe todo, cabe destacar su papel clave
en la adaptacion de los islotes de Langerhans emlearazo (Breljet al, 1993). Los islotes
de Langerhans se encuentran dispersos por el pangreestan constituidos por tres tipos
celulares: células. que secretan glucagon, célufague secretan insulina y célulasque
secretan somatostatina. Durante el embarazo saiggodn aumento de la demanda de
insulina, por lo que resulta esencial que loséslate Langerhans sufran cambios funcionales
y estructurales. Breljet al (1993) proponen que el lactdogeno es el prindgigshonsable de
los cambios en los islotes. El lactdgeno ejerctusaion a través de los receptores celulares
de la PRL que pertenecen a la superfamilia de te@pcitoquina clase | (Vasavaenal,
2000). Estos receptores interaccionan con los nmesnite la familia de tirosina kinasas JAK

(Janus Kinasa), que una vez activadas, fosforitaitmiembro de la familia de factores de
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transcripcion STAT (Signal Transduction and Actorat of Transcription) (Nielseet al,
2001). Estos factores se dimerizan y translocamnieleo para regular la expresién de genes
especificos como los del receptor de la PRL, ekfrartador de la glucosa, la glucokinasa, la
insulina y otros (Sorenson y Brelje, 1997).

Los cambios que sufren las célupasecretoras de insulina se traducen en un aumento
de la division celular y de la sensibilidad a laagisa (Sorenson y Brelje, 1997). Ademas,
sufren otros cambios como el aumento de la singeséerecion de insulina estimulada por la
glucosa, el aumento de las uniones GAP entre lakas@ y el aumento del metabolismo del

adenosin monofosfato ciclico (Bregeal, 1993).

1.2. El lactégeno y el tratamiento de la diabetes

El hecho de que el lactégeno placentario sea ad@azducir cambios tan notables en
las célulag} de los islotes de Langerhans lo convierten enpuoteina interesante desde el
punto de vista del tratamiento de una enfermedaéittendida como la Diabetes.

El términodiabetes mellituslescribe un desorden metabdlico caracterizadaipar
hiperglucemia crénica. Las célulispancredticas no son capaces de secretar la ahntida
necesaria de insulina para normalizar los nivetegldcosa en la sangre (diabetes tipo 1), o
por otro lado, los tejidos periféricos no responddacuadamente a la insulina (diabetes tipo
2) (Vasavadat al., 2006).

La gravedad de la enfermedad aumenta considerabtensi tenemos en cuenta el
namero de personas afectadas por la misma. SoleBEedU existian 17.5 millones de
personas (casi el 6% de la poblacion) diagnosticagta 2007 (Dallet al, 2008). La
estimacion de afectados por esta enfermedad pafeo€1030 es de 366 millones de personas
(Wild et al, 2004). Ademas, se estima que el 10% de losaafestson diabéticos tipo 1
(Garcia-Ocafiat al, 2001b). El coste econdmico asociado a la diabereEE.UU fue de 174
mil millones de délares en 2007, segun el estushtizado por la Asociacion Americana para
la Diabetes (Dalkt al, 2008). Estos datos ponen de manifiesto la eadeirg del problema
de esta enfermedad.

Los procesos de regulaciéon de las célflpancreaticas han tomado gran importancia
debido a los avances surgidos con los transplaetésiotes de Langerhans como tratamiento
contra la diabetes. Sin embargo, el éxito de estosplantes se ve reducido debido a la
destruccién autoinmune que sufren los injertos ¢faaDcafiat al, 2001b). Este problema se

soluciona parcialmente mediante un nuevo protodeltransplante que utiliza bajas dosis de
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inmunosupresores libres de glucocorticoides (Sbaeir al, 2000). De esta manera se
demuestra que el transplante de islotes en humpnede ser una opcion terapéutica
importante para el tratamiento de la diabetes 1ipSin embargo, esta alternativa terapéutica
presenta un gran inconveniente, ya que para cadanpa trasplantado se necesitan los
pancreas de entre 2 y 4 personas. Dependiendesieldel receptor y del nimero de islotes
aislados del pancreas donante, puede ser necasarisegunda o tercera inyeccion de otros
tantos donantes para poder alcanzar la masa deesiskuficiente que posibilite la
independencia a la insulina (Diak al, 2001). Teniendo en cuenta, el nUmero de personas
afectadas por esta enfermedad en el mundo, sd&ahJ se necesitarian mas de 7 millones
de donantes.

Con el fin de aumentar la disponibilidad de idofeancreaticos se desarrollan
diferentes estrategias, entre ellas, aumeintaritro la masa de las células de los islotes
mediante el incremento de su proliferacion y supencia (Vasavadat al, 2006). Entre los
factores que determinan la masa y proliferaciotagdeélulag se encuentran los factores de
crecimiento (Chang-Cheeat al, 2008). El lactdbgeno placentario, uno de estafofas de
crecimiento, ha demostrado ser un potente agenégemo, incrementando la proliferacion y
la masa celular de los islotd§arcia-Ocafiaet al, 2001b), asi como favoreciendo la
formacion de grupos celulares (Fleerar al, 2000). Ademas es capaz de aumentar el
contenido y la secrecion de insulina (Vasavetdal., 2000).

El lactdégeno, junto con el factor de crecimienéohepatocitos (Garcia-Ocagaal.,
2001a; Lopez-Talaverat al, 2004) y la proteina relacionada con la hormoaaatpoidea
(Cebrianet al, 2002), son las Unicas proteinas capaces de @rddperplasia de las célul@s
e hipoglucemia mediada por la insulina (Cozar-Glasteet al, 2006).

La muerte celular es el factor principal en la plEadde masa celular tanto en la
diabetes tipo 1 y 2, como en los transplantes (Gi@&henet al, 2008). El lactogeno
placentario es capaz de proteger a las céfufeente a estreptozotocina y dexametasona, dos
potentes inductores de muerte celular (Fujiretial, 2007).

En definitiva, el hPL puede ser afiadido a la peguisia de factores de crecimiento
con capacidad para mejorar los tres parametrosoxijue determinan el empleo de las
célulasp en los transplantes: funcion, proliferacion y supencia.

Actualmente, el hPL disponible comercialmente sgfipa directamente a partir de
tejido placentario (por ejemplo, NeoMarkers, EE.UAffiland, Bélgica), con el riesgo

bioldgico que ese proceso conlleva. Ademas, lasasggponibilidad del tejido y los métodos
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de purificacion empleados, suponen un encarecimient el precio final del hPL en el
mercado.

La potencialidad del lactogeno como molécula terapg en el tratamiento de la
diabetes, y la falta de disponibilidad de la misinace muy interesante el desarrollo de
nuevos sistemas de obtencién y/o produccion. Hlodisr de una fuente alternativa mas
segura y barata permitiria llevar a cabo diferentesstigaciones y ensayos clinicos
asociados al tratamiento de la diabetes.

En los ultimos afios otros grupos de investigacian desarrollado sistemas de
produccion heterélogos basados en el empleBsdberichia colilLan et al, 2006). En estos
sistemas se han obtenido elevados niveles de &amdgumano recombinante, no obstante, la
proteina se produce retenida en cuerpos de inoludd que implica procesos de
desnaturalizacion y renaturalizacion que encareekenprecio final de las proteinas
recombinantes (Daniedit al, 2001). Ademas, en el proceso de solubilizaceéthod cuerpos
de inclusion se pierde parte de la proteina padfic(Fernandez-San Millat al, 2003; Lan
et al, 2006).

Los organismos vegetales presentera alternativa interesante que ofrece grandes
ventajas para la produccién de proteinas humamnasiag a sus bajos costes de produccion,
su capacidad de escalado y la seguridad del pmdies plantas y las suspensiones celulares
vegetales, podrian presentarse como un sistemaadgue nos permita producir lactogeno

placentario humano biolégicamente activo.

1.3. Sistemas heterélogos para la produccién de gednas biofarmacéuticas

Las moléculas biofarmacéuticas representan actuémel principal soporte de la
industria biotecnoldgica. Las estimaciones econamjara el mercado global de proteinas
terapéuticas humanas producidas en sistemas retambds son de 70 mil millones de
dolares, 14 de los cuales serian aportados pondalina, y 20 por los anticuerpos
monoclonales (Gerlacket al, 2010). A medida que aumenta el conocimiento cwedi
bioldgico sobre muchas enfermedades humanas, s@eatificando nuevas proteinas que
podrian utilizarse para el tratamiento de las mssnbasponer de un sistema de produccion
eucaridtico alternativo para satisfacer la dematedastas moléculas es realmente interesante
(Fisher y Emans, 2000; Kermode, 2006).

Tradicionalmente, la industria farmacéutica y laspeesas biotecnolégicas han

utilizado sistemas basados en biorreactores (lastgrlevaduras) y sistemas celulares de
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mamifero (células de ovario de hamster chino “CH&&lulas Namalwa, etc.) para producir
proteinas recombinantes. Sin embargo, estos sistdieaen ciertas limitaciones para
satisfacer la creciente demanda de proteinas biafauticas, cuyos mercados crecen rapida
y continuamente (Knablein, 2005).

Los microorganismos comB. coli son un sistema de produccion que permiten la
produccion a gran escala. Su genética esta biaateazada y no requiere medios de cultivo
excesivamente caros (Walsh, 2005). Sin embargo, mapaces de realizar las
modificaciones post-traduccionales que requiereohasl proteinas de origen animal para ser
biolégicamente activas. Las bacterias sintetizaandgs cantidades de proteinas, pero en
muchos casos dan lugar a la aparicion de cuerpoxldsionque en el caso de que permitan
la resuspension de la proteina, hacen mas dificibstoso el proceso de obtencion de la
misma en su forma activa. Asimismo, este sistenmiles@ cierto riesgo de contaminacion
del producto con endotoxinas (Fisher y Emans, 2@4hiell et al, 2001; Goldstein y
Thomas, 2004).

Las levadurasSaccharomyces cerevisiae, Pichia pasjopgseen las ventajas de los
organismos unicelulares, y ademas son eucariotaenibargo, estos organismos tienden a
hiperglicosilar las proteinas, produciendo patrodesglicosilacion diferentes a los de los
organismos nativos (Fischetral, 1999a; Gomord y Faye, 2004).

Las células de mamifero son capaces de glicosilaprocesar las proteinas
recombinantes como lo haria el hospedador natieoy pu cultivo tiene elevados costes
economicos, el escalado es muy limitado, y existeesgo de propagar patégenos humanos
mediante su manipulacion (Fishadral, 1999a; Danielét al, 2001).

Otro sistema basado en organismos eucariotas soanimales transgénicos, que
favorecen la escalabilidad de la produccion, sh & obtencion de un animal transgénico
requiere hasta 2 afios de trabajo (Knablein, 200&)metodologia empleada para obtener
animales transgénicos tiene bajas frecuencias de gxademas, el sistema requiere de
grandes inversiones para la puesta en marcha yamemmiento del mismo (Huntet al.,
2005). Por otro lado la utilizacion de animalesapproducir proteinas recombinantes esta

muy limitada debido a restricciones legales y éti¢ascheet al, 1999a).

1.4. Sistemas heterélogos vegetales

El estudio de la biologia d&grobacterium tumefaciengunto con el desarrollo de la

ingenieria genética y su aplicacion a la biologtgetal, han revolucionado la agricultura y
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contribuido al crecimiento de la industria biotelégica (Teli y Timko, 2004). La habilidad
de las plantas para integrar y expresar genesdosama posibilitado la obtencion de cultivos
genéticamente modificados con diferentes apliceasoMdemas de producir biopolimeros,
farmacos o alimentos, las plantas son capaces rdpiali el suelo de compuestos
contaminantes, un proceso al que se denominagiit@diacion (Glebat al, 1999).

La primera generacion de plantas transgénicas fmafo cultivos resistentes a
herbicidas o insectos (maiz MON 810 de Monsantagntras que la segunda generacion
representa a aquellas con aportes nutricionakssdailos ejemplos mas conocidos el “Golden
rice” o arroz dorado, y el tomate Flavr S&VYr(Calgene). La tercera generacion de plantas la
forman aquellas que producen proteinas de intéofarimacéutico para su uso terapéutico
(Spoket al, 2008).

Los sistemas vegetales representan multiples jasnyagran versatilidad para hacer
frente a las limitaciones de los sistemas de prmdaocpreviamente citados. La sintesis de
proteinas es un proceso altamente conservado ergamismos vegetales y animales, de
manera que las células vegetales son capaces gar mlerrectamente las proteinas y de
realizar las modificaciones post-traduccionales falgna similar a las células animales
(Kamenarovaet al, 2005). Por esta razon, los transgenes humareseajaxpresan en plantas
producen proteinas con secuencias de aminoacidak#ga sus homadlogas humanas, lo que
asegura la calidad del producto (Schillberg y Twyn2007).

Las células vegetales carecen de patdgenos asinmaleumanos por lo que la
seguridad del producto es mayor que en los sist@ueariotas convencionales (Kermode,
2006). Ademas, son capaces de producir todo tipprdieinas, desde pequefios péptidos
hasta complejas moléculas multiméricas como lasimaglobulinas (Twymaset al, 2003).

En términos econdmicos, los sistemas vegetalesmamho mas ventajosos por la
eficiencia en los costes, la facilidad para eliealy el almacenamiento, asi como el escalado
(Benchabanet al, 2008). Las plantas transgénicas posibilitan auaneo disminuir el area
de cultivo dependiendo de la demanda del produsén.ha estimado que los costes de
produccion de una proteina recombinante en plagantre 10 y 50 veces menor queEen
coli (Knéblein, 2005). Este hecho, unido a la dispomiad de infraestructuras de cosechado,
almacenamiento y transporte, las hace muy atractiveno sistema de produccion (Kusnadi
et al, 1997).

Una alternativa interesante a las plantas transgerson las suspensiones celulares.
La disponibilidad de lineas celulares bien caraddas y optimizadas, como la linea de

tabaco “Bright Yellow-2" (BY-2) (Mayoet al, 2006), permiten la obtencion de lineas
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transgénicas utilizanda. tumefaciengAn, 1985). Estas células crecen formando agregado
celulares desorganizados y desdiferenciados auessg denomina “callo”. Estos callos son
disgregados y cultivados en medio liquido dandaarug la obtencién de suspensiones
celulares (Hellwiget al, 2004). Debido a la naturaleza desdiferenciadéaslecélulas que
forman los callos, éstas carecen de plasmodesmefiales, por o que la comunicacion
entre células es minima (Su, 2006). Esto puedeciredusilenciamiento post-transcripcional
sistétmico, ya que se evita la transmision de sefiaetre células (Doran, 2000).
Paralelamente, existe la posibilidad de inducire epo de tejido a partir de plantas
transgénicas.

El cultivo de las suspensiones celulares en laotoees permite que la producciéon de
proteinas se haga bajo condiciones certificadas @Gidénas practicas de manufacturacion) y
GLP (buenas practicas de laboratorio). La certfiva GMP fue establecida por la
Organizacion Mundial de la Salud, para garantizamivel de calidad 6éptimo durante el
proceso de produccion y procesamiento de las pagediofarmacéuticas (Knablein, 2005).
De esta manera, se asegura que la elaboracionadepesductos se realiza segun métodos y
procesos validados, garantizando la trazabilidacbrysistencia de lote a lote (Ma al,
2005b). La certificacion GMP ayuda a cubrir lasestades de regulacion mas facilmente
(Spok et al., 2008). Ademas, supone una gran \&ermaja la produccion de proteinas
terapéuticas de alto valor comercial destinadassalclinico que requieran un alto grado de
pureza, ya que permite utilizar condiciones deiauléstériles y controladas (Fischaral,
1999b; Doran, 2000). El control del crecimientoutal en los biorreactores posibilita operar
con ciclos de produccion mas cortos (Doran, 2008lgracias a la gran variedad de equipos
disponibles, existen multitud de estrategias deyroion que pueden aumentar la produccién
de la proteina recombinante (Huang y McDonald, 2009

El cultivo de células en suspensidn permite tambgecretar las proteinas
recombinantes al medio de cultivo, dependiend@éptido sefial utilizado y del tamafio de la
proteina de interés (Fischetral, 1999b). Este hecho favorece su aislamiento ¥igagion,
ya que la composicion del medio es relativamenieplg, con ausencia de proteinas
contaminantes y metabolitos secundarios, lo queligemmpuna reduccion de los costes
asociados a este proceso (Hellwigal, 2004; Doran, 2006a). Otra ventaja de la utiiimac
de suspensiones celulares es que se elimina gbris liberar organismos genéticamente
modificados al medio ambiente, ya que las célutas @iltivadas en sistemas confinados
(Spoket al, 2008). Este sistema se ha utilizado ampliameauta la produccion de moléculas

de interés terapéutico (Tabla 1).
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Tabla 1. Proteinas de interés farmacéutico producidas spessiones celulares de tabaco. Los niveles de
produccion se expresan como cantidad de proteinpgso fresco (§ o por litro de cultivo (1), excepto en los
casos en que se representa como porcentaje dénprogspecto a la cantidad de proteina total selBBIS (%).

Proteina Aplicacion terapéutica Cultivar Nivel de Referencia
produccion
Ac'anti-HIV-1 Prevencién /tratamiento VIH-1 BY-2 2.9 Sacket al (2007)
Ac. anti-PAc Caries XD6S 0.1-0.491 Yanoet al (2006)
HBsAg Hepatitis B NT-1 198 ng'y Shekhawaet al
(2007)
Stx2 (toxina Antigeno vacunal para tratar el NT-1 8.2ugd Wenet al (2006)
Shiga) sindrome urémico hemolitico
Intimina Colitis y diarrea hemorragicas BY-2 13py g Judgeet al (2004)
IL-12 Promocién de la respuesta inmunitariddavana 175 pghl Kwon et al (2003)
tipo Thl
Lactoferrina Proteina antimicrobiana BY-2 0.7-2.7% Chkoal (2003)
humana
hGM-CSF Anemia aplasica y neutropenia Havana 150'pg  Kim et al (2004)
DSPAnl Tratamiento de trombosis BY-2 1504 g Schiermeyeet al
(2005)
Trombomodulina Anticoagulante BY-2 27ugg  Schinkelet al
(2005)
Transglutaminasa Diagnosis en la enfermedad celiacaBY-2 0.6-2.6% Sorrentinet al
(2005)
sCD14 humana Sistema inmune, reacciones BY-2 5uglt Girardet al. (2004)

inflamatorias

*Anticuerpo.

Las células vegetales tienen patrones de glicé&ildgeramente diferentes a los de
las células animales, debido a que la maduracidlogiglicanos en el aparato de Golgi es
diferente (Saint-Jore-Dupas al, 2007). Las células vegetales no dejan resideoacito
sialico, presente en glicoproteinas humanas, yeanadosa y xilosa, residuos responsables
de la alergenicidad de las glicoproteinas vege(@eésnet al, 2004; Gomordet al, 2004).
Muchas proteinas humanas de uso terapéutico segtarmodificacion post-traduccional que
resulta esencial para el plegamiento, transpotienypo de vida medio (Joshi y Lopez, 2005).
Para obtener proteinas con estructuras N-glicasldthumanizadas” hay que evitar la
glicosilacion especifica de las células vegetdlesm estrategia muy utilizada es la retencion
endoplasmatica, evitando el paso por el aparat®algi mediante la adicion de la secuencia
KDEL en la proteina recombinante (Gomord y Fay®420Utilizando esta estrategia, se han
obtenido anticuerpos sin epitopos antigénicos cagtienen su actividad terapéutica (Tekoah
et al, 2004). Otra posibilidad se basa en la inactdradle las glicosiltransferasas vegetales
presentes en el aparato de Golgi, mediante técde&®NA (acido ribonucleico) interferente
para obtener plantas “glicomodificadas” que produmeticuerpos con estructuras de glicanos

similares a los humanos (Strassdral, 2008). La humanizacion de la N-glicosilacion
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producida por las células vegetales también seepuoedseguir mediante la expresion de
glicosiltransferasas de mamifero en plantas, deemamgue compitan con las enzimas
endogenas (Gomoret al, 2004). Basandose en esta hipotesis de complaoi@nt se han
obtenido plantas transgénicas de tabaco que exprésaenzima humangs-(1,4)-
galactosiltransferasa de forma estable, permitiepdmucir anticuerpos con N-glicanos
parcialmente galactosilados, tal y como lo hacencilulas de hibridoma (Bakket al.
2001).

Actualmente se estan desarrollando sistemas hegedl vegetales basados en
especies alternativas, como microalgas y musgas,t@mbién son cultivadas en sistemas
confinados.

Las microalgas son organismos unicelulares coradbs/tasas de crecimiento (Wang
et al, 2008) que permiten tanto la transformacion rarab®mo cloroplastica (Manuedt al.,
2007). Actualmente solo se dispone de protocologatesformacion bien establecidos para
tres especies de microalgas, lo que pone de mstoifla necesidad de seguir investigando
para desarrollar toda la potencialidad de esterssi\Walkeet al, 2005).

El musgo Physcomitrella patensposee una alta frecuencia de recombinacion
homologa, y se cultiva en medios simples que setpieren agua, minerales, €@ luz
(Decker y Reski, 2007). La disrupcion de los gend4,3)-fucosiltransferasa $-(1,2)-
xilosiltransferasa mediante mutaciones dirigidapéanitido la obtencion de musgos que no
producen glicoproteinas alergénicas (Kopriveval, 2004). Sin embargo, la utilizacién de
células fotosintéticas requiere luz artificial yegésta penetre de forma adecuada en los
biorreactores, un reto aln sin solventar, que aslegehera un gran coste econdémico
(Weatherset al, 2010). En cualquier caso, este es un sistemagwam potencial para la
produccion de proteinas terapéuticas en el futuro.

La eleccion del sistema heterdlogo de expresiéouwsts para producir una proteina
determinada es una decision que depende de divierstoses (Fischeet al, 1999a). Los
costes de produccién, el volumen de mercado, largkgl y la estabilidad del producto son
algunos factores a tener en cuenta (Doran., 2@8@®@mas, cada proteina es un caso diferente,
que requiere un analisis empirico de su sistenpatiiccion idoneo.

A pesar de las grandes ventajas que ofrecen lagaplgpara producir proteinas
terapéuticas, la mayoria de los productos que l@amzado el mercado son producidos en
lineas celulares de mamifero (células CH®). @oli (Walsh, 2005). Las primeras proteinas
producidas en plantas que han alcanzado el memaadda avidina, aprotinina, lisozima,

lactoferrina y tripsina, producidos en maiz, y catiadizados por Prodigene y Sigma (Hood,
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2002; Howard, 2005; Mat al, 2005b). Estas proteinas se utilizan como reastide
diagndstico y en procesos industriales (Spok, 200@)2006 la empresa Dow AgroSciences
consiguio la aprobacion del Departamento de Agduical de los EE.UU para producir la
primera vacuna de uso terapéutico en suspensi@h@sres de tabaco, la vacuna contra la
enfermedad de Newcastle que afecta a la produesitomla. Asimismo, ese mismo afio en
Cuba se aprueba la produccién a gran escala denticuexrpo producido en plantas para
purificar un antigeno vacunal (Pujet al, 2007; Sparrowet al, 2007). La empresa
SemBiosys tiene previsto comercializar insulina Aaneproducida en semillas de cartamo (o

alazor) para el afio 201Bt{p://www.sembiosys.com

Muchas otras proteinas de uso terapéutico se a@nanem diferentes fases de ensayos
clinicos, por lo que en unos afios muchas de eflddgn alcanzar el mercado de biofarmacos
(Spoket al, 2008). En la Unidn Europea, la empresa Merisiérrapeutics produce lipasa
gastrica (Merispase) en maiz cultivado en campertba la espera de escalar el proceso a
1000 hectéareas tras la autorizacion de la Comuritd@dpea para su comercializacion (Spok,
2007).

Actualmente hay dos moléculas producidas en plajiasse han aprobado para su
uso en humanos: un anticuerpo contra la caries of&dl) producido por Planet
Biotechnology, y un factor intrinseco humano paratratamiento de la deficiencia de
vitamina B12 producido por Cobento Biotech AS (Fayg@omord, 2010).

1.5 Elementos determinantes para la produccion dergteinas en sistemas heterélogos
vegetales

Muchos autores coinciden en sefalar que una ddéinisciones de los sistemas
heterélogos vegetales es su bajo nivel de expresm@nementar la cantidad de proteina
heterdloga es crucial para que el sistema sea etoaidente viable. Para ello debemos tener
en cuenta algunos factores que resultan deterneanta hora de optimizar la produccion,
como la eleccion del hospedador, el tipo de tejelovector de expresion y el proceso de
purificacion.

Cada especie vegetal presenta determinadas verfag@gunto con las caracteristicas
de la proteina de interés, hace que unos resuléanapropiados que otros. La facilidad de
transformacion genética y de cultivo vitro, la cantidad de biomasa, la infraestructura

agricola disponible y los costes de procesamierd#® fa cosecha, son los factores mas
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importantes que determinan la adecuaciéon del hasiped Twymaret al, 2003; Goldstein y
Thomas, 2004).

El tabaco WNicotiana tabacumL.) es una de las especies mas empleada en
transformacion vegetal debido a que posee protecdden establecidos para su
transformacion, produce gran cantidad de biomasfiece un rapido escalado junto con la
disponibilidad de una infraestructura para su paceento (Fischeet al, 2004b). Es la
especie elegida por muchas comparfias biotecnofgiogas proteinas recombinantes se
encuentran en diferentes fases de ensayos clifitzheret al, 2004a). Uno de los aspectos
mas ventajosos de la produccion de proteinas reoamtes en plantas de tabaco se basa en
la variedad de estrategias de expresion disponiflemmblayet al, 2010). Esta especie
también posee alcaloides lo que dificulta la produtde proteinas biofarmacéuticas ya que
es necesario eliminar estos compuestos totalmepiedgia suponer un encarecimiento del
proceso de purificacion. Sin embargo, existen\aés con bajos niveles de alcaloides, como
el 81V9 (Liet al, 2006), y el cultivo de células BY-2 en suspensitinimiza la produccion
de estos metabolitos (Nagahal, 1992). Ademas, el tabaco no es una especieattde la
alimentacion humana o del ganado, por lo que n@septa un riesgo de contaminacion de la
cadena alimentaria (Commandetiial., 2003).

De esta manera, el tabaco ofrece gran flexibilipach satisfacer las demandas del
mercado, a la vez que destaca por la variedad dergs de produccion que ofrece. Su
importancia queda bien reflejada en el niumero deepras recombinantes con interés
farmacéutico que se han producido hasta la fechlald2). Anticuerpos, antigenos vacunales,
hormonas, citoquinas y proteinas séricas son dglina@s de los ejemplos que podemos

encontrar.
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Tabla 2. Produccion de proteinas biofarmacéuticas en gdadie tabaco. Los niveles de produccion se
representan como cantidad de proteina por pescofreéxcepto en los casos en que se expresan como
porcentajes respecto a la cantidad de proteinesmtéble (PTS).

Proteina Aplicacion Tejido  Cultivar/ sp Nivel de Tipo de Referencia
médica expresion transformacion
Ac' anti-BoNT/A Botulismo hoja 81V9 20-40 mg Estable (nuclear) Almquist
kg™ al. (2006)
Ac. anti-HBsAg Hepatitis B hoja Petit Havana 0.5 % Estable (nuclear)  Ramiret
SR1 (60ug @) al. (2003)
AcM?CO17-1A Céancer hoja Xanthi 0.9 mg kg Estable Ko et al
colorectal (nuclear) (2005)
DSPAxl Trombosis hoja Maryland 38 ug g Estable Schiermeyer
arteriales Mammoth (0.4 %) (nuclear) et al (2005)
B-glucosidasa Enfermedad semilla Xanthi 7208Kg* Estable (nuclear) Regagt al
de Gaucher (2005)
Transglutaminasa Fibrinolisis hoja Petit Havana 0.1-1.8 %  Estable (nuclear) Gabal
humana SR1 (2004)
Cardiotropina-1 Atrofia hoja Petit Havana  0.041-0.51 Estable Farranet al.
muscular mg g* (cloroplastica) (2008)
Interleuquina 13 Diabetes tipo  hoja 81V9 0.15% Estable (nuclear) Wasi@l
(2008)
Proteina L1 del Céancer hoja Petit Havana 3 mg'g Estable Fernandez-
papilomavirus cervical (24 %) (cloroplastica)  San Millan
humano et al (2008)
CD14 humano Shock séptico  semillas Xanthi 16 ag gEstable (nuclear) Blais y
Altosaar
(2006)
Sub. B de la Coélera hoja 81V9 0.11% Estable (nuclear) etal
toxina del colera (2006)
IGF-1 Diabetes, hoja Xanthi 241ng my Estable (nuclear) Panatii al
osteoporosis PT* (2004)
hGH Enanismo hoja Nicotiana 1mg g Transitoria Gilset al.
hipopituitario benthamiana (10 %) (2005)

Anticuerpo;“Anticuerpo monoclonaFfUnidades enziméaticas®roteina Total.

El tipo de tejido en el que expresar el gen fovat@enbién determinara la cantidad
final de la proteina. La expresion puede ser digga un tejido determinado, érgano de
reserva y/o semilla. El tejido foliar es el madizado debido a su rapido crecimiento y a que
permite el cosechado coincidiendo con el momentmérima acumulacién de la proteina
recombinante (Streatfieldgt al, 2007; Benchabanet al, 2008). Los érganos de reserva
permiten almacenar la proteina y conservarla deramt largo periodo de tiempo sin
necesidad de cadena de frio (Fischer y Emans, 2800gmbargo, los costes de extraccion y
purificacidbn son mayores para un tejido seco cohae éa semilla (Kamenarowt al, 2005).

El disefio del vector de expresion también deteanh@s niveles de sintesis de la
proteina heteréloga. Dependiendo de las secuermipdadoras que empleemos, podemos

optimizar la expresion de los transgenes a nilsteripcional y/o traduccional (Kermode,
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2006). Para ello contamos con diferentes elemanpieanos permiten regular la expresion de
los transgenes con el fin de obtener mayores mdEegroteina recombinante.

A nivel transcripcional uno de los elementos nrapdrtantes es el promotor. El
promotor constitutivo 35S del virus del mosaicdaleoliflor (35S CaMV) es uno de los mas
empleados, ya que genera elevados niveles de @preanto en dicotiledoneas como
monocotiledéneas (Kangt al, 2003). La expresion del transgén se debe alcemenbinado
de los subdominios A y B, que a su vez se subdivate otros subdominios. El dominio A
exhibe altos niveles de expresion, sobre todo eaita mientras que los subdominios B1-B5
dirigen la expresiéon con distintos patrones célyl#ejido-especificos (Bhullagt al, 2007).
Las regiones -343 a -208 y -208 a -90 son resptasale la activacion de la transcripcion
mientras la region -90 a -46 juega un papel impbetan el incremento de la misma (Yoshida
y Shinmyo, 2000). No presenta especificidad algurehiéndose observado expresion en
hoja, tallo, raiz y pétalos (Odelt al, 1985).

El promotor doble 35S del virus del mosaico decddiflor (2x35S CaMV) esta
formado por dos repeticiones en tandem de una megi® 253 pb descrita como
intensificadora, y que esta localizada en la re@odel promotor 35S CaMV (Mitsuhast
al., 1996). La regién duplicada actia como intereifara en promotores heterdlogos, y
permite obtener elevados niveles de expresionaarigd transgénicas (Kayal, 1987).

Otros elementos reguladores como las secuendiasnéeloras de la transcripcion
también son importantes ya que pueden afectartdbikdad del mMRNA (RNA mensajero).
En plantas, los terminadores mas utilizados sowléola region 3’ no traducida del transcrito
35S del CaMV vy el del gemopalina sintasgMitsuharaet al, 1996).

La inclusion de elementos como las secuencias SAR/Mregiones de unién a
andamios nucleares/regiones de union a matricesearas) ha sido utilizada como
mecanismo para aumentar la expresion de los tragsgé-stas son secuencias ricas en
adenina y timina de entre 300 y 500 pares de {pb¢sle longitud que interaccionan con los
andamios nucleares. Estas estructuras se unenceortaatina, orientandola y facilitando
procesos como la replicacion y la transcripcion iaveé el cambio localizado de la topologia
de la cromatina (Breynet al, 1992; Allenet al, 1996). La utilizacion de estas secuencias ha
demostrado ser muy util aumentando el nivel deesipn de los transgenes, estabilizando la
expresion en la progenie, y en ocasiones, redugiEndariabilidad de expresion entre clones
(Ulker et al,, 1999; Vairet al, 1999; Nowalet al, 2001).

A nivel traduccional, las regiones 5 no tradusid®’'UTR) afectan de manera

significativa a la eficiencia de la traduccion ynalel de sintesis de las proteinas (Galtial,
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1989; Gallie y Walbot, 1992). Estas secuenciamndst@alizadas corriente arriba del sitio de
inicio de la traduccion y facilitan el escaneadola® ribosomas para iniciar este proceso
(Satoh et al, 2004; Kermode, 2006). Las UTR juegan un papel nmportante en la
regulacion post-transcripcional de la expresiénagnncluyendo la eficiencia traduccional y
la estabilidad del mRNA (Mignonet al, 2002). Las secuencias 5’UTR de mRNA virales
como el del virus del mosaico del tabaco (TMV) ael virus del mosaico de la alfalfa, han
sido utilizadas para aumentar la expresion en a2lde tabaco (Lessadd al, 2002). La
secuencid) del TMV es una de las mas utilizadas, mostrandoeatos en la traduccion de
hasta 80 veces en protoplastos de tabaco (TurRestgr, 1995). Esta secuencia es capaz de
incrementar la cantidad de proteina en plantaspaas e inclusd. coli (Mitsuharaet al,
1996).

Algunos procesos post-traduccionales pueden sdizadibs para aumentar la
estabilidad y el procesamiento de las proteinasmbtantes. La direccion de las proteinas a
la ruta secretora, ademas de garantizar el corpromesamiento de las mismas, puede ser
beneficioso para evitar efectos adversos sobratdghospedadora, o facilitar el proceso de
purificacion posterior (Kermode, 2006).

Una de las estrategias mas utilizadas para acuradgproteinas recombinantes en
plantas es dirigirlas al reticulo endoplasmatic&)(RPara ello, se utiliza la secuencia KDEL
un tetrapéptido compuesto por lisina, aspartatstagiato y leucina que se encuentra en el
extremo carboxilo-terminal de muchas proteinashdetudel RE, como la proteina BiP o la
enzima disulfuro isomerasa (Shat al, 1991). Esta secuencia interactia con el receptor
KDEL, garantizando que la proteina es devueltaeticulo desde el aparato de Golgi
(Ellgaard y Helenius, 2003). La delecidon del exweoarboxilo-terminal de la proteina del
reticulo grp78 (BiP) supone la secrecion de la raigm células COS, mientras que la adicion
de la misma secuencia en la lisozima de pollo geraumularla en el reticulo (Munro y
Pelham, 1987). Como ya se ha comentado anterioemémtpresencia de esta secuencia
también posibilita que las glicoproteinas recomfii@s no tengan azucares especificos de las
células vegetales, evitando asi problemas de alerdad. Desde un punto de vista
medioambiental, la inclusidbn de una sefial como KDRlta que las proteinas lleguen al
apoplasto, al xilema o al floema, evitando el colmtacon microorganismos o insectos
(Commandeuet al, 2003).

En ausencia de alguna sefial especifica como la KISLproteinas que poseen un
péptido-sefnal se dirigen al apoplasto (Btaal, 2003). La acumulacion apoplastica resulta

especialmente adecuada cuando la produccién dertdeinas de interés se realiza en
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1. INTRODUCCION

suspensiones celulares, ya que dependiendo defdatieda proteina, ésta alcanzara el medio
de cultivo a través de los poros de la pared aefatditando su recuperacion y purificacion a
partir del mismo (Fischeat al, 2001; Schillbergt al, 2002).

Otros elementos que también forman parte del wetoexpresion, pero que no
regulan la expresion del transgén, son las pequidaas o “tags” que sirven para facilitar el
proceso de purificacion. Las dianas de afinidadsamuencias exdégenas de aminoacidos con
una alta afinidad por un ligando quimico o biol@gita purificacibn mediante la sefal His-
tag se basa en la utilizacion de metales quelarteso ligandos de afinidad que son
inmovilizados en una matriz de acido nitriloacéticeefarosa (Hochuli, 1992). Esta sefial es
una de las mas utilizadas, gracias a que permienebgrandes cantidades de proteina en
menos pasos cromatograficos, lo que se traducer enemor coste econdmico y de tiempo
(Arnauet al, 2006). La purificacion de la proteina recombteags una parte muy importante
del proceso de produccidon biotecnolégico, ya gueesenta una gran parte del coste del
proceso; hasta un 85% del coste de producciérasstdado a la recuperacion de la proteina a
partir del tejido vegetal y su purificacion posteriTwymanet al, 2003).

1.6. Aspectos legales del uso de las plantas conmfdctorias de produccion

A pesar de las grandes ventajas que ofrecen Iganismos vegetales para la
produccion de proteinas terapéuticas de uso humpamimal, su salto al nivel comercial se
ve limitado debido a retos especificos que aungiers

Uno de estos retos es la regulacion de estosismgas. Internacionalmente no existe
una regulacion armonizada, de modo que hay difeseatganismos reguladores, tanto en
EE.UU como en la UE (Gerlaadt al, 2010). A nivel Europeo, esta regulacion recdweso
diferentes organismos cuya autoridad se ve solapadaproteinas producidas en sistemas
vegetales no tienen una regulacién especifical@oue se controlan en base a directivas
relativas a los Organismos Genéticamente Modifisad®GM) con resistencias a
enfermedades o aportaciones nutricionales, asi @aguellas que controlan la produccion
de farmacos (Sparroet al, 2007). La legislacion en materia de agriculticecnolédgica se
enfrenta a un nuevo tipo de cultivo, mientras quéegislacion en materia de farmacos se
enfrenta a un nuevo concepto de producciéon (gpak, 2008).

En Europa, cualquier liberacion deliberada al meainbiente de un OGM requiere la
notificacion a la autoridad nacional competent® lbajDirectiva Europea 2001/18/EC, ya sea

tanto para fines de [+D, como para su comercidbracEl cultivo de OGM’'s en
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1. INTRODUCCION

confinamiento (invernaderos, biorreactores) estgulaglo por las Directivas Europeas

90/219/EEC y 98/81/EC. La exportacion o transpdgeOGM'’s, asi como de sus semillas,
entre los estados miembro se controla medianteglalacion 1946/20085pdket al, 2008).

En el caso de que la liberacion del OGM se hagdines comerciales, la autoridad nacional
competente es la que evalla la aplicacion, al tieque la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) realiza su propia evaluaciontefativamente, la solicitud puede ser
enviada directamente a la EFSA, quien revisa leisal bajo el reglamento 1829/2003/EU

sobre alimentos y piensos modificados genétican{&muarrowet al, 2007).

Por otro lado, los productos farmacéuticos prathgien plantas han de adherirse a las
regulaciones de la norma 2309/93/EU. Esta reguilaei® supervisada por la autoridad
nacional competente durante la fase clinica inicyalpor la Agencia Europea para la
Evaluacion de los Medicamentos durante la faseedartbllo comercial y su aplicacion.

En Espafa, las directivas relativas a los OGM ae ihcorporado mediante la Ley
9/2003 y el Real Decreto 178/2004 por el que sadyar el reglamento para el desarrollo y
ejecucion de dicha ley. La Administracion GenerllEstado es competente para autorizar la
liberacion voluntaria y la utilizacién confinada @GM’s, asi como la comercializacion,
importacion y exportacion de los mismos o de prtakique los contengan, en los términos
gue marca la Ley previamente citada (Ruiz Gataal, 2005). Las liberaciones voluntarias
llevadas a cabo en Espafia se basan mayoritariaeei@&M’s con resistencia a herbicidas
0 a insectos. Se han notificado algunas liberasi@geOGM’s que producen en su mayoria
vacunas de uso veterinario, y alguna de wuso humaantra la hepatitis C
(http://www.mma.es Las Comunidades Autbnomas también son compset@ate conceder

autorizaciones de utilizacion confinada y liberacidluntaria con fines de [+D, pero no para
su comercializacion. Asimismo, son las responsablesla vigilancia e imposicion de
sanciones.

A nivel internacional, el Protocolo de CartagenaBioseguridad tiene como objetivo
contribuir a garantizar un nivel adecuado de paifecen la transferencia, manipulacion y
uso de OGM que pudieran tener un efecto negatibceda conservacion y el uso sostenible
de la biodiversidad (Secretariat of the ConventinrBiological Diversity, 2000).

La gestion de la propiedad intelectual (IP) fé&ila comercializaciéon y distribuciéon
de las plantas productoras de proteinas terapsuAcimas, si el objetivo de la tecnologia es
humanitario, saber gestionar correctamente la Ideesital importancia (Kowalsket al,
2002). La gestion de la IP abarca las patentgwmol@ccion de informacion confidencial y la

formacion de programas cooperativos de investigagidesarrollo (Mat al, 2005a). A este
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respecto, en 2004 se establecié un consorcio a@sstigacion académica fundado por la UE,
conocido como Pharma-Planta. Este consorcio estéafto por investigadores que han
firmado una declaracion de intenciones para elluspanitario de todos los conocimientos
generados durante el proyecto (Btaal, 2005a; Sparrowt al,, 2007).

Otro punto clave para las plantas productoras mheaf@os son los relacionados con la
evaluacion y gestion de los riesgos para la saludama y el medio ambiente, debido al
rechazo que generan estos cultivos en la sociedateréon y Arntzen, 2004). Existen
multitud de mecanismos de contencidon de transggnpeoteinas recombinantes a nivel
cientifico (Daniellet al, 2001; Commandeuwat al, 2003. Desde el punto de vista juridico,
las leyes regulan también como han de liberars®BM’s, tal y como se ha comentado
anteriormente. En Espafa las actividades de evatuale riesgosson realizadas por el
Ministerio de Medio Ambiente, con la ayuda de lar@6n Nacional de Bioseguridad, un
organo consultivo cuya funcién es informar sobsedalicitudes de autorizacion y que esta
adscrito al propio ministerio.

Pese a su claro potencial como sistema de prodydei® plantas siguen teniendo el
reto de optimizar todos los parametros cientifiposviamente comentados, asi como los

aspectos legales de los que depende la producg@anascala.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo ha sido laeobion de lactégeno placentario
humano recombinante utilizando plantas transgémiedaabaco. Para ello se han abordado los

siguientes objetivos parciales:

e Construccidén de los vectores de expresion vegetilasge la expresion del
transgén se regula mediante los promotores 35S CaRR35S CaMV

e Obtencién de plantas transgénicas que produceaigkmd placentario humano
y caracterizacion molecular de las mismas

» Purificacion de la proteina recombinante y deteatiin de su actividad
biologica

* Estudio de la estabilidad de la proteina recomidnan planta y de la
transmision del transgén a la siguiente generacion

» Establecimiento de suspensiones celulares a meticallos transgénicos y

caracterizacion de las mismas
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Material vegetal

Las semillas de tabacdlicotiana tabacuni. cv. Xanthi) fueron facilitadas por el Dr.
Javier Legorburu (Instituto Vasco de Investigagrddesarrollo Agrario, NEIKER-Tecnalia).

Tras la esterilizacion de las semillas con lejimnerial al 15%, se cultivaron en
medio MS (Murashige y Skoog, 1962) (4.4'gMSMO Sigma, 3% de sacarosa, 0.8% agar).
Las plantulas fueron subcultivadas mensualmentgppagacion de yemas apicales en el
mismo medio. Las condiciones de cultivovitro fueron las siguientes: 23°C de temperatura
constante, fotoperiodo de dia largo (16 horas geylilujo foténico de 120 pmol ths™.

Las plantas se transfirieron al invernadero, dotmds el lavado de las raices con
abundante agua para eliminar los restos de metidonséueron introducidas en un sustrato

compuesto por turba y vermiculita (1:1) y cultivada28°C.
3.1.2. Microorganismos

Para la clonacién de la secuencia del geh $e utilizo la cepa dE. coliINVaF’: F’
endAl recAl hsdR17 (r, m") sufE44 thit gyrA96 relAl ¢B0lacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169A°, suministrada por Invitrogen™.

También se utilizé la cepa D5 F (f80d Lac 2M15) A(LacZYA-argF) U169
endAl recl hsdR17{rm") deoR thi" supE44 gyrA96 relAI\’, para la construccién de
diferentes vectores plasmidicos.

Las cepas deA. tumefaciensutilizadas en los experimentos de transformacion
dependieron de la construccion genética empleadea Bs procesos de transformacion
usando el vector pNEKhPL1 se us6 la cepa EHA10®niras que para los procesos de
transformacion utilizando el vector pPNEKhPL2 se lasséepa GV3101:pMP90RK.

Los genotipos de estas cepas son las siguientes:

EHA105: pTiBo54AT-Rif".

GV3101: pMP90RK. Gf Km? Riff. Contiene los gene®K2 replicasa y trf

necesarios para la replicacion del vector integgatosu genoma.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.3. Vectores

El vector binario pGJ2750, utilizado para la camstion del vector pNEKhPL1, fue
cedido por el Institut Max Planck (Colonia, AlemaniEste vector contiene el promotor 35S
CaMV. Como agentes de seleccidon, posee las seagedei los genesptll (neomicina
fosfotransferaspy aadA (aminoglicésido-3-adenililtransfera3ague confieren resistencia
frente a la kanamicina y la estreptomicina, respactente.

El vector binario pTRAKc, utilizado para la constidon del vector pPNEKhPL2, fue
cedido por el Institut fur Biology VIl (Aachen, Afeania). Es un vector derivado del vector
pPAM (nuimero de acceso AY027531) y contiene logemrés de replicacié@olELl y RK2
que permiten la replicacion del vectorercoli y A. tumefaciensrespectivamente. El uso de
este vector esta condicionado a aquellas cepagrdbagteria que contienen los geiRds2
replicasay trf necesarios para la replicacion integrados en sarge (Hellenset al, 2000).

En este vector el transgén estéa regulado por ehqiar 2x35S CaMV y la secuencia 5’UTR
de lacalcona sintasgCHS) dePetroselinumcrispum La sefial KDEL permite retener la
proteina en el RE, y una cola de 6 residuos dalimatfacilita su purificacion. Ademas posee
dos regiones SAR del g&b7 de tabaco flanqueando el “cassette” de exprekaseleccion
se realiza mediante la insercidbn de los genpt#l y bla (f-lactamasa que confieren
resistencia frente a kanamicina y ampicilina respamente.

Para clonar los fragmentos amplificados mediardeaién en cadena de la polimerasa

(PCR) se utiliz6 el vector pCR.1 (Invitrogen).

3.1.4. Oligonucleotidos

Para amplificar la secuencia del gdPLhse disefiaron los cebadores hPL-F y hPL-R
(Tabla 3) en base a las secuencias depositadasbasé de datos del NCBI (Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica, EE.UU) de los gehB&; (M15895), liPLs (NM_020991),
hPL; (NM_001317) y IBH-V (KO0470). El disefio se realizo a partir de ltimesmmientos
realizados con el programa ClustalX. Todos losooligleétidos fueron sintetizados por
MWG Biotech, excepto los utilizados en los experitos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real, que fueron szadbs por Metabion.
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Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5 3))
hPL-F ATG GCT SCA GGC TCC CGG AC
hPL-R CTA GAA GCC ACAGCT RCC CT

hPL-CUT-F ACG TCC ATG GCT GCA GGC TCC CGG ACG

hPL-CUT-R GCATGG ATC CCT AGA AGC CACAGCTACC

hPL-R-NS TAA AGC GGC CGC GAA GCC ACA GCT ACC
N1-P1 GAG GCT ATT CGG CTATGA CTG

N1-P2 ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA

P35S ATC CTT CGC AAG ACCCTT CC

T35S AGA GAG AGA TAG ATT TGT AGA GA

RT-F AAC ATG GAG GAA ACG CAA CAG

RT-R GGA GAT GCG GAG CAG CTCTA

M13-F GTAAAACGACGG CCAG

M13-R CAG GAA ACA GCT ATG AC

Para clonar la secuencia codificante del gé?L ken el vector de expresion
PNEKhPL1, se utilizaron los cebadores hPL-CUT-F RLICUT-R, que incluyen las
secuencias de restricciditd y BanmHl. En el caso de la construccion del vector pNEKhP
se utilizaron los oligonucleotidos hPL-CUT-F y hRENS con el fin de introducir las dianas
de restricciorNcd y Notl en la secuencia del geRh

Para analizar el caracter transgénico de las gaptgeneradas, se amplifico parte de
la secuencia del gen de selecciipil mediante los cebadores N1-P1 y N1-P2 especificos
para dicho gen.

Los cebadores P35S y T35S se utilizaron para seicudns vectores de expresion
PNEKhPL1 y pNEKhPL2 y corroborar su correcta camstion.

Los cebadores RT-F y RT-R se utilizaron en los yrsale PCR en tiempo real,
mientras que la secuenciacion de fragmentos de @Nillo desoxirribonucleico) clonados en

el vector pCR2.1 (Invitrogen) se realiz6 utilizarlds cebadores universales M13-F y M13-R.
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3.1.5. Medios de cultivo y soluciones

Las soluciones basicas de laboratorio, asi carmariedios de cultivo empleados en
este trabajo se prepararon segun Sambebak (1989). En los casos en los que los medios
y/o las soluciones fueron mas especificos, se papa siguiendo las instrucciones y/o
protocolos de las casas comerciales. Los produtiimados para la elaboraciéon de medios
de cultivo y soluciones, fueron de las casas caalesc Bio-Rad, Difco, Duchefa, Sigma,
Merck, Panreac, Pronadisa y Fluka.

La esterilizacion de medios y soluciones se zéafhediante autoclavado a 121°C
durante 20 minutos. Los antibidticos y los reactivermolabiles se esterilizaron mediante
filtros de acetato de celulosa de 0,2 um y fuerndadalos posteriormente a los medios y

soluciones.

3.1.6. Reactivos

Todos los antibidticos empleados (ampicilina, reggbmicina, kanamicina y
rifampicina) fueron adquiridos en Sigma, exceptacédotaxima sodica que se compré a
Roussel Ibérica, S.A. (Madrid, Espafia).

Las endonucleasas de restriccion fueron suminesradr New England Biolabs. Las
enzimasThermus acuaticus YT1 (Ta@NA polimerasa yPyrococcus furiosugPfu) DNA
polimerasa necesarias para realizar las ampliboaesi mediante PCR fueron suministradas
por Invitroged™ y Promega, respectivamente.

La T4 DNA Ligasa y l&RTgSuperscriptll fueron suministradas por Invitrogen.

La proteina hPL comercial fue suministrada pooMarkers (Fremont, CA, EE.UU).

El anticuerpo monoclonal MCA332 contra el lactogém suministrado por Serotec y
el policlonal RB-9067-P por NeoMarkers. Los antipes marcados con fosfatasa alcalina
anti-conejo y anti-ratén fueron suministrados plMA. El anticuerpo Tetra His conjugado
con peroxidasa de rabano (HRP) se adquirié en Qiage

Los agentes gelificantes, como agar bacteriotdgiagarosa fueron suministrados por
Pronadisa.

Para la determinacién del peso molecular de lateimas se utilizé el marcador de
Bio-Rad Precision Plus Protein™ Standards. Parrm@tar el tamafio de los fragmentos de

DNA se utilizaron marcadores de BIORON e Invitrogen
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Los reactivos necesarios para hacer los gelgmligcrilamida fueron suministrados
por Bio-Rad.

Los reguladores del crecimiento vegetal se aggaim a Sigma y Duchefa.

Las placas (Maxisorp) para el enzimoinmunoen$agmn suministradas por Nuhc

Las membranas de nitrocelulosa utilizadas emlestern Blot fueron de Bio-Rad. El
kit de ECL asi como las peliculas de autoradiogréieron de Pierce. Los liquidos para

revelar las peliculas fueron de Kodak.
3.2. Métodos
3.2.1. Técnicas basicas de Biologia Molecular

Los métodos habituales de manipulacién de &cidoteicos como digestiones con
enzimas de restriccion o ligaciones, se realizaegin Sambrookt al (1989) y siguiendo

las instrucciones del fabricante. Otras técnicagcha empleadas fueron las siguientes:
3.2.1.1. Transformacion de bacterias y selecciém dransformantes

Las células competentes Becoli DH5a se prepararon segun Inoeieal (1990) y se
conservaron a -80°C en glicerol. La transformas@tievo a cabo por el método de “choque
térmico” (Sambroolet al, 1989), y la seleccion de las colonias transfotesm se realizé a
37°C en medio LB (Triptona 10 g,INaCl 10 g T, Extracto de levadura 5 g,|Agar 15 g 1,
pH 7) suplementado con los correspondientes atitb&de seleccion.

Las células electrocompetentes de tumefaciensfueron preparadas segun el
protocolo descrito por Lin (1995), y conservada8@®C. La transformacion, se llevo a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante deltedporador MicroPulser™ (Bio-Rad). La
seleccion de las colonias transformadas se reahiztnedio YEB (Nutrient Broth (SIGMA
N-7519), 5 g *, Peptona 5 g Sacarosa 5 g'] Extracto de levadura 1 ¢, pH 7)
suplementado con MgSQ@ mM, rifampicina 5Qug mI* y los correspondientes antibiéticos
de seleccion, e incubadas a 28°C durante todaagheen

Las colonias transformantes fueron analizadas mexl@igestion enzimatica del DNA
plasmidico, o mediante la amplificaciéon del insgroo PCR.
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3.2.1.2. Extraccién de acidos nucleicos

Para la extraccion del DNA plasmidico se utilizatoa kit comerciales Quantum
prep® Plasmid Miniprep Kit (Bio-Rad) y Nucleobond®&X Midiprep (Macherey Nagel),
dependiendo de la cantidad de DNA necesaria.

La extraccion de DNA gendmico de plantas se reatiediante el sistema comercial
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instiones del fabricante. Para la
purificacion de DNA, a partir de geles de agarospraductos de PCR, se utilizé el kit
comercial GFX™ PCR (Amersham Biosciences) siguierlde especificaciones del
fabricante.

La extraccion de RNA vegetal se realizé a partirl@® mg de material vegetal
homogeneizado con JNiquido y siguiendo las instrucciones del kit RNeddant Mini

(Qiagen). Las muestras fueron tratadas con DNas@gcenadas a -80°C hasta su utilizacion.

3.2.1.3. Amplificacion de fragmentos de DNA medida PCR

Para la reaccion en cadena de la polimerasa seardih dos tipos de enzimas
dependiendo de la finalidad de la amplificacions leemplificaciones del genPh para las
construcciones de los vectores binarios se llevaroabo usando la enzinfdu polimerasa
(Promega). Las amplificaciones de los gen&i ly nptll para comprobar el caracter
transgénico de las plantas regeneradas se realizailzando la enzimalaq polimerasa

(Invitrogen).

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un ¢eriador Primus 96 Plus (MWG
Biotech AG). EI DNA molde (10-100 ng) fue mezcladmn los correspondientes
oligonucledtidos (0.44M), los cuatro desoxinucle6tidos (ANTP) (0.4 mM)) He polimerasa
y el correspondiente tampdn de reaccion suministamh la polimerasa, hasta un volumen
final de 25ul. En el caso del uso de la enzima de Invitrogemézcla de PCR se suplemento
con MgCh 1.5 mM.

Tras una desnaturalizacion previa a 95°C, cadaderos 30 ciclos de la reaccion de
PCR consistieron en: 1 minuto para la desnatucéinea 94°C, 1 minuto para la hibridacién
de los oligonucleotidos con el DNA y 1 minuto p#aelongacion de las cadenas a 72°C.
Concluidos todos los ciclos, las muestras se semoetia 72°C durante 5 minutos para

completar la sintesis de las cadenas.
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3.2.1.4. Secuenciacion

Los fragmentos amplificados por PCR se secuenciamda Unidad de Secuenciacion
y Genotipado del Servicio General de Gendmica dérieversidad del Pais Vasco-Euskal
Herriko Unibertsitatea. Las reacciones se llevasmonabo en un secuenciador automatico
ABIPRISM™ siguiendo las instrucciones del sistema comerBigDye v3.1 (Applied
Biosystems). Este sistema se basa en el método eduinacion de cadena de

desoxinucleétidos descrito por Sangeal (1977).
3.2.1.5.Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para la separacion de fragmentos de DNA se ublizgeles horizontales de agarosa a
una concentracion variable (0.8%-2%), preparadosasmpon TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM) y afiadiendo bromuro de etidio al 0.05%ea de su polimerizacion. Las
muestras se mezclaron con un tampoén compuesto Alr 5k, glicerol (50%) y azul de
bromofenol al 0.005% y se cargaron en el gel alsguie aplicé una corriente de 100 V.

Los fragmentos de DNA se visualizaron en un ttamsnador de luz ultravioleta y la
concentraciéon se calculé mediante el equipo derdeatacion de geles Chemidoc (Bio-Rad),

utilizando cantidades conocidas de DNA.
3.2.1.6. Electroforesis de RNA en geles de agarasa formaldehido

Para comprobar la integridad del RNA vegetal edtrae utilizaron geles de agarosa
al 1% preparados con tampon MOPS 5x (MOPS 0.1 M pitetato sédico 40 mM, EDTA 5
mM pH 8) y formaldehido 37%.

Las muestras se cargaron en un tampon que comfigageol 50%, EDTA 10 mM pH
8, azul de bromofenol 0.25% y xylene cianol 0.25f4e migraron a 25 V durante 30
minutos.

Todas las soluciones se prepararon con agua mitli@ada con DEPC
(dietilpirocarbonato) al 0.1%.

Las moléculas de RNA se tifieron con bromuro deicety se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.
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3.2.1.7. Electroforesis de proteinas en geles ddipcrilamida (PAGE)

La separacion de proteinas se realizd en gelesaleslizantes de poliacrilamida al
12%, con geles de empaquetamiento al 4%.

Las muestras proteicas se mezclaron en un tampdisdciacion (Tris-HCI 250 mM,
pH 6.8; SDS 8%; Glicerol 35%3-mercaptoetanol 2.5%; Azul de bromofenol 0.005%) y
posteriormente se desnaturalizaron durante 5 nerauibC.

La electroforesis se llevo a cabo en el equipo Mmtean de Bio-Rad, a 150 V en un
tampdn compuesto de Tris 25 mM, glicina 192 mM, §SS0.1%. Las proteinas se
visualizaron mediante tincion con azul de CoomaBsR05 al 0.25% en una solucidén con
metanol al 45% y &cido acético al 10%, durante rh.hBosteriormente el gel se destifidé en
una solucion de metanol 10% y &cido acético 7.5%.

3.2.2. Aislamiento y clonacion de la secuencia ctidante del gen HPL

Debido a que el gerPt. presenta 5 exones y 4 intrones, se utilizo la dodtgia RT-
PCR para aislar la secuencia codificante. Parasellparti6 de mRNA de placenta humana
suministrada por Clontech.

La sintesis del DNA complementario (cDNA) se llevéabo en un volumen final de
12 pl en el que se incluyeron Bl de mRNA 1pug pl™, 1 pl de oligo dT 500 ngul™
(Invitrogen) y 6ul de agua milliQ. La mezcla fue sometida a 70°CGadtg 10 minutos, tras lo
cual se introdujo en hielo durante 5 minutos.

A los 12yl se les afadio 4l de un tampén de reaccion (5X)uRde DTT (0.1 M), 1
ul de dNTP’s (10 mM) y il de RTgSuperScript Ill. La mezcla se sometio a 42°C deré&@
minutos y posteriormente a 70°C durante 15 minutos.

La PCR se realiz6 afadiendo al2del cDNA sintetizado, dNTP’s (0.1 mM), MgcCl
(1.5 mM), 0.4 uM de cada uno de los oligonucle&idspecificos (hPL-F y hPL-R) y 1U de
Pfu DNA polimerasa por reaccion. La mezcla se sonetida desnaturalizacion previa de 5
minutos y posteriormente a 30 ciclos de 1 minut@®41 minuto a 56 °C y 1 minnuto a 72
°C. Finalizado el proceso se alarg6 un ciclo dertutas a 72 °C para completar las cadenas
ya iniciadas.

El producto amplificado se purificé y cloné envettor pCR2.1 (pCRhPL) que fue
introducido en células competentéscoli INVaF (TA Cloning Kit, Invitrogen) siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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3.2.3. Construccion de los vectores de expresiérgetales

Tras analizar la secuencia amplificada del geh yacomprobar que no habia errores,
se procedio a la construccién de los vectores g¢eesidn, empleando los vectores base
descritos en el apartado 3.1.3.

Para poder insertar la secuencia codificante BEldn los vectores base de expresion
fue necesario modificar los extremos 5 y 3' metkafa introduccion de secuencias de
restriccion. Para ello, mediante PCR y los cebadalescritos en el apartado 3.1.4, se
introdujeron las secuenciaéisd/BanHI y Nco/Notl.

Tras verificar mediante secuenciacion, que la setaalel #PL habia sido modificada
correctamente en sus extremos, se procedidé a &stalg enzimatica, tanto de la region
codificante como de los vectores base de expresi@s. purificar los fragmentos digeridos
mediante el kit comercial GFX™ PCR (Amersham Biesces), se procedio6 a la ligacion de
los mismos mediante la enzima T4 DNA Ligasa (lmg#an) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El producto de las ligaciones se inffjodn células competentes Hecoli tal y
como se describe en el apartado 3.2.1.1.

Las construcciones genéticas resultantes (pNEKhPPNEKhPL2) se chequearon
mediante digestion enzimética, y posteriormenterofuesecuenciadas utilizando los

oligonucleotidos P35S y T35S, tal y como se desaibel apartadd.2.1.4.

3.2.4. Transformacion genética y regeneracion deaitas de tabaco

La transformacion dé&l. tabacumL. cv Xanthi se realiz0 mediante el cocultivo de
explantos foliares coA. tumefaciensiguiendo el protocolo descrito por Horstlal (1985).

El cultivo bacteriano se prepard inoculando unamal de cada cepa en 10 ml de
medio YEB suplementado con rifampicina 10 mgyllos antibiéticos de seleccién necesarios
dependiendo de la cepa empleada (cepa EHA105 gdasshido pNEKhPL1 y cepa GV3101
con el plasmido pNEKhPL2). Tras dos dias de cremitoi la suspension bacteriana se
empled para inocular 100 ml de medio YEB al 1% geecultivaron a 300 rpm y 28°C
durante toda la noche, hasta alcanzar ungddtre 0.5-0.6. El cultivo se centrifugd a 4500
revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minut@®@, y se resuspendié en 50 ml de medio
liquido MS con 2% de sacarosa.

Para la preparacion de los explantos de tabaco ekrcgonaron hojas bien

desarrolladas y verdes, que se seccionaron lomggmdente a lo largo del nervio central.
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Cada mitad se dividio transversalmente en fragnsedéoaproximadamente 5x20 mm a los
gue se les elimind el peciolo. Los explantos sasfideron a placas Petri de 90 mm de
diametro conteniendo medio solido MS con 2% dersaea Como controles se utilizaron
explantos no cocultivados con las agrobacterias,sguincubaron en el mismo medio con y
sin antibidticos. Se utilizaron 30 explantos patacaxperimento de transformacion.

El cocultivo se llevo a cabo afiadiendo 10 ml diivau bacteriano a cada placa e
incubandolo durante 20 minutos con agitacion ocasidlras la incubacion, las bacterias se
retiraron y los explantos se mantuvieron dos diasseuridad a 28°C.

Pasado ese tiempo, los explantos se transfiredramedio T1 (Tabla 4) suplementado
con kanamicina 100 md ly cefotaxima 250 mg'(T1KC) y se cultivaron a 28°C.

Los explantos fueron subcultivados semanalmenteedio fresco T1KC. En estas
condiciones se originaron callos, a partir de losles se desarrollaron brotes que se
transfirieron a medio T2 (Tabla 4) suplementado kamamicina 100 mg'ly cefotaxima 250
mg ! (T2KC). Una vez enraizados los brotes se mantowien medio MS con 3% de
sacarosa suplementado con kanamicina 100 @VISK) para mantener la presion de
seleccion.

En cada experimento realizado se cuantificé elardnde explantos con respuesta.
Las observaciones se realizaron a los 30 dias Itheocisobre un minimo de 2 experimentos

de transformacion independientes.

Tabla 4. Medios de cultivo empleados en los procesosafsfiormacion y regeneracion de plantas transgénicas
de tabaco.

T1KC T2KC
Medio base Ms* MSs*
Reguladores del crecimiento BAP 0.1mgf
AlA 0.2mg'! 0.2mgt
Antibiéticos kanamicina 100 mg" 100 mg 1
cefotaxima 250 mgH 250 mg t*

MS® 4.4 g I*'MSMO (Sigma) con 2% sacarosa y solidificado co®dd® agar.
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3.2.5. Amplificacion mediante PCR de los genes$h y nptll

Para demostrar el caracter transgénico de las aglaobtenidas, se procedié a la
amplificacion mediante PCR de los gen&4_ly nptll tal y como se describe en el apartado
3.2.1.3.

La amplificacién del gemptll se realiz6 a una temperatura de hibridacion 6RC5
utilizando los oligonucleétidos N1-P1 y N1-P2 (Tald) que amplifican un fragmento de
DNA de una longitud de 700 pb.

La amplificacion del genPL se realizé usando los oligonucleotidos hPL-F yPa

una temperatura de hibridacién de 56°C, que aroatifun fragmento de DNA de 654 pb.

3.2.6. Cuantificacion de los niveles de transcripé@n del gen HPL

La cuantificacién de los transcritos del gedPLhse llevé a cabo mediante PCR en
tiempo real, en el laboratorio de Secuenciacion xprésion Génica de la Unidad de
Gendmica de la Universidad Autonoma de Madrid (Qasnge Cantoblanco, Madrid).

La extraccion del RNA se realiz6 tal y como se dbscen el apartado 3.2.1.2. El
RNA extraido fue cuantificado mediante biofotonsetrhientras que la integridad del mismo
fue comprobada por electroforesis en geles de sgdaby como se describe en el apartado
3.2.1.6.

Las reacciones para la obtencién del cDNA fuerewallas a cabo siguiendo las
indicaciones del kit comercial High Capacity cDNAT RApplied Biosystems). Las
amplificaciones se realizaron en un equipo LC486c(i®), usando la enzima LC480 SYBR
Green Master Mix (Roche). Los oligonucleotidos efjpos RT-F y RT-R fueron disefiados
con el software Primer Express 2.0 y sintetizadwsMetabion (Tabla 3). La temperatura de
hibridacion fue ajustada a 60°C. Como genes intetleareferencia se emplearon los genes de
las subunidades ribos6micas 16S y 18S de tabacpliéfpBiosystems, Hs99999901 sl
probe). El andlisis de los datos se realizé mediahsoftware LightCycler(R) 480 (Roche).

La cantidad de mRNA del gefPh; se normalizé frente a la cantidad de mRNA de las
subunidades 16S y 18S del RNA ribosdmico y seivedatrespecto a una de las muestras, a
la que se le asigno el valor transcripcional de 1.

Se analizaron 8 plantas transformadas junto copldata silvestre, y los callos

derivados de las mismas.
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3.2.7. Extraccion y cuantificacion de la proteina BL recombinante

La extraccion de la fraccion de proteinas solubses realizé mediante la
homogeneizacion de 2 discos foliares de 10.8 mndideetro en tampon fosfato salino
(PBS) (NaCl 0.14 M; KBPO, 1.5 mM; KCI 2.7 mM; NaHPO, 8.1 mM, pH 7.4). La
extraccién a partir de callos se realiz6 homogemeia el tejido con nitrégeno liquido,
transfiriendolo a tubos eppendorf de 1.5 ml hastemérca de 0.5 ml y resuspendiéndolo en
tampon PBS. La extraccion de proteinas solubleartér gle las fracciones intracelulares de
las suspensiones se realizé mediante la homogen@izanecanica de los pellet frescos en
PBS. Posteriormente, todas las muestras fuerorrifogadas a 13.000 rpm durante 15
minutos a 4°C y el sobrenadante se almacend a #203@ su uso.

La cantidad de proteina total soluble (PTS) demasstras se determiné mediante el
reactivo de Bradford, usando albumina sérica bo(B®%A) como proteina patrén y siguiendo
las indicaciones de la casa comercial (Bio-Rad).

La deteccion de la proteina recombinante produsedeealizO mediante western blot
mientras que la cuantificacion se llevd a cabo eorimoinmunoensayo (ELISA) tipo

sandwich.

3.2.7.1. Western blot

La separacion electroforética de las proteinasesdizo segun lo descrito en el
apartado 3.2.1.7.

La transferencia a una membrana de nitrocelulogaRBd)se llevo a cabo mediante
el sistema semi-seco TransBlot (Bio-Rad), a 25 Yaxdiie 50 minutos en tampdn Towbin
(Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol al 20%, pH )8.8a membrana se bloque6é en PBST
(PBS y 0.05% Tween 20) con leche en polvo al 5%) @urante 30 minutos en agitacion y a
temperatura ambiente. A continuacion la membranainsabé durante 90 minutos a
temperatura ambiente con el anticuerpo especifiieh®L diluido 1:100 en PBST con leche
en polvo. Tras lavar la membrana 3 veces con PB&Hfadio el anticuerpo marcado con
fosfatasa alcalina (dilucién 1:2000) durante 1 heragitacion. Una vez realizados 3 lavados
de 5 minutos con PBST y un ultimo con PBS, se @ialdsustrato compuesto por Nitroblue
tetrazolio y Bromo-cloro-indol-fosfato en 10 ml thampon sustrato (Tris 0.1 M, NaCl 100
mM, MgCl, 5 mM, pH 9.5). Tras visualizar las bandas, la memé se lavé con agua, y se

dej6 secar en oscuridad.
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También se utiliz6 el sistema ECL de Pierce (Supignal West Dura Extended

Duration Substrate) para detectar el lactdgenoeptacio en muestras vegetales. En estos

casos las diluciones de los anticuerpos fueronOlpE®a el anticuerpo policlonal anti-hPL y

1:1000 para el anticuerpo anti-conejo conjugadopmyoxidasa (HRP).

3.2.7.2. Enzimoinmunoensayo

El ensayo se realizé en placas de microtitracio®@i@ocillos (Maxishorp, Nunc®©)

segun el siguiente protocolo:

Tapizado de la placa con el anticuerpo policlonai-PL RB9067 diluido
1:500 en PBS. La placa se incubd toda la noch€a 4°

Lavado de la placa con tampdn PBST dos veces.

Bloqueo de la placa con PTSC (PBST y 1.5% suercatiallo) a 37°C durante

90 minutos.

Adicion de las muestras y los patrones de hPL. Anmbaestras se afiadieron por
duplicado, y los patrones se prepararon realizahidciones seriadasn PBS.

Las muestras se incubaron a 37°C durante 1 hora.
Lavado de la placa con PBST 6 veces.

Adicién del anticuerpo monoclonal MCA332 diluido1@00 en PTSC e

incubacion a 37°C durante 90 minutos.
Lavado de la placa con PBST 6 veces.

Adicién del anticuerpo secundario anti-raton maocadn fosfatasa alcalina
(1:3000) en PTSC, e incubacion a 37°C durante 9itos.

Lavado de la placa 5 veces con PBST y una con PBS.

Adicién del sustrato nitrofenilfosfato (Fluka) (1gnml?) en un tampén de
dietanolamina al 97%.
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La absorbancia de las muestras se midio en urr leatisystems Multiskan RC a 405
nm de longitud de onda, y el analisis de los radols se realiz6 mediante el programa
GENESIS Labsystems v. 3.03.

La cantidad de proteina recombinante se calcul@rér e la recta de regresion
realizada con cantidades conocidas de la proteimercial.

Los niveles de hPL recombinante (hPLr) se expresammo cantidad de proteina

producida pong de PTS.

3.2.8. Purificacion de la proteina hPL recombinante

La purificacion de la proteina recombinante prodacen plantas se llevo a cabo
mediante la inmovilizacién de la misma en una colame afinidad a ion metalico ). Las
columnas de polipropileno de 35 ml suministradashbacherey-Nagel se empaquetaron con
1g de resina Protino Ni-IDA de la misma casa coiakrEsta es una resina de base silicica
con iones de niquel de manera que la proteina l@oamte se une a la columna por la
afinidad existente entre el niquel y los residuasidtidina.

Se partio de 1 g de tejido foliar fresco homogesdd con nitrégeno liquido. El polvo
resultante se resuspendié en tampén LEW @R&y 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8), y se
centrifugd a 10.00@ durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante sé filbn un filtro de
acetato de celulosa de 0.45 um y finalmente sedaamda columna previamente equilibrada
con 8 ml de tampo6n LEW. El resto del proceso s&lk cabo tal y como se describe en el
manual del fabricante. La elucion se realiz6 enl 2lentampon de elucion (NaPiO, 50 mM,
NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, pH 8). La fracciomiela se concentr¢ y dializé en tampodn
PBS mediante una columna Vivaspin (Sartorius).

La proteina concentrada fue liofilizada y almackna temperatura ambiente hasta su

uso en los ensayos de actividad bioldgica.

3.2.9. Determinacion de la actividad biolégica dalproteina hPL recombinante

Los ensayos de actividad bioldgica se realizanorca@aboracién con el grupo de
trabajo del Dr. Adolfo Garcia Ocafia y la Dra. RupaWasavada, de la Division de
Endocrinologia y Metabolismo de la Universidad desBurgh (Pennsylvania, EE.UU).

Estos ensayos se dividieron en dos tipos. Porado ke analizé la capacidad del

lactégeno recombinante para activar la ruta celdlaK2/STATS5, y por otro lado se
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cuantifico la capacidad de la proteina para indpodiferacion celular. Ambos ensayos se
realizaron sobre dos tipos celulares, una linearderada INS-1 establecida a partir de

insulinoma de rata, y célulfide islotes pancreaticos humanos.

3.2.9.1.0btencién y mantenimiento de cultivos celulares

Los islotes humanos se obtuvieron del Islet Celdrirce Center. El aislamiento se
llevo a cabo por el método de Ricordi (Ricordi ystdini, 2000).

La linea celular INS-1 de insulinoma de rata fuelid® por el Dr. D. Stoffers
(Universidad de Pennsylvania). Las células sewvartth a 37°C y 5% de G@n frascos de
cultivo (BD Falcon) empleando el medio RPMI-1640k®) suplementado con glucosa 11
mM, suero fetal de ternera 5%, penicilina 100 U nelstreptomicina 100 pg hIHEPES 10
mM, L-glutamina 2 mM, sodio piruvato 1 mM,pymercaptoetanol 50 uM. El subcultivo de
las células se realiz6 cada 5 dias.

3.2.9.2. Andlisis de la activacion de la ruta cdiar JAK2/STATS

El lactégeno placentario es capaz de unirse @ptec de la PRL y activar la ruta
sefalizadora JAK2/STAT5. Como consecuencia del@lloolécula STATS es fosforilada y
translocada al ndcleo celular donde se activa tmlaeion de determinados genes. La
detecctiéon de la forma fosforilada de STAT5 nosnp&r determinar la capacidad del
lactbgeno para unirse al receptor celular.

Los cultivos se realizaron en placas de 6 pocillsta una densidad de’ t@lulas por
pocillo en medio RPMI-1640 durante 2 dias. Posteramte, se elimind el medio y se afiadio
medio fresco sin suero y con glucosa 2 mM, y sakbamn a 37°C durante 5 horas. Tras la
incubacién se elimind el medio de cultivo y se afiddmpon Krebs 1x suplementado con
glucosa 2 mM y BSA al 1% y las células se cultimadurante 30 minutos a 37°C. Tras el
periodo de incubacion se afadieron los péptidasiferentes concentraciones (50, 100 y 200
ng mi* para las células INS-1 y 20 nghpara los islotes) y se incubaron a 37°C durante
otros 30 minutos. Finalmente se elimind el conterdd los pocillos, se afiadido 1 ml de PBS
suplementado con aspartatase congel6 la placa a -20°C a la espera del gadoede las
muestras.

Los extractos proteicos se prepararon en un tardedisis frio (SDS 5%, Tris-HCI 80

mmol I'* pH 6.8, EDTA 5 mmolt, PMSF 0.5 mmol?), se incubaron durante 30 minutos en
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hielo y finalmente se sonicaron. Los restos cebslare separaron del sobrenadante mediante
centrifugacién, y la concentracion de proteinasitdes se midi6 mediante el kit MicroBCA
(Pierce). Un total de 20 ug de proteina se resualsgrem en tampdn de disociacion, hirvieron
durante 5 minutos y se analizaron en un gel desalatante de poliacrilamida al 10%. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de PMi2Fsg incub6 durante toda la noche a
4°C con diferentes anticuerpos primarios y postexmte con los respectivos anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa alcalina.quianioluminiscencia fue detectada
mediante el sistema ECL (Amersham Biosciences). diterentes anticuerpos primarios
empleados fueroru-tubulina (1:2000) (EMD Biosciences/Calbiochem, Saiego, CA),
phospho-STATS5 (pSTAT5) (1:1000) y STATS (1:2000)ellC Signaling Technology,
Danvers, MA).

Las membranas se limpiaron en una soluciéon comguymst Tris-HCI 15.6 mM pH
7.0, SDS 2% y 2-mercaptoetanol 100 mM durante 30utos a 50°C para probar los
diferentes anticuerpos.

Las bandas fueron cuantificadas mediante densit@ain el programa Image J del
Instituto Nacional de la salud (NIH) de EE.UU.

3.2.9.3. Ensayos de proliferacion celular en lanka INS-1

Las células INS-1 fueron cultivadas en medio RPBUL (Gibco) suplementado con
glucosa 11 mM, suero fetal de ternera al 5%, pémeciO0 U mt', estreptomicina 100 pg ml
! HEPES 10 mM, L-glutamina 2 mM, sodio piruvato Mm p-mercaptoetanol 50 pM, hasta
una densidad de 2.500 células por pocillo en pldea86 pocillos (Costar). Tras un dia de
cultivo en estas condiciones, se retiré el medse yfadio medio RPMI-1640 fresco con 5%
de suero de caballo. A las 24 horas se afiadiessiadtiente las diferentes concentraciones de
péptidos hPL durante 6 dias.

El recuento de células se realizé6 empleando urta plematocitométrica (Bright Line,
Hausser Scientific) previa tripsinizacion de lassmmas. Cada condicion se testo por

triplicado.

3.2.9.4. Ensayos de proliferacion celular en iske$s humanos

La proliferacion en los islotes humanos se analimédiante el método de

incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU). Paraeeskperimento se partio6 de 70 IE
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(equivalentes de islotes) (1 IE=islote de 125 pndidenetro) por cada condicién a analizar.
Los islotes se aislaron del cultivo con la ayudaudemicroscopio y se lavaron con PBS.
Posteriormente se tripsinizaron durante 5 minutd3/7%C y se resuspendieron en medio
RPMI-1640.

En placas de 24 pocillos (Costar) se colocaromesutie cristal de 12 mm de diametro
sobre los cuales se pipetearon 50 pl de islotesH)Q_a placa se incubd a 37°C durante 2
horas para posibilitar que las células se adhiriarls cubres. Posteriormente, se afiadio 1 ml
de medio fresco y las células se incubaron a 3udfante otras 48 horas.

Tras el periodo de incubacion se eliminé el medidog islotes y se les afiadié 1 ml de
medio fresco RPMI-1640 suplementado con suero dellcaal 5% y los péptidos hPL (200
ng miY). Como control negativo se utilizé6 un cultivo daluno estimulado con lactégeno.
Cada condicion se testo por triplicado.

Los péptidos se afiadieron a los islotes diariamdumante cuatro dias y el ultimo dia
se afiadid BrdU (1:1000) (Amersham proliferation) Kiejando el cultivo en incubacion
durante 24 horas mas. Finalmente, las células riuaddas con paraformaldehido al 2% y
guardadas a 4°C en PBS hasta su tincion.

Para realizar la tincion se elimin6é el PBS de cadeillo y los cubres se colocaron
sobre portas. Las células se incubaron con eluwampo antiBrdU (1:5) (DNAse |, GE
Healthcare) para detectar la replicacion celulam el anticuerpo anti-insulina (1:500)
(AbCam) para detectar las célulpsy finalmente se afadio el reactivo Hoestch (13100
(Sigma) para detectar los nucleos celulares. Ldsesuse montaron en los portas y se

visualizaron en un microscopio de fluorescemaea hacer el recuento celular.

3.2.10. Estabilidad de la proteina hPL recombinanta lo largo del ciclo vital del tabaco

Uno de los clones pNEKhPL2 fue seleccionado paraizamn la estabilidad del
lactégeno placentario recombinante a lo largo ele tneses de cultivo en el invernadero. Para
ello, tanto las plantas no transformadas como tassgjénicas cultivadas vitro se
transfirieron al invernadero para ser cultivadadasncondiciones descritas en el apartado
3.1.1. Tras su aclimatacién, se tomaron hojas Ewemensualmente, se pesaron y se
homogeneizaron con nitrogeno liquido para su almeoénto a -80°C. Las muestras se
resuspendieron en PBS y tras centrifugarlas a QOrph durante 20 minutos a 4°C se
obtuvieron los extractos de proteina soluble. L& B& cuantifico tal y como se describe en el

apartado 3.2.7.
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Los extractos proteicos se sometieron a una efects en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes y tras transferirlos a una memabge nitrocelulosa se incubaron con
anticuerpos anti-hPL tal y como se describe emapastados 3.2.1.7 y 3.2.7.1.

Los extractos proteicos también se analizaron mesligLISA para determinar la

cantidad de lactégeno placentario, segun el prégatescrito en el apartado 3.2.7.2.

3.2.11. Andlisis de la transmision del transgénRi a la progenie

Con el fin de analizar la transmisién del gé&ta la progenie, se obtuvieron semillas
de plantas pNEKhPL1 y pNEKhPL2 autofertilizadagaRalo la zona apical de las plantas se
cubrié con una bolsa de papel. Las semillas ser@ecen papel de filtro a temperatura
ambiente y, posteriormente, se almacenaron en sélaglos con parafilm a 4°C.

Las semillas se esterilizaron tal y como se desceh el apartado 3.1.1, y se
cultivaron en medio MSK. Las semillas germinadasasplantaron a recipientes de vidrio de
8 cm de diametro conteniendo el mismo medio deivoylthasta que alcanzaron
aproximadamente 5 cm de longitud y se obtuvieremiaestras foliares.

La integridad de la proteina hPLr se analizé mediavestern blot y la cantidad se
determind mediante ELISA tal y como se describelan apartados 3.2.7.1 y 3.2.7.2,

respectivamente.

3.2.12. Induccion de callos de tabaco y su analisiorfoldgico

Para inducir callos de tabaco se cultivaron fragoserfoliares de 18 plantas
PNEKhPL1 y 18 plantas pNEKhPL2 cultivadas vitro, en medio de induccion de callo
(MIC) suplementado con kanamicina 100 mdTabla 5) durante un mes.

Tras el periodo de incubacion los callos formadosubcultivaron mensualmente, en
oscuridad y a 23°C, en los medios descritos eraldals (MCTA, MCTB, MCTC) y en el
propio MIC, todos ellos suplementados con kanamiti®0 mg .

Los callos obtenidos fueron caracterizados tamieel molecular como morfoldgico.

A nivel molecular, el procesamiento de la proteinai como su integridad se
analizaron mediante western blot, mientras queileles de produccién se determinaron con
la técnica ELISA, tal y como se describe en lostapas 3.2.7.1y 3.2.7.2 de Métodos.

Morfologicamente, se analizo el tamario, la textyral, color de los callos mantenidos

en los diferentes medios de cultivo. Para ellobs®s/6 el estado de los callos a lo largo de 1
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afo de subcultivos mensuales. El tamafio de logsca#t clasificd en tres categorias: grande
(2.5 cm de didmetro o mas), mediano (1.5-2.5 crdi@®metro), pequefio (1.5 cm de diametro
0 menos). La textura se clasificé en blanda, mgdiara, y se anoto el color del tejido. Los

resultados se expresaron como el porcentaje ded@arde callos grandes y blandos a lo largo

de los subcultivos.

Tabla 5. Medios de cultivo empleados para la induccion yntemimiento de los callos de tabaco.

MIC MCTA MCTB MCTC
Medio base MS MS MS MS
Reguladores del 2,4-D 0.2mgt -- 05mgt 02mgt
crecimiento
ANA - 1mgl* -- -
BAP - - 0.05mgT -
kinetina - 0.1mgt -- 0.02mgT
Antibi6tico kanamicina 100 mg 1* 100 mg 1* 100 mg I 100 mg I*

MS: 4.4 g 'MSMO (Sigma) con 3% de sacarosa y solidificado @846 agar.

3.2.13. Establecimiento y caracterizacion de suspsones celulares

Las suspensiones celulares se establecieron trandb 1 callo con aproximadamente
3-4 semanas de cultivo, a matraces de 250 ml coml4@e medio de cultivo. El medio
liquido fue el mismo que se utilizdé para el cultide los callos (Tabla 5), excepto en las
suspensiones originadas a partir de callos no folanados, en cuyo caso no se afadio
kanamicina. Las suspensiones se cultivaron en idscua 150 rpm y 27°C, y tras 2-3
semanas, se transfirieron a matraces de 500 mh eolumen final de 100 ml. El subcultivo
de las suspensiones se realiz6 cada 10 dias, amolmuel medio fresco al 10% (v/v).

A lo largo del cultivo, la evolucion de las suspgenss fue caracterizada mediante la
determinacion de la biomasa, tanto fresca coma &ara ello se tomaron muestras de 1 ml,
aproximadamente, mediante pipetas estériles del,¥)g@ procesaron utilizando el protocolo
descrito por Mills y Lee (1996). Mediante este pdimiento se separ6 el pellet celular del
medio de cultivo, para poder determinar el PessederéPF). Tras el secado a 65°C durante 24
horas del pellet celular se determiné el Peso §28h

Por otro lado, se determiné la cantidad de PT&detular y extracelular tal y como se
describe en el apartado 3.2.7.
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Finalmente, se determinaron la integridad y cadtide proteina hPLr a lo largo del
cultivo de las suspensiones. Para ello, tanto lassiras intracelulares (pellet) como el medio
de cultivo se analizaron mediante western blot ySBl, tal y como se describe en los
apartados 3.2.7.1 y 3.2.7.2, respectivamente.

La determinacién de la actividad proteasa se realiguiendo el protocolo descrito
por Leeet al (2002).

3.2.14. Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico de los datos se lleeal mediante el paquete estadistico
SSPSO v.15. Para estudiar los niveles de hPLr &ulifarentes condiciones de cultivo, los
datos se analizaron mediante el analisis de lawvzai La normalidad y la homogeneidad de
varianzas fueron verificadas mediante los testSlupiro-Wilk y Levene, respectivamente.
La separacion de medias se realiz6 con el tesudedh (p<0.05).
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4.1. Clonacion de la secuencia codificante del gbRL

El primer paso para la obtencion de plantas quelymen lactégeno placentario
humano es la amplificacion del gen que codificdaibormona, a partir de su fuente natural.
Para ello se parti6 de mRNA comercial (Clontechpl&enta humana, a partir del cual se
sintetiz6 el cDNA tal y como se detalla en el agdot 3.2.2 de Materiales y Métodos. La
amplificacion de la secuencia codificante del g&i Ise obtuvo mediante PCR sobre el
cDNA molde empleando los cebadores hPL-F y hPL-&tn€resultado de la amplificacion,
se obtuvo un unico fragmento de DNA, cuyo tamarfimoio con el esperado, 654 pb
(Figura 2).

Figura 2. Producto de PCR obtenido de la amplificacional\A molde placentario, empleando los cebadores
hPL-F y hPL-R;M, marcador de nimero de pares de bases conocil@BitBRON); 1-3, producto de PCR de
la amplificacion correspondiente a los genek/hGH.

El fragmento amplificado fue clonado en el vecdommercial pCR2.1 (Invitrogen) para
proceder a su secuenciacion. La secuencia obtesedanalizé mediante el algoritmo
BLASTN del NCBI, obteniéndose una homologia del %00@especto a la secuencia
codificante del gen PL; (nimero de acceso del NCBI NM_020991). El gen dioatio,
presentd una diferencia esperable de 4 nucledtigggecto a la secuencia del gePlLh
(nimero de acceso del NCBI NM_00131H)fragmento de 654 pb obtenido incluye desde la

secuencia iniciadora ATG hasta la sefial de terrdndacAG (Anexo).
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4.2. Construccioén de los vectores de expresion pNERL1 y pNEKhPL2

Una vez obtenida la secuencia codificante delljtia se procedid a la clonacion de
la misma en los vectores de expresion adecuadas lpamproduccion de la proteina
recombinante en sistemas vegetales. Para ellogrss#trayeron dos vectores de expresion,
denominados pNEKhPL1 y pNEKhPL2.

Para poder insertar la region codificante del geéhzlen los vectores de expresion
seleccionados fue necesario modificar los extreBiog 3' mediante la generacion de las
secuencias de restricciditd/BanmtH| y Ncd/Notl mediante PCR. Para ello, se utilizaron los
cebadores hPL-CUT-F/hPL-CUT-RhWPL-CUT-F/hPL-R-NS que incluyen dichas secuencias
de restriccionEl fragmento amplificado fue digerido con las eraesnde restriccion citadas
anteriormente, al igual que los vectores base. Anfifagmentos se purificaron a partir del gel
de agarosa con el kit Nucleospin (Macherey Nageb {igaron en los vectores base pGJ2750
y pTRAKc obteniendo los vectores de expresion pNBEKhy pNEKhPL2, respectivamente.

El vector pNEKhPL1 (Figura 3A) contiene el promrosencillo 35S CaMV vy el
terminador del gemopalina sintasaComo agente de seleccion contiene el gptl que
confiere resistencia frente a antibioticos amiraigdidos como la kanamicina.

En el vector pNEKhPL2 (Figura 3B) el geRlly se encuentra bajo el control del
promotor 2x35S CaMV, un promotor obtenido medidateduplicacion de una secuencia
activadora presente en el promotor 35S CaMV. Etorecontiene, ademas, una secuencia
KDEL de retencion en el RE, que permite que laginat heter6loga se acumule en el mismo,
y la secuencia 5 UTR de laalcona sintasaque permite aumentar la eficiencia de la
traduccion. También posee la secuencia SAR del Righ flanqueando el cassette de
expresion que interacciona con los andamios nwedeastructuras que a su vez, se unen a la
cromatina facilitando procesos como la replicagrda transcripcion. Finalmente, el vector
incluye una sefal 6xHis para facilitar el procesopdrificacibn mediante cromatografia de
afinidad a iones metalicos. Como agente de selecodintiene el gemptll que confiere

resistencia a la kanamicina.
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Not

B [LB &

pAnos nptl Pnos 2xP35S CHS hPL3 6xHis KDEL pA35S

Figura 3. Regidon T-DNA de los vectores pNEKhPLA)(y pNEKhPL2 B). pAnos, terminador del gen
nopalina sintasa nptll gen neomicina fosfotransferasaPnos, promotor del gemopalina sintasa SAR,
secuencia de unién a andamio nuclear delRj@h P35S, promotor 35S del virus del mosaico de la caiiflo
hPL 5, secuencia codificante del lactogeno placentanimdno;pA35S, terminador del geB5S del virus del
mosaico de la coliflor2xP35S, doble promotor del geBbSdel virus del mosaico de la colifld@HS, secuencia
5'UTR de la calcona sintasa 6xHis, cola de histidinasKDEL, secuencia de retencion en el reticulo
endoplasmaticd;B, borde izquierdoRB, borde derecho.

Tras analizar la integridad de los vectores deesifin, éstos se introdujeron mediante
electroporacion eA. tumefacienstl vector pPNEKhPL1 se introdujo en la cepa EHAY0H
vector pNEKhPL2 en la cepa GV3101. Ambas cepassfmamadas se utilizaron en los

experimentos de transformacion genética.
4.3. Transformacion genética y regeneracion de pléas transgénicas

La transformacion genética vegetal se llevé a ecabdiante el cocultivo de explantos
foliares con suspensiones de las cepas de agrdbacitadas en el apartado anterior. Para
ello se siguio el protocolo descrito por Horstlal (1985).

Los explantos cocultivados se mantuvieron verdearde las dos primeras semanas
de cultivo (Figura 4A). Posteriormente comenzargmesentar zonas cloroticas y otras zonas
verdes en las que aparecieron formaciones callcgern las zonas de corte (Figura 4B y
4C). Estos callos también se mantuvieron verdeanti@itodo el proceso de cultivo hasta que
comenzaron a brotar yemas (Figura 4D). Transcwerida4 semanas, las yemas
supuestamente transformadas se transfirieron aomE2lidonde enraizaron (Figura 4E).
Finalmente, fueron transferidas a medio MSK dorgl@repagaron mediante subcultivo de
yemas apicales. Dichas plantulas, en su mayoristraton un fenotipo similar al de la planta
no transformada, con un desarrollo tanto radicctano aéreo normal (Figura 4F y 4G). Uno
de los clones pNEKhPL1 presentd diferencias ferat§p respecto a las plantas no
transformadas; tallo mas delgado, hojas en formaskta en la base, y menor distancia entre

los nudos.
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Por el contrario, los tejidos no transformadosessesaron de la misma forma que los
explantos no inoculados y cultivados en presereikamhamicina 100 m@'l Los explantos no
inoculados corA. tumefaciensy cultivados en ausencia del antibidtico de sifet se
mantuvieron verdes a lo largo del proceso y didugar a un nimero elevado de yemas
(Figura 4H y 41).

Figura 4. Etapas representativas del proceso de transf@mde plantas de tabacA, explantos foliares en
cocultivo conA. tumefaciensB, explantos foliares tras 2 semanas de cultivo edienT1.C, desarrollo de
callos y yemasD, detalle de una yem&, plantula cultivada en medio TB:G, Detalle de la raiz y de la parte
aérea de una plantula cultivada en medio MISK, controles utilizados en el proceso de transfordmacionde
los explantos no infectados cAgrobacteriumson cultivados en ausenchd)(y presencial} de kanamicina.

Con el método de transformacion empleado se regemebl plantas pNEKhPLL y
21 plantas pNEKhPL2. En ambos casos se realizaabnmenos, 2 experimentos de
transformacion independientes con un minimo dexplaatos foliares. En todos los casos se
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analizé el nimero de explantos con respuestarddeacion deA. tumefaciensSe observo que
en los explantos cocultivados con la cepa EHA108&adora del vector pNEKhPL1, el 33%
de los explantos mostraron respuesta a la infecgénerandose yemas que enraizaron en
medio MSK. En el caso de las plantas pNEKhPL2glzagortadora del vector fue GV3101,

en cuyo caso el porcentaje de explantos que ggeeras fue del 14%.

4.4. Deteccion de los gene#hs y nptll en el genoma de las plantas regeneradas

Una vez obtenidas las plantas potencialmente témnsag y enraizadas en medio
MSK se procedio a su andlisis molecular para \eanifia insercion del T-DNA en el genoma.
Para ello, se amplificaron mediante PCR los geRés )nptl utilizando los cebadores hPL-
F/hPL-R y N1-P1/N2-P2, respectivamente.

Como molde se utilizO6 DNA gendmico extraido deddsrentes lineas cultivadas
vitro. Como controles positivos de la amplificacion skzaron los plasmidos pNEKhPL1 y
pPNEKhPL2, mientras que el DNA extraido de una @lard transformada fue utilizado como
control negativo.

La detecciéon de los genePly y nptll se realizé en todas las plantas enraizadas en
presencia de kanamicina. En la Figura 5 se muektsaresultados de la amplificacion de los
genes RLz y nptll en algunos clones representativos de cada ecmushn genética. Los
cebadores hPL-F y hPL-R amplificaron un Unico fragto de 654 pb, mientras que los
cebadores N1-P1/N2-P2 amplificaron un fragment@@®pb. En ambos casos el tamafo del
fragmento amplificado coincidié con el esperadadd@las plantas regeneradas resultaron ser

positivas para ambos genes.
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Figura 5. Amplificacion de los genesPh; (A) y nptil (B) a partir de DNA gendmicd. y 12 marcador de pares
de bases conocid@-9 y 14-23 plantas cultivadas en presencia de kanamidifiay 13 controles negativos
(DNA de una planta no transformadal; y 24 controles positivos (plasmido pNEKhPL1).

4.5 Andlisis de los niveles de transcripcion del génPL; en plantas transgénicas

Tras comprobar la insercion del transgétihen el genoma vegetal, se procedié a
analizar la actividad transcripcional del mismoraPello, se utiliz la técnica PCR en tiempo
real sobre el RNA extraido de plantas transgerticlizvadas en el invernadero. Como control
negativo se empled una planta no transformada.

En base a la secuencia del g&tificlonada en los vectores de expresion, se disefiaron
los cebadores RT-F y RT-R descritos en la Tabla Bldteriales y Métodos. Estos cebadores
permitieron realizar la amplificacion de un fragrtede 51 pb.

Todas las plantas transgénicas analizadas mosteaprasencia de transcritos del gen
hPLs. Los niveles de transcripcion variaron entre iasds transgénicas analizadas. La mitad
de los clones mostraron niveles de transcripciéec@s superiores a los del resto, siendo las
lineas 5y 6, las que mayor actividad transcripgigmesentaron (Figura 6A). Los resultados
fueron normalizados frente a los niveles del getdgano 18S del rRNA vy relativizados
respecto a la planta 1. La normalizacion respektgea enddgeno 16S del rRNA mostro
resultados similares a los aqui presentados (datasostrados).

En la Figura 6B se indica la cantidad de protéiRa producida por cada una de las
plantas analizadas, como % de hPL sobre la candddTS. El andlisis de regresion mostro
que la cantidad relativa de transcritos y la cadtide hPL se correlacionaban negativamente
(R?=0.315). No obstante, al analizar los clones deemaaislada, se observé una correlacion
positiva en 4 de ellos (R0.89).

46



4. RESULTADOS

4.62

Nivel relativo de mRNA
w

wt 1 2 3 4 5 6 7 8
plantas transgénicas

Planta |[wt|] 1 [ 2| 3] 4] 5] 6] 7] 8
hPLr (%) | 0 [ 0.69] 0.61] 0.72 0.76 0.67 0.81 054 0.41

Figura 6. A, niveles relativos de mRNA del geRl en distintas plantas transgénicas analizadas nmtedfCR
en tiempo real. Los niveles se muestran relativigadspecto a la planta 1 y normalizados frents ailveles de
transcritos del gen endégeno 188, planta no transformadé;8, plantas transgénicas analizadBsniveles de
hPLr expresados como porcentaje respecto a ladeainie PTS. Las cuantificaciones se realizaron anegli
ELISA.

4.6. Andlisis de la produccion de la proteina hPLacombinante en plantas transgénicas

El andlisis de la presencia y cantidad de la prateecombinante sintetizada en las
plantas transgénicas se realiz6 mediante las #&miestern blot y ELISA, respectivamente.
Mediante la primera se pretende verificar la irtlgt de la proteina mediante la
determinacion de su peso molecular, al mismo tiegpe se determina su capacidad
inmunogénica. Mediante la técnica ELISA se cuar@ifa cantidad de proteina recombinante
producida por los diferentes clones.

Para los analisis western blot se emple6 un arpeoupoliclonal anti-hPL sobre los
extractos proteicos de plantas. Como control negate utilizd el extracto proteico de una
planta no transformada.

El resultado del western blot para las plantas KINE.1 mostré la presencia de una
banda de 22 kDa que coincide con el peso moleesfarado (Figura 7A).

En el caso de las plantas pNEKhPLZ2, la proteinambémante se produce fusionada a

una cola de residuos de histidina y contiene ufalsge retencion endoplasmatica KDEL,
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por lo que el peso molecular esperado es de 24kpBximadamente. Como se observa en la
Figura 7B, todos los clones analizados mostrargorégencia de una banda mayoritaria de
aproximadamente 24 kDa, excepto la planta no amsfda. En algunas lineas transgénicas,
se detecté una segunda banda de un tamafio ligdeasugrerior.

También se detectd una banda inespecifica de 3#&kRDadas las muestras analizadas

(datos no mostrados), incluyendo el extracto peotde la planta no transformada.

A kDa

Figura 7. Inmunodeteccion de la proteina hPLr con un aetjwn policlonal anti-hPL en plantas transgénicas de
tabaco A, plantas pNEKhPL1B, plantas pNEKhPL21, 20-80 ng de proteina hPL comercial (NeoMarkeZs);
extracto vegetal de una planta no transformaei;extractos vegetales (20 pg) de plantas transggnic

La cuantificacion de la cantidad de proteina rdmoante sintetizada por cada clon se
realiz6 mediante ELISA tipo sandwich tal y como dascribe en el apartado 3.2.7.2 de
Materiales y Métodos. Para ello se partio de tefadiar de plantas cultivadas tanio vitro
como en el invernadero, de las que se extrajo #& Pa cantidad de proteina recombinante se
normalizé frente a la cantidad de PTS, expresanciws® porcentaje de la misma.

Los niveles de expresion entre las diferentes sirteatadas fueron variables, tanto
entre las lineas de cada construccion genéticao centre las condiciones de cultivo

empleadas (Tabla 6).
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Tabla 6. Cuantificacion de la produccién de hPL recombieathPLr) en plantas transgénicas de tabaco
mediante la técnica ELISA. La cantidad de hPLr seresa como el porcentaje de proteina hPL producida
respecto a la cantidad de PTS.

Construccion N° de plantas  N° de plantas que % de hPLr Rango de
genética analizadas expresan hPLr sobre PTS expresion (min-
(media) max.)
Invitro pNEKhPL1 31 29 0.066 0.010-0.186
pNEKhPL2 18 18 0.507 0.073-0.839
Invernadero pNEKhPL1 21 18 0.14G 0.010-0.420
pNEKhPL2 18 18 0.679 0.146-1.030

Las letras diferentes representan diferencias istizamente significativas (p=0.05)

La diferencia en los niveles de expresion entreplastas pNEKhPL1 y pNEKhPL2
cultivadas en el invernadero fueron estadisticagnsignificativas, con un nivel 4.8 veces
superior en las plantas pNEKhPL2.

El valor medio de proteina sintetizada por las tampNEKhPL1 cultivadas vitro
fue del 0.066% respecto a la cantidad de PTS, m®iue al cultivarlas en el invernadero el
nivel medio se incrementé hasta el 0.140%. Estomsdao mostraron diferencias
estadisticamente significativas. En el caso deplastas pNEKhPL2, el nivel medio de
produccion en las lineas cultivades vitro fue del 0.507% de la PTS, mientras que las
mismas plantas cultivadas en el invernadero mastran nivel medio del 0.679% de la PTS,
una diferencia estadisticamente significativa.

Todos los clones pNEKhPL2 analizados expresabproteina recombinante, tarito
vitro como en el invernadero. Sin embargo, entre laggdgpNEKhPL1 se detectaron clones
gue no sintetizaban la proteina recombinante péseea insertado en su genoma el transgén.
Cabe destacar que algunos clones que produciarroteinma recombinante cuando se

cultivabanin vitro no lo hicieron al ser transplantados al invernader
4.7. Purificacién de la proteina hPL recombinante

Uno de los vectores de expresion empleado, el vptN&KhPL2, fue disefiado para
facilitar la purificacion de la proteina recombitemediante la insercion de 6 residuos de
histidina en el extremo carboxilo-terminal de lssma. La cola de histidinas permite purificar

la proteina recombinante mediante cromatografiidalad a iones metalicosas fracciones
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del proceso de purificaciéon se analizaron mediatdetroforesis en geles desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y western blot.

Tras la separacion electroforética de las proteigatas se visualizaron mediante
tincion con azul de Coomassie (Figura 8A). Comotrobrpositivo se emplearon 80 ng de
hPL comercial (NeoMarkers), no obstante esta tmecid permitié visualizar dicha cantidad
de proteina comercial. Del mismo modo, tampoco lsemwaron bandas proteicas en las
fracciones resultado de la elucién, demostrandolaumeatriz de la columna de afinidad fue

altamente especifica para las proteinas con cdtstldina.

A

B
kba 2 3 4 5 6 7 8 9 10
37—
25—+ —
20—
15—

Figura 8. Purificacion de la proteina hPL recombinante {RLpartir de tejido foliar de plantas pNEKhPL2
mediante cromatografia de afinidad a iones meslikpelectroforesis y tincion con azul de Coomassi¢ode
extractos vegetales3, Inmunodeteccion del hPLr con el anticuerpo pofiel anti-hPL (NeoMarkers)i,
marcador de peso molecular (Biora@);80 ng de proteina hPL comercial (control posjtiv@ planta sin
transformar (control negativo}, extracto vegetal crudo obtenido de una plantasgié@nica;5, fraccién de
filtrado obtenida en el proceso de purificaciéy, fracciones de lavado obtenidas en el procesaudficpcion;
8-10, fracciones de elucion.

Una vez transferidas las proteinas a la membranaitdecelulosa, el revelado del
western blot mostré una banda de 24 kDa a lo laigjoproceso de purificacion que se
corresponde con el peso molecular esperado de deeipa sintetizada a partir de la

construccion genética pNEKhPL2 (Figura 8B). La ehwhd observada fue eluida
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completamente en la primera fraccion, observandossriquecimiento de la misma respecto
a la fraccion cruda. Paralelamente, también serabsma segunda banda de 37 kDa en todas
las muestras analizadas, excepto en las fraccamehicion.

Tras la purificacion de la proteina recombinant@meeedié a su concentracion y se
dializé en tampdén PBS mediante una columna vivagpartorius). Una vez concentrada la
proteina si fue posible su visualizacién mediaaténicion con azul de Coomasie (Figura 9A).

La inmunodeteccion con un anticuerpo policlonaleegfiro contra el lactégeno
humano confirmé que la banda mas evidente en lktreleresis, se correspondia con la
proteina recombinante producida en tabaco (FigBya 9

Se obtuvieron 2.41 ug de proteina hPLr por cadagrde tejido vegetal procesado.
La proteina fue liofilizada en frio (4°C) y se abea6 a temperatura ambiente hasta el analisis
de su actividad bioldgica.

A B

hpr M KDa
75
50 hPLr hPLc kDa
37
25 . 100 50 ___ 75
20 —_— -0
15

Figura 9. Andlisis mediante electroforesis y tinciébn cono@assie A), y western blotE) de la proteina hPL
recombinante (hPLr) purificada y concentralih, marcador de peso molecular (BioradpPLr, lactégeno
placentario producido en plantas transgénicas Hacta pNEKhPL2;hPLc, lactdgeno placentario humano
comercial (NeoMarkers) (50 y 100 ng).
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4.8. Analisis de la actividad biologica de la profea hPL recombinante

La actividad biolégica de la proteina hPL prodace&h las plantas transgénicas de
tabaco se determind mediante la realizacion deyessde sefalizacion intracelular y
proliferacion celular, tal y como se describe emmphrtado 3.2.9 de Materiales y Métodos.

Los ensayos se llevaron a cabo en células INSratde e islotes humanos.
4.8.1. Ensayos de activacion de la ruta sefializadgod AK2/STAT5

El lactégeno placentario humano se une al receplatar de la prolactina para activar
la ruta celular JAK2/STAT5 que activa la progresdel ciclo celular de las célulgs La
forma fosforilada de la molécula STAT5 (pSTATS)temslocada al nucleo celular donde se
activa la regulacién de determinados genes.

Con el fin de analizar la capacidad del hPL redoarie para unirse al receptor
celular e iniciar la activacion de la ruta sefiaa, se procedid a detectar la molécula
PSTATS5 en ambos tipos celulares, células INS-1lylagp de islotes humanos, tratadas con
diferentes concentraciones de hPL.

En el caso de los cultivos de células INS-1, lartmra recombinante producida en
tabaco fue capaz de inducir la fosforilacion de $%4n las tres dosis ensayadas, 50, 100 y
200 ng mf* de forma similar a la del control positivo sumiraslo por el NIH (Figura 10A).
En las células control, no estimuladas, no se tietapresencia de pSTATS.

Para comparar las tasas de fosforilacién entrdifesentes péptidos, se determinaron
los ratios entre la cantidad de proteina pSTAT3 goetrol interno empleadau{tubulina),
expresando los resultados como porcentaje solrendélol. El péptido producido en plantas
de tabaco fue capaz de inducir tasas de fosfadilasimilares a las del hPL suministrado por

el NIH (Figura 10B). Esta fosforilacion fue depesrtte de la dosis empleada.
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Figura 10. Activaciéon de ruta sefializadora JAK2/STAT5 erutzd INS-1 mediada por el hPL recombinante
(hPLr) producido en plantas de taba&.lnmunodeteccion de pSTATSuytubulina en las tres dosis ensayadas
(50, 100 y 200 ng rif). B, ratios sobre la cantidad de pSTAT&-jubulina expresados como los valores medios
+ el error estandar de dos experimentos indepetedign=3-4), expresados como porcentaje sobrengtato
control, células no estimuladakPL NIH, control positivo suministrado por el NIHPLr, péptido producido
en plantas.

En el caso de los cultivos de islotes humanosséagron estimulados con 20 ng’ml
de lactégeno placentario humano. Ambos péptidodemdps fueron capaces de inducir la
fosforilacion de la molécula STAT5 por encima ds tiveles basales del control de células
no estimuladas (Figura 11A).

Para poder comparar la capacidad de fosforilaaidme édos dos péptidos ensayados, se
calcularon los ratios de fosforilacidon normalizalodarespecto a la cantidad ddubulina, y
se expresaron como el porcentaje sobre el corgroétlilas no estimuladas (Figura 11B). Las
células estimuladas con los péptidos produjerorv@cés mas fosforilacion que las células no
estimuladas.

Estos resultados confirmarian que también en slotenanos el lactogeno producido
en plantas es reconocido de forma eficiente poeadptor celular de la PRL, demostrando
gue las plantas son capaces de producir proteimasrias funcionales y similares a las

nativas.
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Figura 11. Activacion de ruta sefalizadora JAK2/STAT5 emotisé humanos mediada por el lactdgeno
placentario humano recombinante producido en pdaggatabacod, inmunodeteccion de pSTATSaytubulina,

en células tratadas con 20 ng'rde péptidos hPLB, ratios de la cantidad de pSTATStubulina expresados
como porcentaje sobre el controhntrol, células no estimuladasPL NIH, control positivo suministrado por
el NIH; hPLr, lactégeno placentario producido en plantas trémisgs de tabaco.

4.8.2. Ensayos de Proliferacion celular

Uno de los cambios mas notables que sufren ladasdl pancreaticas durante el
embarazo, como consecuencia de la secrecion dedsPdl, aumento de la division celular.
Esta capacidad mitogénica del hPL es una cardatarimuy importante que permite
aumentar la proliferacion de las céluagara incrementar su masa.

La capacidad mitogénica del hPL se determind erparnipos celulares, linea INS-1 e
islotes humanos, mediante el recuento celular Hi¥asiincubados con los péptidos hPL.

Las células INS-1 fueron contabilizadas duranteia dle cultivo en presencia de
diferentes concentraciones de hPL (50, 100, 200miY. Como controles negativos se
utilizaron cultivos celulares no estimulados y ook tratados con el extracto vegetal
purificado de una planta no transformada (wt). Camobserva en la Figura 12, el lactégeno
producido por las plantas de tabaco fue capazdiginla proliferacion de las células INS-1,
deforma similar al hPL suministrado por el NIH (canitpositivo).

El extracto vegetal no transformado no fue capazandecir proliferacion en las
células INS-1 por encima del crecimiento basal, adrando que la estimulacién estaba
especificamente mediada por el péptido produciduantas.
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En general, las diferencias entre condiciones fuends claras a partir del 4° dia de
cultivo, llegando a ser maximas al 6° dia.

Con la dosis mas baja empleada, 50 ng,nds diferencias mas importantes se
detectaron al 4° dia entre el control positivo yesto de tratamientos (Figura 12D). Al final
del periodo de cultivo, los recuentos celularesademuestras tratadas con los péptidos hPL
disminuyen hasta niveles similares a los detectadol®s controles no estimulados (Figura
12A).

Al aumentar la dosis de hPL se observé que losergos celulares aumentaron
notablemente entre las células tratadas con pépyidas no tratadas. Con la dosis de 100 ng
mi™ de péptido, se obtuvieron recuentos de 27.16@@01y 29.166 + 4.300 células frente a
14.900 £ 3.900 y 16.900 + 3.000 células en losroted (Figuras 12B y 12E). Esto supuso un
aumento de la proliferacion celular del 76% ent® ¢ultivos tratados con hPL y los no
tratados.

Con la dosis mas alta testada, 200 ng ffliguras 12C y 12F), se obtuvieron las
diferencias mas importantes, tanto entre cultivatatios y no tratados, como entre el hPL
producido en plantas y el suministrado por el NEh las células tratadas con hPL la
proliferacion celular fue un 131% superior a laguleé control, mientras que el hPL
producido en plantas fue capaz de aumentar lafemnadion un 40% respecto al hPL

suministrado por el NIH.
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Figura 12. Proliferacion de células INS-1 en respuesta ereliftes concentraciones de hRl..50 ng mf"; B,

100 ng mt; C, 200 ng mif. D, E y F, Recuentos celulares al 6° dia de cultivo, conrézssdosis testadas de 50,
100 y 200 ng mtl, respectivamentecontrol (C), células no estimuladasPL NIH, células tratadas con el
control positivo de hPL suministrado por el NIRPLr, células tratadas con la proteina hPL producida en
plantas transgénicas de tabaed, células tratadas con el extracto vegetal de uUmatgp de tabaco no
transformada.
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Con el fin de corroborar los resultados anteri@@sin entorno genético humano, se
analizé la capacidad mitogénica del péptido prattugor plantas en cultivos de islotes
pancreaticos humanos. Estos ensayos de proliferat@océlulag3 humanas se realizaron
mediante el método de incorporacion de BrdU tabya se describe en el apartado 3.2.9.4.
Los cultivos celulares fueron estimulados con 2§0nfi* de hPL y tras las tinciones de BrdU
e insulina se contabilizo el nimero de célflgsoliferantes. Los resultados mostraron que la
proliferacion inducida por el hPL producido en pémera similar al inducido por el control
suministrado por el NIH. (Figura 13). Ambos pépsidineron capaces de aumentar la
proliferacion celular en un 75% respecto al contesl el que las células no habian sido
estimuladas.
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Figura 13. Proliferacion de célulag humanas tras su estimulacién con 200 ng de hPL. Los resultados se
muestran como porcentajes respecto al controleseptando las medias + error estan@arcontrol de células

no estimuladas (n=7hHPL NIH, control positivo suministrado por el NIH (n=%PLr, péptido producido en

plantas transgénicas de tabaco (n=3).

4.9. Estabilidad de la proteina hPL recombinante éo largo del ciclo vital del tabaco

Con el fin de investigar la distribucion temporal ld produccién de hPLr en plantas
de tabaco, asi como de determinar la influencigstigldo fisioldgico de las mismas sobre la
produccion, se analizé la cantidad e integridadad@eoteina recombinante a lo largo de tres
meses de cultivo de una linea pNEKhPL2 en el iraaro.

Tanto las plantas no transformadas como las traitsge mostraron un crecimiento
similar a lo largo del periodo de cultivo. La flordn se produjo entre los 47-50 dias, mientras
gue la maduracién de los frutos se observé degmitis 60 dias.
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Hacia el final del cultivo, las plantas, de aproagdamente 1 m de altura, mostraban
hojas con sintomas de clorosis en la zona apicakglia, mientras que las hojas basales
estaban necréticas y sin turgencia (Figura 14produccion de semillas también fue similar,
tanto en cantidad como en morfologia.

¥

Figura 14. Morfologia de las hojas apicales de plantas dada transgénicas y no transformadas cultivadas en
el invernaderoA-C, hojas de plantas no transformadas a los 30,%DdiasD-F, hojas de plantas transgénicas
a los 30, 60 y 90 dia&§, aspecto de la planta no transformada tras 90déiasiltivo.

La evolucion de la PTS en las hojas apicales fuglas tanto en las plantas
transgénicas como en las no transformadas. Dutasta&los primeros meses la PTS se
mantuvo constante, para disminuir en un 46% al éiebperiodo de cultivo.

La cantidad de hPLr se determiné mediante ELISAeyriormalizada frente al peso
fresco de cada muestra foliar. Como se observa dfigura 15A, la cantidad de hPLr se
redujo en un 26% en las hojas apicales al finapdabdo de cultivo.

Cabe destacar que ni la floracion ni la apariciénlas frutos tuvieron un impacto
aparente sobre la acumulacion de la proteina recamie, ya que la cuantificacion de la

misma mostro resultados similares antes y desprdgctos procesos.
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Figura 15. Evolucién de la cantidad de hPL recombinante (hfelh las plantas de tabaco cultivadas en el
invernadero durante 90 dias, cuantificacién mediante ELISA de la cantidad &¢.ha lo largo del periodo de
cultivo. Los valores representan la media * erstérdar de tres experimentos independie®esestern blot
representativo de la deteccion del hPLr duranfeebdo de cultivo de las plantas de tab&zs. 80 ng de hPL
comercial (NeoMarkers)yt, extracto vegetal de plantas no transformatigsextracto vegetal de las plantas
transgénicas (40 ug de PTS).

La deteccion inmunoenzimatica de la proteina réxdoamte a lo largo del periodo de
cultivo del tabaco permitié determinar que la pimdese procesaba correctamente y que no
sufria degradacion (Figura 15B). La proteina redoariie mostré el peso molecular esperado
(24 kDa), mientras que en los extractos vegetagesad plantas no transformadas no se
detect6 ninguna proteina de ese tamafo. En casibse, observd una banda inespecifica de

37 kDa que aparecia en todas las muestras anaizada

4.10. Transmision del caracter transgénico y prodwon de la proteina hPL

recombinante en plantas de la progenie

Todas las plantas transgénicas de tabaco obteng@epto uno de los clones
pNEKhPL1, fueron fértiles y produjeron semillasrytbs en niumero y color similar al de las
plantas no transformadas (Figuras 16A y 16C). Llaeg$ también mostraron la morfologia
tipica de la variedad, con su forma tubular y cod# color rosa (Figura 16B).

El clon pNEKhPL1 que no mostré las mismas carétieas morfoldgicas que el
resto, tenia flores mas pequefias, y con anteraconi@s que no alcanzaban el estigma. La

planta no desarroll6 ni frutos ni semillas (Figut&® y 16E).
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Figura 16. Morfologia de semillas y flores de plantas dextabtransgénicas y no transformada<, semillas,
flores y frutos de una planta transgénica, respatiente D, flor del clon transgénico (izquierda) no fértihfo
a la de la planta no transformada (derecBagtetalle del clon transgénico no fértil.

Con el fin de comprobar la estabilidad del transgétravés de las generaciones
sexuales, se analizd la transmision del caracemsg@enico en la progenie de lineas
transgénicas pPNEKhPL1 y pNEKhPL2. Para ello, sestigo la transmisién del geptll
mediante la germinacioén de semillas autofecundadasiedio MSK. Se eligieron 2 lineas
transgénicas, una de entre las plantas pNEKhPltdayde entre las plantas pNEKhPL2.

Las semillas de las plantas transgénicas y lastgdano transformadas fueron
cultivadas durante 30 dias en el medio de seleddi®K. Tras este periodo de cultivo tanto
las semillas sensibles como las resistentes diatito fueron capaces de germinar, pero solo
aquellas que habian conservado el gen de resisteoctinuaron creciendo (Figura 17A). A
los pocos dias de su germinacion, las plantulda g&anta no transformada, asi como las de
las plantas transgénicas que no conservaron eldgeseleccién, mostraron un aspecto
clorético, volviéndose totalmente blancas y mur@éefidalmente (Figura 17B). En la planta
PNEKhPL1 se analizaron 120 semillas, de las cuele86% fueron resistentes y el resto
sensibles. En el caso de la linea transgénica pIRERhse analizaron 218 semillas, de las

cuales el 90% fueron resistentes al antibidticoseleccion, mientras que el 10% restante
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fueron sensibles. Todas las semillas de la plamatatransformada fueron sensibles al

antibiético.

Figura 17. Germinacion de semillas y desarrollo de plantaslal progenie (pNEKhPL2)A, semillas
transgénicas germinadas en medio M8K;semillas no transgénicas germinadas en MSHK;, D, desarrollo
aéreo y radicular de plantas transgénicas pNEKHd@L2 progenie cultivadas en MSK.

El andlisis de la cantidad e integridad de la pnateecombinante se realizé sobre 30
plantulas pNEKhPL2 que fueron transferidas a reaigis de vidrio de 8 cm de diametro,
donde fueron cultivadas durante 2-3 semanas enedlonde cultivo selectivo MSK. Las
plantulas resistentes mostraron un crecimiento abrtanto a nivel foliar como radicular
(Figuras 17C y 17D). Cuando las plantas cultivadagtro alcanzaron aproximadamente 5
cm de longitud, se extrajeron las muestras de BN domo se describe en la seccion 3.2.7
de Materiales y Métodos.

El analisis western blot realizado sobre los extsaproteicos de la progenie mostré la
presencia de una banda mayoritaria con un pesocoiateque coincide con el esperado (24
kDa) (Figura 18). Como en otras inmunotincionesiig&n se detectd una banda inespecifica
de 37 kDa que aparecia en todas las muestrasadadizncluida la planta no transformada.
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Figura 18. Inmunodeteccidn del hPL recombinante en plantala ghrogenie utilizando un anticuerpo policlonal
anti-hPL. 1, marcador de peso molecular (Bio-rad);100 ng de la proteina hPL comercial (NeoMarke3s);
extracto vegetal de una planta no transformdell(), extractos proteicos (20 pg) de plantas transgérde la
progenie.

La cuantificacién de la cantidad de hPL producidoptantas se realizé mediante
ELISA. Todas las plantas de la progenie analizadesstraron elevados niveles de
produccion, con valores que variaron entre el 0y3® 1.1% respecto a la PTS. El nivel
medio de produccion de la proteina hPLr fue de¥d.7

Los niveles de hPL mostrados por las plantas gedgenie fueron superiores tanto a
los de las plantas pNEKhPL2, como al de la profaatp parental, cuyo nivel de expresion
fue del 0.45% de la PTS. El nivel medio de prodiutaen la progenie fue 1.5 y 1.4 veces

superior al de la planta parental y el conjuntéadeplantas pNEKhPL2, respectivamente.
4.11. Induccion de callos a partir de tejido foliarde plantas transgénicas

Una vez analizada la expresion de la proteina hdPLias plantas transgénicas de
tabaco, se estudié la produccion de esta proteinanesistema vegetal alternativo, las
suspensiones celulares. El cultivo de células apession posibilita la liberacion de la
proteina recombinante al medio de cultivo, faailita el proceso de purificacion y
permitiendo el crecimiento de las células transéatas en un sistema cerrado y controlado.

El establecimiento de suspensiones celularesgigaitas se puede iniciar a partir de
tejido foliar de plantas transgénicas, medianténthuccion de callos o grupos de células
indiferenciadas. Para ello, los fragmentos foliases cultivados en medios de cultivo
suplementados con reguladores del crecimiento akget

Tras 2-3 semanas de cultivo en medio de inducdéncallo (MIC, medio MS
suplementado con 0.2 mg tle 2,4-D) los explantos foliares comenzaron a raogequefios
callos en proliferacion en las zonas de corte. Esatlos eran de dos tipos, algunos blancos y
compactos y otros mas oscuros, grandes y blandps&s 19A y 19B). Los callos de aspecto

mas blando se transfirieron a diferentes mediosuilevo para su mantenimiento. Tras los

62



4. RESULTADOS

primeros subcultivos en los 4 medios ensayadosbservd que los callos cultivados en los
medios MCTB (MS suplementado con 2,4-D 0.5 rifgyl BAP 0.05 mg ) y MIC no
proliferaban en la misma medida en que lo haciarcldtivados en los medios MCTA (MS
suplementado con ANA 1 mg ly kinetina 0.1 mg}) y MCTC (MS suplementado con 2,4-D
0.2 mg I' y kinetina 0.02 mg?). Su fenotipo también fue diferente, con un calds oscuro

y el endurecimiento de la masa celular (Figuras3t@@ y 19D3-D4). Por el contrario, los
callos cultivados en los medios MCTA y MCTC pralgeon notablemente formando callos
viables que fueron subcultivados cada 3-4 semdfigsrés 19C1-C2 y 19D1-D2).

Se observo que el color de los callos, aunqué eelo largo del tiempo, fue similar en
ambos tipos, con una ligera tendencia hacia elrddbnco en los callos cultivados en el
medio MCTA vy hacia el amarillo claro en los callndtivados en el medio MCTC (Figuras
19C y 19D).

Figura 19. Induccién de callos a partir de tejido foliar plantas transgénicas de tabaco y desarrollo de los
mismos en diferentes medios de cultivg,. explantos foliares cultivados durante 3 semamasnedio de
induccion;B, callos aislados de los explantos y cultivadosedio de inducciéont y D, efecto de los diferentes
medios de cultivo sobre el desarrollo y morfologéa algunas lineas de callos aisladds.y D1, callos en
MCTA; C2 y D2 callos en MCTCC3 y D3 callos en MCTBLC4 y D4, callos en MIC. Las flechas indican los
callos blandos y compactos.
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El andlisis del tamafio de los callos revel6 queseb2% de los callos cultivados en el
medio MCTA tenian un tamafo clasificado como graf@é& cm de diametro o mas),
mientras que la textura blanda solo se observd 80.89% de los callos cultivados en este
medio. Respecto a los callos cultivados en el mBtfid C, se observo que el 27.19% de los
callos eran de tamafio grande, mientras que el @2detlos callos analizados mostraron una
textura blanda.

Las caracteristicas de tamafio y textura se mamtuviconstantes a lo largo de 1 afio

de subcultivos mensuales.
4.11.1. Analisis de los niveles de transcripcion dgen hPL3 en callos transgénicos

Con el fin de corroborar la correcta expresiontadgisgén en callos transgénicos y asi
poder determinar el grado de correlacion entramiesles de expresion en plantas y en callos,
se procedid a analizar la cantidad de transcrigbgyen PLs en los callos obtenidos a partir
de las plantas analizadas previamente.

La cuantificacion de los transcritos del gdPLiise realizé mediante PCR en tiempo
real, sobre el RNA extraido de los callos transggncultivados en el medio MCTA, por ser
los que mayor proliferacion mostraron. Como contregativo se utilizé el RNA del callo
originado a partir de una planta no transformadazs hiveles de mMRNA se normalizaron
frente a la cantidad de transcritos del gen enddd&8 del rRNA y fueron relativizados
respecto al nivel de expresion de la linea trarisgéin

Todos los callos analizados, con una excepciontraros niveles detectables de
MRNA del gen RL;z (Figura 20A). El callo que no presento transcritie$ gen PL; se
corresponde con el que no presentod niveles detestdb proteina hPLr.

Los niveles de expresion fueron variables entrediferentes clones analizados. El
clon con mayor nivel de expresién mostrd 9.7 veunés cantidad de transcritos que el clon
con menor expresion. La normalizacion respectoeal gndégeno 16S del rRNA mostro
resultados similares a los aqui presentados (datosostrados).

Tal y como ocurriera en las plantas, en los cathmspoco se observé una relacion
positiva entre cantidad de mRNA vy proteina recomftia (f=0.32) (Figura 20B). No
obstante, cuando se analizaron los clones con memiveles de expresion se observd que

ambos parametros se correlacionaban positivamerteg5).
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Figura 20. Niveles relativos de mRNA del gefPly; en distintos callos transgénicos de tabaco cueamdids
mediante PCR en tiempo reAl, niveles de expresion relativizados al callo Joynmalizados frente a los niveles
del gen enddgeno 18S del RNA ribosémico (rRNvJ); control negativo, callo no transformadbg, lineas
transgénicas analizadds, niveles de produccion de hPL recombinante exdmsaomo porcentaje respecto a
la cantidad de PTS. La cuantificacion se realizdienge ELISA.

Comparando los niveles de mRNA de callos con lopldetas se pudo observar que
existia cierta relacion entre ambos tejidos. Latalaon el nivel de transcritos mas alto fue la
gue origind el callo con mayor cantidad de tramgsriel gen BLz. También se observo que
las plantas con menores niveles de mRNA originaedios con los niveles de transcrito mas
bajos. Se observé una Unica excepcion, la lineauy®m nivel de transcritos era elevado en
tejido foliar y sin embargo, fue una de las que onanvel presentd en callo. También cabe
destacar que el callo 2 no presento6 niveles détlestale mRNA del genRis, mientras que

la planta que lo originé si mostré niveles deteleslde transcripcion.
4.11.2. Analisis de la produccion de la proteina hPrecombinante en callos transgénicos
Dado que los callos cultivados en el medio MCTA trayen mayor tamafio, y por lo

tanto, mayor proliferacidén celular, fueron seleoeidos para caracterizar la produccion de la

proteina recombinante a nivel de callo. El analg#spresencia y cantidad de lactégeno
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placentario se realiz6 mediante las técnicas wedikit y ELISA, respectivamente, tal y
como se hiciera con las plantas transgénicas.

En el analisis western blot los extractos protet®$os callos derivados de las plantas
PNEKhPL1 (en adelante callos pNEKhPL1) mostrarom lbanda mayoritaria del peso
molecular esperado (22 kDa) que migré a la altwlacdntrol positivo de hPL comercial
empleado (Figura 21). El extracto vegetal del calto transformado no mostré reaccion

alguna con el anticuerpo policlonal anti-hPL uétip.

kDa
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Figura 21. Inmunodeteccién de la proteina hPL recombinamte gn anticuerpo policlonal anti-hPL, en
extractos proteicos de callos pNEKhPL140 ng de proteina hPL comercial (NeoMarke2skontrol negativo
con extracto vegetal de un callo no transforma8 extractos vegetales (10 pg) de distintos callos
transgénicos.

En los callos derivados de las plantas pNEKhPIn2a@elante callos pNEKhPL2) se
observo una banda mayoritaria con un peso aproxirdad22 kDa y una segunda proteina
minoritaria, con un peso molecular ligeramente gopal de la proteina comercial (Figura 22
A). Esta segunda banda se corresponderia contiiqaaecombinante fusionada a la cola de
histidinas y a la sefal de retencion endoplasm#&tizal (24 kDa), tal y como se procesaria
en la construccion genética pNEKhPL2. El extraatotgico del callo no transformado no
mostro reaccion con el anticuerpo policlonal afti-lempleado.

Ante la diferencia de tamafio observada, se procedidetectar la proteina
recombinante utilizando un anticuerpo anti-His.d8&ecté una proteina mayoritaria del peso
molecular esperado (24 kDa) que mostré una modlieiectroforética similar a la de la
proteina recombinante purificada a partir de pempidEKhPL2 mediante cromatografia de
afinidad (Figura 22B). El extracto vegetal del caflo transformado no mostré ninguna

reaccion con el anticuerpo anti-His.
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Figura 22. Inmunodeteccion de la proteina hPL recombindnfd.i) en callos pNEKhPL2A, deteccion con un
anticuerpo policlonal anti-hPL1-7, extractos proteicos (10 pg) de distintos call@mdgénicos8, control
negativo, extracto proteico de un callo no tramsfmto;9, 100 ng de hPL comercial (NeoMarker).deteccién
con un anticuerpo anti-Hi4p0, control negativo, extracto de un callo no transfado;11-17, extractos proteicos
de las lineas transgénicas analizadas eti8Acontrol positivo con proteina hPLr purificada artp de una
planta pNEKhPL2, mediante cromatografia de afinidamhes metalicos.

La cuantificacion de la proteina hPLr producida losrcallos de tabaco fue realizada
mediante ELISA tipo sandwich. Los callos pNEKhPLIostnaron niveles de proteina
recombinante que variaron entre el 0.36% y 0.9%adeTS, con un nivel medio del 0.6%.
Los callos pNEKhPL2 mostraron un nivel medio dedpiezion del 1.2% de la PTS y valores
que fluctuaron entre el 0.3% y 1.9% de la PTS.

Los callos pNEKhPL2 produjeron 2 veces mas protedscambinante que los callos
pNEKhPL1 (Figura 23). En comparaciéon a la cantidadproteina recombinante producida
por las plantas transgénicas, las diferencias €nileles de produccion fueron mas notables
entre las lineas pNEKhPLL1. En estas lineas, ldescptodujeron 4 veces mas proteina que
las plantas cultivadas en el invernadero y 7.5 v@aés que las cultivadas vitro. Por otro
lado, los callos pPNEKhPL2 mostraron 1.7 veces mégena que las plantas cultivadas en el
invernadero y 2.3 veces mas que las cultivauagro.

No se observo una relacion directa entre la cashiilgaproteina recombinante y el tipo
de tejido. Las plantas transgénicas que mayoresdesivde hPLr tenian no originaron los
callos méas productores, ni en las lineas pNEKhHLdnnas lineas pNEKhPL2. Todos los
callos analizados expresaban la proteina hPL, &xaem de los clones pNEKhPL2, que sin

embargo si mostro niveles elevados en tejido fédiatoin vitro como en el invernadero.

67



4. RESULTADOS

181 Hin vitro
Einvernadero
& 1,57 ocallos
= 1.20
o 1,2
- ©
-
a8 po9-
<2 0.60 0.67
S & 061 ' 0.50
o
0,31 0.08 0.14
0 - -
pNEKhPL1 pNEKhPL2

Figura 23. Niveles medios de produccion de hPL recombinagxpresados como porcentaje respecto a la
cantidad de PTS, en plantas cultivaihesgitro, en plantas cultivadas en el invernadero, y ercddies originados
a partir de las mismas (n=18).

4.12. Establecimiento y caracterizacion de suspensies celulares

Una vez caracterizados los callos transgénicosvadtis en el medio de cultivo
MCTA, tanto a nivel morfologico como molecular, peocedid al establecimiento de
suspensiones celulares con el fin de analizarddyacién de hPLr en este sistema y poder
compararlo con el sistema basado en plantas.

La eleccion de los clones se bas6é en un conserns®d edmivel de produccion y el
crecimiento en medio sdlido. Inicialmente, se ogdr los clones mas productores
procedentes de cada construccién, que presentaesndpecimiento en medio sélido.

El establecimiento de las suspensiones con el @iNEKhPL1, en el que la proteina
recombinante es dirigida al espacio apoplasticoeakzo tanto en el medio MCTA como en
el MCTC, ya que los callos cultivados en MCTC furenmas blandos. Se obtuvieron
suspensiones celulares homogéneas y con buen metnaunque se observaron diferencias
de textura entre ambas. La suspension establecidal enedio MCTC mostr6 menos
tendencia a la formacion de agregados celularessguse observaron en la suspension

cultivada en el medio MCTA (Figura 24).
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Figura 24. Suspensiones celulares transgénicas de tabaeoidd a partir de un callo pNEKhPL1 y cultivadas
durante 10 dias en los medios MCTA&) {f MCTC (B).

Las suspensiones obtenidas a partir del callo pNEERIseleccionado mostraron una
gran tendencia a la agregacion celular, tanto emealio de cultivo MCTA como en el
MCTC, dando lugar a la formacion de estructuraériesfs de diferentes tamafos (Figura 25).
Estos agregados no permitieron la obtencién desuspensién homogénea, dificultando el
subcultivo de la misma, asi como la toma de muesiar este motivo se optd por establecer
suspensiones a partir de otros callos pNEKhPL2 mustraban menores niveles de
produccion de hPLr. Sin embargo, estos clones arastia misma tendencia observada en el
caso anterior, dando lugar a la aparicion de dsirag similares (Figuras 25D y 25E).

Figura 25. Suspensiones celulares transgénicas de tabaeblezttlas a partir de clones pNEKhPL2
seleccionados, y cultivadas en medio MCPAsuspensién celular en el momento del subculBy@specto de
la misma suspensién tras 7 dias de cultt«E, detalle de los agregados celulares de los clselescionados.
La escala se muestra en cm.
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Ante la imposibilidad de establecer unas suspeasidtomogéneas con los callos
PNEKhPL2 y teniendo en cuenta que esta construcest@ disefiada para que la proteina
recombinante se acumule en el reticulo endoplasm&eée optd por analizar las suspensiones
pNEKhPL1. Como se ha comentado anteriormente, tataaccion pNEKhPL1 permite la
secrecion de la proteina recombinante al mediativ@.

La evolucién de estas suspensiones celulares $iréanmeediante la determinacion de
la biomasa (fresca y seca), la cantidad de PT&¢elular y extracelular) y la cantidad de

proteina recombinante presente en el interior @aejuen el medio de cultivo.
4.12.1. Evolucion de la biomasa de las suspensiogefulares

A lo largo del cultivo, las suspensiones celulamestraron las tres fases de
crecimiento; la de latencia, la exponencial y la@snaria.

La suspension transgénica cultivada en el medio M@ibstré una fase de latencia
que se prolongd hasta los 4 dias de cultivo, sagdalla fase exponencial que tuvo una
duracién de 18 dias (Figura 26A). Tras alcanzauato maximo de biomasa fresca (219.24 +
3.95 g " al final de la fase exponencial, los cultivosrarin en la fase estacionaria y
finalmente de muerte, momento en el cual la bioncasaenzo6 a disminuir. En el caso de la
suspension transgénica cultivada en el medio M@d ®jomasa fresca mostré también una
fase de latencia de 4 dias (Figura 26B). A parér eése momento, la biomasa fue
incrementandose gradualmente hasta obtener el m&@60.5 + 1.84 g¥) al 14° dia de
cultivo. La fase estacionaria tuvo 3 dias de ddéraanostrando una tendencia constante. Las
suspensiones control (wt) mostraron tendenciaslasiesi a sus homologas transgeénicas, si
bien en la cultivada en medio MCTC la biomasa fiestxima fue ligeramente inferior
(223.3 +15.19 g).

La evolucion de la biomasa seca fue similar en ansb@pensiones (Figuras 26C vy
26D). La fase de latencia se prolong6 hasta ela€ie cultivo, y la fase exponencial hasta el
15° dia, obteniéndose una biomasa maxima de 14" 2mla suspensién cultivada en medio
MCTA, y de 13.65 gt en la cultivada en medio MCTC. La fase estacianae extendié
hasta el final del cultivo con una disminucién paesiva de la biomasa que fue mas acusada
en la suspension cultivada en medio MCTA. Las susipaes control (wt) produjeron
biomasas maximas similares a las de las transgeracamque con un desfase de entre 1-3

dias.
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Figura 26. Evolucion de la biomasa fresca y seca de lasesisggnes celulares cultivadas en medio MCARAy(
C) y medio MCTC B y D). wt, suspension celular no transformaiilansgénicg suspension celular transgénica
pNEKhPL1.

4.12.2. Evolucion de la cantidad de proteina totasoluble (PTS) de las suspensiones

celulares

La evolucion de la cantidad de PTS intracelular $ueilar en ambas suspensiones
transgénicas (Figuras 27A y 27B), aumentando delsihécio y alcanzando su nivel méximo
a los 15 dias de cultivo. El maximo de PTS fue &8 1 0.008 gt en la suspension
cultivada en medio MCTA, y de 1.45 + 0.1 § én la cultivada en el medio MCTC.
Posteriormente, la cantidad de proteina solubl@idisyd progresivamente hasta el final del
cultivo. En ambos casos, la cantidad maxima despratsoluble intracelular fue detectada en
el punto maximo de biomasa seca. Las suspensiam&solc (wt) mostraron tendencias
similares a sus respectivas suspensiones tranagénic

La tendencia de la cantidad de PTS extracelularditexente en ambos tipos de
suspensiones. En la suspensién cultivada en elom@iTA, la cantidad de PTS se
incrementd notablemente a partir del 4° dia deveuhiasta el 10°, momento a partir de cual
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se mantuvo constante durante 8 dias (Figura 27@arfir del 18° dia, la cantidad de PTS
vuelve a incrementarse hasta alcanzar el maxin2s 0.0.006 g1) al final del cultivo. Por
otro lado, la suspension cultivada en medio MCTGtndoun aumento progresivo de la PTS
hasta el alcanzar el maximo (0.18 + 0.008') & los 8 dias de cultivo (Figura 27D).
Posteriormente, la PTS disminuyd progresivamens¢éahal 14° dia de cultivo, para volver a
incrementar hasta el final del procedoas suspensiones no transformadas mostraron

tendencias similares a las transgénicas, si biebtsieron maximos de PTS inferiores.

2 - 5
= —e—wt —*—transgénica ——wt ——transgénica
16" T 16
2 o
— N—r
m S
S 1.2 £ 12-
o =
=) ]
I Q
508 8 o038
£ =
n

n
H o4 B 04
Medio MCTA Medio MCTC
R e o<
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 123456 7 8 9 10111213 14 1516 17
dias dias
0,3 0,3
——\Wwt —e—transgénica ——wt —e—transgénica
& 0,25 ~ 0,251
g —_—
= 2
& 0,21 ~ 021
=) ©
[0} =}
S 0,15 © 0,154
© o
- (ﬁ
6 0,1 < 0,14
N (O]
= n
o 0,05 |~ 0,05-
4 Medio MCTA o 4 Medio MCTC
0 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

dias

012 3 456 7 8 9101112 13 141516 17

dias

Figura 27. Produccion de proteina total soluble (PTS) ithalar y extracelular en las suspensiones celulares
cultivadas en medio MCTAA(y C) y medio MCTC B y D). wt, suspensién celular no transformada;
transgénicg suspension celular transgénica pNEKhPL1.
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4.12.3. Deteccién y cuantificacion de la proteina L recombinante producida en

suspensiones celulares transgénicas

El correcto procesamiento de la proteina recommibénproducida por las suspensiones
transgénicas se determind mediante la técnica meBltet, mientras que para determinar la
cantidad de proteina producida en cada tipo deess&jn celular se utilizo la técnica ELISA.

La inmunodeteccidn de la fraccion intracelularetéMa presencia de una unica banda
del peso molecular esperado (22 kDa) en ambos tposuspensiones celulares, y que no
aparecia en la suspension no transformada (Figg# Zn la suspension cultivada en el
medio MCTA, la deteccién de la proteina se prodeiare los dias 2 y 7 de cultivo,
mostrando un maximo a los 15 dias. Posteriormémiaiensidad de la deteccion aument6 a
partir del dia 18 hasta el final del cultivo. Enslaspension cultivada en el medio MCTC la
deteccion se produjo a los 2 dias de cultivo, carimos de proteina recombinante a los 7-8
y 15 dias.

La deteccidn extracelular de la proteina recomtigenostro patrones diferentes entre
ambos tipos de suspensiones celulares (Figura EBla suspension cultivada en el medio
MCTA se detectdé una proteina del peso moleculaeragp (22 kDa) al final del cultivo,
junto con otra de un peso inferior. Por el contraen la suspensién cultivada en el medio
MCTC, la proteina, cuya movilidad electroforétiga similar a la del control comercial, se
detect6 entre los 3 y 7 dias de cultivo, aumentdaduensidad de la deteccion hasta el final
del cultivo (Figura 28D).

kba oy w2 7 11 15 18 21 24
) 25
Medio MCTA 20 D —
A w 1 2 3 7 8 9 10 11 14 15 16 17
. 25—
Medio MCTC 20— e P p——

C+ wt 1 7 11 15 18 21 24
25— 5

Medio MCTA | M- ¥

C+ wt 1 2 3 7 8 9 10 11 14 15 16 17

Medio MCTC 25—

20— -8

Figura 28. Deteccién mediante western blot de la proteina h&tombinante producida en suspensiones
celulares transgénicas de taba&pfraccion intracelular de las suspensiones culigaen los medios MCTA y
MCTC; B, fraccion extracelular de las suspensiones cudléigaen los medios MCTA y MCTQ+, control
positivo con 10 ng hPL comercial (NeoMarkers); suspension no transformada24, dias de cultivo.
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Respecto a la cuantificacion de la proteina hRLlae suspensiones cultivadas en el
medio MCTA la cantidad de proteina intracelular aument6 &rpdel tercerdia de cultivo
mostrando una tendencia ascendente (Figura 29And&imo de proteina recombinante
(50.8 + 0.35 pg1) se obtuvo a los 15 dias, coincidiendo con losimés de biomasa seca
(Figura 26C) y PTS intracelular (Figura 27A). A trade ese momento la cantidad de
proteina cay6 para volver a incrementarse hasfaall del cultivo. En las suspensiones
cultivadas en el medio MCTC, se observé un incremgradual de la cantidad de hPLr hasta
el 6° dia de cultivo, para posteriormente dismifiggramente y volver a aumentar a partir de
dia 13 hasta el final del cultivo. EI méximo de hREe obtuvo a los 16 dias, acumulando
100.13 + 0.44 pgl de proteina.
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Figura 29. Cuantificacion mediante ELISA de la produccion mteteina hPL recombinante en la fraccion
intracelular A) y extracelular B) de las suspensiones celulares transgénicas deotahiltivadas en los medios
MCTA y MCTC.

La cuantificacion de la proteina hPLr extraceldarla suspension cultivada en el
medio MCTA, mostré que la proteina era detectadarakr dia de cultivo (Figura 29B). A
partir de ese momento se observo un incrementogsivg hasta detectar un primer maximo
de 22.45 + 0.11 pg'lde hPLr a los 8 dias de cultivo. Posteriormentafatidad de proteina

disminuy0 hasta niveles indetectables, volvienderadetectada a los 20 dias y alcanzando su
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nivel maximo (29.29 + 5.66 pd) al final del cultivo. En la suspensién celulaltivada en el
medio MCTC, se observé un incremento gradual dealdtidad hPLr hasta el 5° dia de
cultivo. Durante los siguientes 9 dias la cantidagbroteina se mantuvo constante y se volvio
a incrementar a partir del dia 14 hasta el finadlcdétivo. Por ello, la cantidad maxima de
hPLr se detect6 a los 17 dias, obteniendo 1851822 gt de proteina.

Dado que no fue posible detectar la proteina réamante en el medio de cultivo
MCTA durante 6 dias, se analiz0 la actividad prdean el medio extracelular de la
suspension cultivada en ese medio. Los resultadostranon que la actividad proteasa
incrementaba a partir del 12° dia de cultivo haktanzar su punto maximo a los 17 dias, y
gue posteriormente descendia hasta el final dévoytdatos no mostrados).

En términos de cantidad maxima total de hPLraesukpension celular cultivada en el
medio MCTA se obtuvieron 77.93 + 6.7 pg de proteina al final del cultivo. De esta
cantidad, el 37.59% se encontr6 en el medio extdacey el resto fue retenido
intracelularmente.

En el caso de la suspension celular cultivada lemeslio MCTC, se obtuvo un
maximo de hPLr de 280.50 + 14.13 [iud los 17 dias de cultivo, de los cuales el 65.88%
detectaron extracelularmente.

En términos de porcentaje de hPLr respecto anadeal de PTS, el nivel maximo de
produccion en la suspension cultivada en el medid ¥ fue del 0.16%, y se obtuvo a los 3-

4 dias de cultivo.
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El desarrollo de la biotecnologia ha supuesto ueeolucion en la industria
farmacéutica, al ofrecer la posibilidad de obtepmteinas terapéuticas al margen de su
fuente natural de produccion. Gracias a las tésnim transformacion genética, algunos
organismos pueden ser utilizados como biofactggéaa producir proteinas recombinantes
capaces de tratar multitud de enfermedades humBstes proteinas terapéuticas, también
llamadas biofarmacos, actualmente representan iekipal producto de la industria
farmacéutica (Knablein, 2005), y el que mayor enéento esta experimentando (Walsh,
2005). Lo que comenzd siendo una idea revoluciaremiel laboratorio se ha convertido en
una potente industria que mueve miles de milloreesdares al afio (Huang y MacDonald,
2009). Sin embargo, esta industria se sustenta mos wistemas de produccion,
particularmente las células CHO y las bacteriag, oo van a ser capaces de satisfacer la
creciente demanda de biofarmacos. Ademas, losrestigue se estan realizando a nivel
genomico en la investigacion de muchas enfermedad&s aumentando el nimero de
proteinas terapéuticas que podran ser producidas feturo (Sivakumar, 2006). Los costes
econdémicos asociados a la produccion de proteinalws sistemas actuales es elevado,
debido a que el escalado y mantenimiento de logdaictores es alto, por lo que el precio
final del producto también es elevado (Twynaral, 2005). Por todo esto, parece bastante
razonable pensar que hay que buscar sistemas decpidn alternativos que liberen el
“cuello de botella” que los sistemas actuales vagemerar. Los organismos vegetales se
perfilan como uno de los sistemas alternativos mi@sesantes puesto que ofrecen muchas
ventajas respecto a los otros sistemas. Los cdstgmiesta en marcha del sistema son mas
bajos, los organismos vegetales son muy vers@idanitiendo el escalado y almacenamiento
del producto final, y ademas, tienen el potenceaprbducir grandes volimenes de producto
con costes relativamente bajos (Sparedwl, 2007).

Los organismos vegetales han sido utilizados pargrbduccion de multitud de
proteinas terapéuticas, vacunas y anticuerposplaasas ofrecen la posibilidad de producir
vacunas que pueden administrarse oralmente mediarpeoduccion en tubérculos, frutas o
cereales. De esta forma, se eliminan los costesaa®s a la purificacion de la proteina. Se
han obtenido plantas que producen vacunas contrdefaatitis B, el virus de la
inmunodeficiencia humana o el virus del papilomanano (Masoret al, 1992; Obregoret

al., 2006; Fernandez-San Millan et al., 2008). Asimaslas plantas son capaces de producir
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correctamente proteinas tan complejas como loguwmnpos, estructuras multiméricas que
requieren de un correcto ensamblaje para su aati(idujolet al, 2007).

Ademas de anticuerpos o citoquinas, las plantabiémson capaces de producir
hormonas (Gilset al, 2005; Nykiforuket al, 2006). El lactogeno pacentario humano (hPL)
es una hormona producida durante el embarazo cgranrpotencial para el tratamiento de la
diabetes tipo 1. Las personas con esta enfermadeehda destruccién autoinmune de las
célulasp secretoras de insulina (World Health Organizatib®99) por lo que necesitan
inyectarse insulina de forma exdgena. Sin embasge, tratamiento no permite la cura de la
enfermedad, y supone una merma en la calidad @edadestas personas. Desde hace unos
anos, el transplante de islofepancreaticos se ha convertido en una opcion saate para
tratar a los diabéticos tipo 1 (Narang y Mahat@®&®0Sin embargo, la baja disponibilidad de
islotes humanos ha empujado a muchos grupos dstigaeion a desarrollar estrategias para
aumentar la proliferacién, funcion y supervivend& los mismos (Raet al, 2005). La
utilizacion de factores peptidicos de crecimientono el hPL, hace posible aumentar la masa
de célulag} in vitro, antes del transplante,im vivo después del mismo (Garcia-Ocafal.,
2001b).

Hasta la fecha, el lactégeno placentario humanbaseomercializado purificado a
partir de tejido placentario, un proceso que ermeamucho el precio final del producto.
Ademas, la obtencion de la proteina a partir ddadjumano conlleva riesgos sanitarios de
contaminacion del producto con patdogenos humammsapimales (Twymaret al, 2003).
Para poder investigar mas en profundidad el patkdei la proteina hPL en los transplantes
de células pancreaticas seria necesario disponeradfeiente segura y barata de la misma.

Como se ha comentado anteriormente en esta mensbriactdgeno placentario
humano pertenece al cluster géniddMGH localizado en el cromosoma 17 (Sektyal,
1984). Debido al origen evolutivo comun que tierstos genes, su similitud es elevada, por
lo que la amplificacién se ha realizado utilizandws cebadores ligeramente degenerados
que permiten amplificar cualquiera de los genesctigter. La amplificaciéon por PCR ha
dado como resultado un fragmento del tamafio espeaeltiene una similitud del 100% con
la secuencia codificante del geRl3. La secuencia amplificada se ha modificado en sus
extremos 5’ y 3’ mediante la insercion de secuendi restriccion para posteriormente ser
introducida en los vectores de expresion pGJ27pURAkc, y asi obtener los vectores de
expresion pNEKhPL1 y pNEKhPL2 utilizados en los emmentos de transformacion

genética.
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La transformacién genética mediada potumefacienda sido ampliamente utilizada
en muchas especies vegetales a lo largo de los Efiabaco ha sido una de las especies mas
utilizada, por lo que su protocolo de transforma@éta bien establecido.

El método descrito por Horsat al (1985) ha permitido la obtencion de plantas
transgénicas en un numero dependiente de la cepa tlemefacienempleada. En este
trabajo se han utilizado las cepas EHA105 y GV3ddii el fin de determinar su virulencia en
explantos foliares de tabaco. Utilizando la cepa®E®b, portadora del vector pPNEKhPL1, se
han regenerado 51 plantas transgénicas, y con da &V3101, portadora del vector
pPNEKhPL2, se han obtenido 21 plantas. La cepa EBAH@&scrita como hipervirulenta
debido que posee copias extra de los getrd® virC y virG (Sairamet al, 2003), ha
demostrado ser el doble de eficiente que la cepalGY en la transformacion del cultivar
Xanthi. En el caso de la transformacion de cél@¥s2 de tabaco, Oyanguren (2009) ha
obtenido resultados muy similares a los aqui ptages, utilizando los mismos vectores de
expresion y las mismas cepas bacterianas. En egpesies también se ha observado que la
cepa EHA105 es mas efectiva que la cepa GV310lef{Lal, 2001; Baeet al, 2005),
demostrando que tanto en diferentes variedadeslibed como en especies distintas los
resultados son parecidos.

Otro factor importante a tener en cuenta en elgaoale transformacion genética lo
representan los antibiéticos, ya que pueden inBairla capacidad de regeneracion de los
tejidos. La cefotaxima es un antibidtico ampliameentilizado para la eliminacion de
agrobacterias tras el cocultivo. En este trabagosilo suficiente una concentracién de 250
mg ' para controlar el crecimiento bacteriano, peseua otros autores emplean una
concentracién de 500 md (Nauerbyet al, 1997). Aunque en el caso de otras especies se ha
descrito que la cefotaxima es capaz de aumentaedaneracion de tejidos (Yepes y
Aldwinckle, 1994; Humara y Ordas, 1999), en tabaogarece influir en la produccion de
tallos a partir de discos foliares, aunque si se btlaservado efectos negativos sobre el
enraizamiento (Nauerbgt al, 1997). En este trabajo no se han observadoemteanente,
efectos negativos en el enraizamiento de las @aetgeneradas, pese a mantenerlas durante
un tiempo en presencia de cefotaxima. La kanamieimeotro de los antibioticos mas
empleados en el proceso de transformacién, yaajgmplea como agente de seleccién de las
células transformadas. En este trabajo se ha aEkenue una concentracién de 100 thgd
suficiente para seleccionar el tejido transformado.

Durante el proceso de obtencion de plantas traicsgese ha observado la presencia

de un unico clon con un fenotipo diferente al dedkantas silvestres y el resto de las plantas
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transgénicas regeneradas. Debido a que la insetteléi-DNA en el genoma vegetal ocurre
al azar, y en la mayoria de los casos en zonasctipoionalmente activas (Gelvin, 2003),
esto podria producir disrupciones de genes impmgapara el correcto desarrollo de la
planta, que podrian dar lugar a las alteracionedohdgicas observadas en este y otros
trabajos.

Una vez obtenidas las plantas regeneradas delgorai® transformacion genética,
éstas han sido analizadas mediante PCR para de&errta integracion del caracter
transgénico en su genoma. Aunque la capacidadcpacar en presencia de kanamicina nos
da un primer indicio de su caracter transgénicono® asegura que las plantas realmente
tengan integrado el transgén en su genoma. Elsanéiolecular se ha realizado mediante la
amplificacion de los gene$hs y nptll en todas las plantas cultivadas en presenciagkatte
de seleccion. El resultado ha demostrado que tadgdantas tienen integrados en su genoma
ambos genes. A este respecto, cabe mencionar dos eectores de expresion utilizados en
este trabajo, el gerPhs se encuentra localizado cerca del borde dereciemtras que el gen
de selecciomptll esta localizado cerca del borde izquierdo. Ya lguinsercion de T-DNA se
realiza por el borde derecho (Zatual, 2000), con estos vectores aseguramos que spéan
se introduzca primero en el genoma vegetal, y eldgeseleccion en ultimo lugar. De este
modo, se evitan falsos positivos debido a integraas incompletas del T-DNA.

Tras comprobar el caracter transgénico de lastgdame tabaco, se ha estudiado la
actividad transcripcional del gerPk; en algunas de las plantas transgénicas obteridas.
resultados de PCR en tiempo real muestran que tladaplantas analizadas expresan
transcritos del genRl; aunque se observan diferencias cuantitativasosnniveles de
expresion en funcién del clon. Estas variacionafipa ser debidas al lugar de insercion del
transgén asi como al numero de copias que se fsantado (Ritchert al, 2000). El
resultado obtenido ha mostrado cierta correlacmsitipa entre la cantidad de proteina y los
niveles de mRNAs, aunque esta correlacion no seups en el 100% de los clones
analizados. Algunos autores han observado queifaseritias a nivel transcripcional no
siempre se correlacionan con la cantidad de patgioducida (Parkt al, 2002; Biemelet
al., 2003; Choiet al, 2003; Zhouet al, 2003). Esta falta de correlacion puede deberse a
diferencias relacionadas con la eficiencia dedduccion (Gallie y Walbot, 1992), presencia
de secuencias desestabilizadoras del RNA (Gigrdal, 2004), y/o diferencias en la
preferencia de uso de codones (Lessdrdl, 2002). Por otro lado, hay que tener en cuenta
que las proteinas recombinantes pueden ser degsagad proteasas vegetales, dificultando

su deteccion pese a la presencia de transcritosailD@006b). Finalmente, la falta de
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correlacion podria deberse a diferencias en etledtsioldgico de las plantas en el momento
de la extraccion (Farran, 2000).

Una vez corroborada la insercion estable y la exgmnedel transgénHis se ha
procedido a la deteccidon inmunoenzimatica de latepma recombinante mediante un
anticuerpo policlonal anti-hPL. En las plantas pMPK1, la proteina recombinante
producida presenta el mismo tamafo que el conBblhumano comercial, 22 kDa, y como
cabe esperar, no se observa en el extracto dargapto transformada. En todas las muestras
analizadas, se detecta una segunda proteina d®&7irkcluyendo el control negativo de
planta no transformada, lo que indica que la se@aleberia a una reaccion inespecifica del
anticuerpo empleado con una proteina endogenaluksia.

En las plantas pNEKhPL2 la proteina recombinantebstrado un tamafio de 24 kDa
debido a la presencia de las secuencias KDEL yddi®en el extremo carboxilo-terminal de
la proteina recombinante que aumentan la masa utatedel hPL en aproximadamente 2
kDa. Otros autores también han observado este @oneenla masa molecular de otras
proteinas recombinantes (Saatkal, 2007). Ademas de la proteina recombinante, tambe
ha detectado la presencia de una segunda proteirg&¥ kDa, que aparece tanto en las
muestras proteicas de plantas transgénicas coras ele la no transformada. Este resultado,
junto con lo observado en las plantas pNEKhPLLerefa la idea de que se trataria de una
reaccion inespecifica, un hecho también descritoopos autores (Gutiérrez-Ortega al,
2005). Cabe destacar que esta interferencia naahadfiuido en la cuantificacion del hPLr
mediante ELISA, ya que estos ensayos se han real@an dos anticuerpos que reconocen
diferentes epitopos de la proteina hPL.

Aungque en muchos casos el péptido-sefial de lasipast humanas es sustituido por
uno de origen vegetal para asegurar un procesamientecto, no existen evidencias claras
que demuestren que los péptidos vegetales induzaama expresion mas eficiente de las
proteinas recombinantes (Fayt al, 2005). Los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que el péptido sefial de la proteina HiPhana es procesada correctamente,
demostrando que las células vegetales son capaga®cksar secuencias de mamifero y de
otras especies (Ruggieepal, 2000; Panalet al, 2004; Nemchinoet al, 2006) al igual que
ya sugirieran otros autores. Sin embargo, en etewedlot también se ha observado la
presencia de una tenue banda de mas de 24 kDgweraalplantas que podria representar la

forma no madura de la proteina hPL.
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Tras corroborar que la proteina recombinante esepemla correctamente en las
células vegetales, manteniendo su capacidad aittagée procedié a la cuantificacion de la
produccion de hPLr mediante la técnica ELISA.

En este trabajo, se ha analizado la influenciaidel de cultivo sobre los niveles de
produccion de la proteina hPL en ambos tipos datgda pNEKhPL1 y pNEKhPL2,
observando un aumento en los niveles de product®da proteina recombinante cuando las
plantas eran cultivadas en el invernadero. Lagafifgas no han sido significativas entre las
plantas pNEKhPL1 cultivadas vitro e invernadero, pero si entre las plantas pNEKhPL2,
gue han mostrado niveles de lactégeno significaterse superiores al cultivarlas en el
invernadero. Las condiciones de cultiaovitro pueden resultar estresantes para las plantas al
provocar cambios estructurales vy fisiologicos ennlésmas (Hazarika, 2006) debido a que se
utilizan medios artificiales, el porcentaje de hdack es muy elevado y el intercambio
gaseoso limitado (Kadlecék al, 2001). Sin embargo, cuando las plantas son atdulas a
las condiciones de invernadero pueden recuperamatiologia, anatomia y fisiologia
normales, tal y como han descrito otros autoresfiBdovaet al, 1999). Por lo tanto, los
niveles de produccion observados en las plantas/addsin vitro podrian deberse a las
condiciones estresantes del tipo de cultivo emple@dros autores también han observados
mayores niveles de proteina recombinante cuandudasas son cultivadas en el invernadero
y se emplea como regulador el promotor 2x35S CaMMntras que con el promotor 35S
CaMV no se aprecian diferencias (Castagbal, 2002), de acuerdo a lo observado en este
trabajo.

Las plantas pNEKhPLL1 cultivadas en el invernadeao, alcanzado un nivel medio de
produccion del 0.14 % de la PTS, con un nivel maxdal 0.4%. Estos valores se encuentran
en el rango de lo descrito por otros autores caroves similares al vector pNEKhPL1
(Avesaniet al, 2002; Ehsanet al, 2003; Gacet al, 2004; Liuet al, 2005; Obregomt al,
2006), donde el gen se encuentra bajo el contropaenotor 35S CaMV, un promotor
constitutivo ampliamente utilizado en la produccd® proteinas recombinantes en sistemas
vegetales (Benfegt al, 1990; Mitsuharat al, 1996). Los niveles de proteina recombinante
alcanzados con este tipo de promotor varian ehf@el® de la PTS y el 1.18%, alcanzando
valores maximos de hasta el 14% de la PTS (Verweteat, 1995; Gaet al, 2004).

Los niveles de expresion alcanzados con el vecMEKWPL1 podrian no ser
suficientes para el establecimiento de un sisteegetal de produccion de lactdgeno, por lo
que en este trabajo se ha optado por el uso dectorvde expresion alternativo. El vector

pNEKhPL2 representa una mejora sustancial en ekatmnde los niveles de expresion, ya
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que las plantas pPENKhPL2 cultivadas en el inverrmtian mostrado un nivel de expresiéon
medio del 0.68% de la PTS y un maximo del 1%. Bétel méximo de expresion esta
considerado el valor critico de producciéon paraeugstema vegetal pueda competir con los
otros sistemas recombinantes (Kusretdal, 1997). Los niveles de produccion de las plantas
PNEKhPL2 estan en el rango de lo publicado porso@motores que emplean vectores
similares (Verwoeret al, 1995; Kanget al, 2004; Zhengt al, 2006; Macleart al, 2007;
Bortesiet al, 2009).

Analizando los niveles de produccion de las plamtassgénicas obtenidas en este
trabajo, observamos que las plantas pNEKhPL2 pedud.8 veces mas proteina
recombinante que las plantas pNEKhPL1, lo que sgmta una diferencia estadisticamente
significativa. Como ya se ha comentado anteriormesn el vector pNEKhPL2 el transgén
esta bajo el control transcripcional del promot825 CaMV, un variante del promotor 35S
CaMV con una actividad transcripcional hasta 10esesuperior, y construido mediante la
duplicacién de una secuencia de 250 pb descrita ¢otensificadora o “enhancer” (Kagt
al., 1987). Otros autores también han observado esveéé produccion entre 3 y 5 veces
superior en plantas de patata, utilizando el dpbbenotor respecto al sencillo (Castar&in
al., 1999).

La expresion del transgén no solo depende del dem@romotor utilizado, ya que
existen otras secuencias que regulan la expres&isecuencia 5’UTR CHS del gen de la
calcona sintas@&mpleada en este trabajo, podria estar implicadd @aumento de la cantidad
de hPLr observado en las plantas pNEKhPL2. En génleas secuencias 5’UTR han sido
descritas como activadoras de la traducciéon (Ldsstaal, 2002), y la de laalcona sintasa
en concreto, es una secuencia capaz de mejoréicieneia de la traduccion en células de
tabaco, y a la que se atribuye un efecto equivaleid secuenci@ del virus TMV (Torreset
al., 1999). La secuencia 5’UTR de ¢alcona sintasao la secuenci® del TMV son dos
ejemplos ampliamente utilizados en la produccioprd¢einas de interés en plantas, que han
demostrado ser capaces de mejorar eficientememtadiaccion de los transgenes (Toregs
al., 1999; Schiermeyast al,, 2005; Sorrentinet al, 2005).

La secuencia KDEL incluida en el extremo carboxdoninal del lactogeno en el
vector pNEKhPL2, permite acumular la proteina eregtulo endoplasmatico. El aumento en
la produccion del hPLr en las plantas pNEKhPL2 faodtribuirsele a esta secuencia, ya que
en trabajos anteriores ha permitido incrementarnigsles de produccion entre 4.5 y 100
veces, tanto en protoplastos de tabaco como etapléBchoutert al, 1996; Fiedleet al,

1997; Fischeet al, 1999c; Torret al, 1999). El reticulo es un organulo con una ad4di
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hidrolitica muy baja que permite la acumulacionpdeteinas sin comprometer el desarrollo
de la planta (Vitale y Pedrazzini, 2005), ya queumrsorganulo plastico con capacidad de
expansion para convertirse en un reservorio deejpras y cuerpos oleicos (Chrispeels y
Herman, 2000). Las proteinas recombinantes acumsikaal el reticulo estan protegidas de la
degradacion proteolitica, y se favorece el corrgtégamiento y la formacién de enlaces
disulfuro (Conrad y Fiedler, 1998; Benchabanal, 2008).

En el vector pNEKhPL2 también se ha incluido leusaicia SAR del geRb7 deN.
tabacum una secuencia capaz de incrementar la propom#rmcélulas que expresan el
transgén, reduciendo posiblemente, el silenciamigéhico mientras se incrementa el nivel
de expresion (Alleret al, 1993; Allenet al, 1996; Halweget al, 2005). Se cree que las
secuencias SAR son capaces de formar su propicndode cromatina, de manera que aislan
el transgén de las influencias de otros factorda deomatina adyacente (Hahal, 1997).

Ademas de la diferencia en los niveles de expnessé ha observado una mayor
variabilidad interna entre las plantas pNEKhPL1¢cemparacion con las plantas pNEKhPL2.
En las plantas pNEKhPL1 la produccién de la pretegtombinante ha variado entre el 0.01-
0.42% de la PTS, lo que representa un nivel deefpr@t42 veces superior en la planta mas
productora. En las plantas pNEKhPL2 estos valoagsdscilado entre 0.14-1.00% de la PTS,
disminuyendo 6 veces la diferencia entre el clors mductor y el menos productor. La
inclusion de las secuencias SAR del & flanqueando el cassette de expresion en el vector
PNEKhPL2 podrian haber favorecido la reduccion dea evariabilidad, ya que a estas
secuencias se les atribuye un efecto reductor deatmbilidad (Breyneet al, 1992;
Mlynarovaet al, 1994; Mlynarovéet al, 1996). Existen otras causas que incrementan la
variabilidad en la expresion de un transgén, coimauenero de copias insertadas en el
genoma vegetal, y el lugar cromosomico en el queissertadas, ya que el potencial de
transcripcion de cada lugar es diferente (A#eal, 1993; Finnegan y McElroy, 1994).

Como se deduce de los resultados mostrados hlasta, da optimizacién de los
vectores de expresion resulta esencial para iner@mies niveles de expresion y hacer de las
plantas un sistema de produccion econOmicament#evi&n este caso se ha conseguido
aumentar la cantidad de proteina 5 veces, alcanzancivel maximo del 1% de la PTS,
gracias a las secuencias reguladoras empleadas,atatoble promotor 35S, la sefial KDEL,
la regién 5’'UTR y las secuencias SAR.

Las hormonas, entre ellas el lactdgeno, ejercefurstion en pequefas cantidades.

Algunos autores han observado alteraciones fenatipseveras en plantas que expresan
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hormonas humanas o de otros mamiferos. Asi, pompdje la sobreexpresiéon de
eritropoyetina humana provoca un retardo en eimiento de plantas de tabaco transgénicas
y esterilidad masculina tanto en tabaco comdrbidopsisthaliana (Cheonet al, 2004).
Niveles elevados de la hGH expresada en el citbaal resultado toxicos en plantas de
Nicotiana benthamiangGils et al, 2005), y la hormona del crecimiento bovina prelu
alteraciones en el sistema radicular de plantasluico (Oret al, 2002). En este trabajo, la
produccion de la proteina hPLr, estrechamenteioglada con la hormona del crecimiento,
no ha inducido cambios fenotipicos en las planm@ssgénicas obtenidas. Todas las plantas
transgénicas, excepto un clon pNEKhPL1, han masteedfenotipo normal e igual al de la
planta no transformada, sugiriendo que la protéiRa no resulta tdéxica para la planta
hospedadora, o que la insercion del transd8n ho ha alterado ningun gen importante para
el desarrollo vegetal, en general. Cabe destacarefuinico clon que mostré alteraciones
morfologicas resultd ser estéril, al mostrar arstends cortas de lo habitual que posiblemente
no son capaces de autofecundar la planta. Posiblepesta alteracion se deba a la insercién
del T-DNA en una zona del genoma donde haya genpsriantes para el desarrollo de la

planta, mas que a la produccion del hPLr, tal yagmha comentado previamente.

Tras el andlisis molecular de las plantas transgérobtenidas, se procedio a testar si
la proteina recombinante conservaba su actividadbdica. Para ello, la proteina fue
purificada mediante cromatografia de afinidad asometalicos, gracias a la insercion de 6
residuos de histidina en el vector de expresionKiNE 2. En este trabajo, la utilizacion de
esta diana nos ha permitido obtener de forma rapsgacilla y en un Unico paso
cromatografico, la cantidad suficiente de protdiRdr para llevar a cabo los ensayos de
actividad biologica.

La diana His-tag es una de las mas utilizadas jpanificar proteinas recombinantes.
Puede encontrarse indistintamente en la region @amincarboxilo terminal, y permite
purificar hasta el 90% de la proteina en un sokbmaomatografico, disminuyendo costes y
acortando el tiempo necesario para la obtencidhadeoteina pura (Arnaet al, 2006).
Teniendo en cuenta que el proceso de purifica@presenta un alto porcentaje de los costes
econdémicos de la produccion de proteinas recomtiisaas muy importante utilizar este tipo
de sistemas. Su alta eficiencia de captura, sugieqtamano, y la posibilidad de escalar el
proceso de purificacion, son otras de las ventajgsortantes que presenta el sistema
(Woestenenlet al,, 2004; Blocket al, 2008).
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El sistema de purificacion empleado ha permitidodgencion de la proteina pura en
la primera fraccién de elucion, obteniendo 2.4 @egh®Lr por cada g de tejido foliar. La
inmunodeteccion muestra que la proteina tiene rebfi@ esperado de 24 kDa, y ademas,
permite determinar que la banda inespecifica d&k[33 detectada en todas las muestras
vegetales desaparece en la elucion. La cantidgatadeina purificada ha sido superior a la
obtenida en células BY-2 que producen hPLr utiliicael mismo protocolo de purificacién
descrito por Oyanguren. (2009). Esto demuestraegual caso de la produccion de hPLr, las
plantas transgénicas producen mayor cantidad deipn@combinante que las células BY-2.

Para su uso en los ensayos de determinacion agivadad, la proteina hPLr pura se
ha resuspendido en PBS (pH 7.4) para adecuartacataliciones de los ensayos de actividad
bioldgica, ya que la elucidn se realiza en presedeiimidazol.

Como se ha comentado en la introduccion, el hPIlcagmz de inducir cambios
funcionales y estructurales en las célfamediante la activacion de la ruta de sefializacion
intracelular JAK2/STAT5 (Vasavadat al, 2000). La cascada de reacciones que se produce
termina con la fosforilacion de la molécula STAT®ega su vez es translocada al nucleo
celular donde regula la expresion de diversos gestesitet al, 1997; Nielseret al, 2001).

Para testar la actividad del hPL producido en pkse ha analizado su capacidad para
activar la ruta de sefializacion JAK2/STATS5, asi cosu potencialidad para aumentar la
division celular. En ambos tipos de experimentesha utilizado la linea INS-1 de células
pancreaticas diferenciadas derivadas de un ingndne rata que expresan los receptores de
la PRL y proliferan en respuesta a factores deiroiento (Fleenoret al, 2000). Esta linea
celular expresa también todos los miembros de raliga JAK, lo que permite testar la
capacidad sefalizadora de los factores de credion{&toutet al, 1997). Paralelamente, y
con el fin de corroborar la actividad de la prodeém un entorno genético diferente, y mas
proximo a su aplicacion terapéutica, se han utbz&ambién célula procedentes de islotes
humanos.

Los experimentos de fosforilacion de la moléculaA¥T realizados sobre la linea
INS-1 han demostrado que la capacidad de fosfaitadel hPLr es dependiente de la dosis
empleada y similar a la del control positivo sumstirido por el NIH. De esta manera se
confirma que la proteina recombinante es reconggidael receptor celular y es capaz de
iniciar la cascada de sefales intracelulares. Betouestra que las plantas de tabaco son
capaces de producir la proteina hPL funcional.

En el caso de los islotes humanos ambos péptidossida capaces de inducir la

fosforilacion de la molécula STAT5 por encima de hiveles del control no estimulado,
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confirmando que también en un entorno genético honas receptores celulares reconocen
el hPL producido en plantas.

Uno de los cambios mas notables que sufren ladasdl, debido a la accion del
lactégeno, es el incremento de la division celular.capacidad mitogénica del lactégeno
recombinante ha sido analizada, como en el casi@nten la linea celular INS-1 y en
islotes humanos.

El hPLr ha sido capaz de promover la division leglen la linea INS-1, de forma
similar al control positivo suministrado por el NIBon la dosis mas baja de hPLr testada (50
ng mY) las diferencias mas notables entre tratamiergdsan observado al 4° dia de cultivo.
Posteriormente apenas se aprecia diferencia algebéjo probablemente, a que la dosis es
insuficiente para mantener el efecto durante Id&6. En el caso de las dosis de 100 ri§ ml
y 200 ng mf, las maximas diferencias se han observado a tias6de cultivo, coincidiendo
con lo descrito por otros autores (Stetal, 1997). La dosis de péptidos mas alta utilizada e
este ensayo ha mostrado un efecto proliferativersapen el caso del hPL producido en
plantas, en comparacion con el control positivde Bsmento en la capacidad proliferativa
del hPL producido en plantas podria reflejar unayangotencia mitogénica, dato que
coincide con lo obtenido por otros autores empleat&ulas BY-2 (Oyanguren, 2009). En
cualquier caso, seria necesario ampliar los ens#gyestividad para poder afirmar que el hPL
producido en sistemas vegetales es mas potentd gaetrol positivo utilizado.

En este trabajo se han llevado a cabo estudiostogdad con la fraccion eluida del
proceso de purificaciéon de una planta no transfdem®e esta manera podemos analizar
posibles interferencias de proteinas endégenatbato que pudieran co-purificarse con el
lactébgeno recombinante. Como muestran los reswdidadanuestra del extracto wt no ha sido
capaz de estimular la proliferacion celular poriacdel nivel de las células no estimuladas,
lo que indicaria que la proliferacion es especifiebhPL producido en plantas. Otros autores
han analizado muestras no transformadas obtenigadoltados similares a los aqui
presentados (Bortest al, 2009). No obstante, cuando se ha empleado la nds alta de la
muestra wt se ha obtenido un recuento celulariorfat de las células no estimuladas. Esto
podria indicar un efecto inhibitorio en el crecint celular debido a la naturaleza téxica del
tabaco, o algin componente del tampén de extrac®0proteinas tal y como han descrito
autores previos (Panaéi al, 2003; Panahet al, 2004). Este resultado indicaria que el hPLr
tiene un efecto proliferativo superior al contrasspivo del NIH, si bien como se ha

comentado anteriormente, este dato requeriria @malisis mas en profundidad.
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El andlisis de la capacidad mitogénica del hPLcénlasp humanas demuestra que
la proteina producida en plantas también es capamdlcir la proliferacion celular de
manera similar al control positivo, demostrando rdevo, que la proteina mantiene su
funcionalidad en un entorno genético humano.

Tomando estos resultados en conjunto, podemos afimue la proteina hPL
producida en plantas transgénicas de tabaco cenkepapacidad de inducir en las célfas
los cambios necesarios para su utilizacion terag@en el tratamiento de la diabetes. El
potencial mitogénico del hPL, unido a su capacipiadectora frente a la apoptosis celular
(Fujinaka et al, 2007), hacen de esta hormona un factor de cratiinteresante para
futuras estrategias dirigidas a la expansion dalaglhumanasn vitro o in vivo tras el
transplante de las mismas (Vasavatal, 2006). Del mismo modo, estos resultados ponen
de manifiesto la idoneidad del sistema basado @&mas transgénicas para la producciéon de
hPL, demostrando que la proteina sintetizada esidoal y se obtiene de forma rapida y
sencilla a partir del tejido foliar.

Finalmente, es importante resaltar, que ni la Bi6lu de una pequefia diana de
histidinas ni la presencia de la secuencia KDEL dfactado la actividad bioldgica del hPL
producido en plantas, tal y como han observadoat@s proteinas recombinantes autores
previos (Zhenget al, 2006; Wanget al, 2008).

Una vez caracterizadas las plantas transgéniaaslizada la actividad de la proteina
recombinante, se ha estudiado si el hPLr se manéstable en las plantas de tabaco durante
su ciclo de vida. La cantidad de proteina recomtien&n la planta no solo depende de las
limitaciones inherentes al hospedador, o de lagsale transcripcion y traduccion, sino
también de su estabilidad durante el proceso desssny recuperacion (Fawt al, 2005;
Schillberget al,, 2005).

En este trabajo se ha analizado la cantidad de pfiducida en plantas pNEKhPL2
cultivadas en el invernadero durante 3 meses. lastgs de tabaco transgénicas han
mostrado un desarrollo similar al de las plantagraasformadas, tanto en la floracién, como
en la produccion de semillas, y han alcanzado temaimilares, volviendo a poner de
manifiesto que la sintesis de la proteina hPLr fecta a ninguna fase de su desarrollo, al
menos fenotipicamente.

Uno de los parametros analizados y que ha presentadificaciones importantes, ha
sido la cantidad de PTS, la cual ha disminuidored 196 al final del periodo de cultivo. Esta

disminucién se podria atribuir a la entrada deldatp en la fase de senescencia, un proceso
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de degradacion de los componentes celulares gratiasal la planta puede reciclar los
nutrientes y translocarlos desde los tejidos seméss hacia los mas jovenes, y hacia los
organos de reproduccion (Palrefal, 2000; Stevenst al, 2000). Este proceso puede ser
genéticamente controlado o inducido ambientalmesti@que la mayoria de las veces se
corresponde con la maduracién de la planta y suioimde la fase reproductiva (Huffaker,
1990). La disminucion en la cantidad de la PTS fagka en este trabajo coincide con las
observaciones realizadas por otros autores al fiekperiodo de cultivo (Verwoeret al.,
1995; Conleyet al, 2010).

Debido a que el contenido de PTS varia dependieleti@stado fisioldgico de las
plantas, la normalizacion respecto a este paranpeida no ser del todo fiable (Molire
al., 2004), por lo que la cantidad de hPLr se ha abrado respecto al PF de cada muestra
foliar. En este caso, la tendencia del conteniddéle disminuye en un 26% al final del
periodo de cultivo, una tendencia que coincide leonbservada por Conlest al (2010).
Verwoerdet al (1995) observan una tendencia que podria selasimia observada en este
trabajo, si bien los intervalos de toma de muestsd,como el periodo de cultivo, son mas
cortos. Otros autores observan un aumento de kdadnde proteina recombinante por PF
hasta los 60 dias de cultivo, coincidiendo conldaa€ion de plantas trasplantbmicas de
tabaco, y posteriormente disminuye hasta apareseprimeros frutos (Molinat al, 2004,
Fernandez-San Millaet al, 2007).

La sintesis de hPLr en plantas de tabaco no estéadf ni por la floracion, ni por la
aparicion de frutos, ya que la disminucion de latidad de la proteina se observa desde el
primer mes de cultivo y no se observan cambiosbhhedacoincidiendo con ninguno de los dos
procesos. Este dato coincide con lo observado pmie§ et al. (2010) en cuyo caso la
proteina también es retenida en el reticulo endo@éico. La retencion endoplasmatica
podria ser la responsable de que la sintesis gedésinas recombinantes no esté tan afectada
por los procesos fisioldgicos que sufre la planta.

Por otro lado, la disminucion de la cantidad derhiri_ha sido tan acusada como la de
la PTS, lo que nos sugiere que la retencién endog@taica no sélo acumula la proteina, sino
que ademas, la protege de la degradacion mediadaqieasas vegetales durante el ciclo de
vida del tabaco, especialmente en la fase de sam@acEsto concuerda con lo observado en
el western blot, donde no se aprecian fragmentosRl& de menor tamaiio, ni siquiera al
final del cultivo. Ademas, otros autores han obsgovque la retencion endoplasmatica de un
anticuerpo en plantas de tabaco, permite que l@ipeose mantenga estable durante varias

semanas a temperatura ambiente en el tejido fmsechado (Fiedlet al, 1997).
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La degradacion proteolitica es necesaria para gugldnta pueda redistribuir los
nutrientes durante la fase de senescencia, o panmar las proteinas que no se han
procesado correctamente (Callis, 1995; Pabhaal, 2002). La accién de las proteasas
vegetales contribuye al control general del metabm y de las rutas de transduccion de
sefiales, mediante la activacion o hidrdlisis detginas implicadas en procesos clave
(Benchabaneet al, 2008). Ademas, las endoproteasas son necegaaias el correcto
procesamiento post-traduccional de muchas protejnasie otra manera no alcanzarian su
forma madura (Schallet al, 2004). Sin embargo, en el caso de proteinasng@oantes con
aplicaciones terapéuticas, su estabilidad es utorfatindamental que determinard la
homogeneidad del producto (Stevestsal, 2000). Los problemas de heterogeneidad del
producto final introducen variabilidad entre lotgsdificultan la purificacion debido a la
presencia de proteinas incompletas, ademas de ageriaconvenientes para su
comercializaciébn a nivel normativo (Doran, 2006EXisten diferentes estrategias que
permiten limitar la degradacion de las proteinasetornos heterélogos, como dirigir las
proteinas a un organulo en particular, por ejengplBE, la co-expresion de inhibidores de
proteasas o la utilizacion de proteinas de fus&ohi{lberget al, 2005; Benchabanet al,
2008).

Los ensayos realizados a lo largo del ciclo vieltdbaco nos permiten demostrar que
la proteina recombinante se mantiene estable gridatas de tabaco durante su ciclo de vida,
y que esta cantidad se encuentra ligeramente ndia@a por la edad de las plantas.

Por otro lado, podemos determinar que es posibkdarsla produccién de hPL en las
condiciones ambientales empleadas en este trdbajorecisamente la posibilidad de escalar
la produccion en respuesta a la demanda del pmdiactjue convierte a las plantas en un
sistema de produccion tan interesante (Almgeisal, 2006). El andlisis de la distribucion
temporal del hPLr a lo largo del ciclo vital de fdantas de tabaco nos podria ayudar a elegir
el mejor momento de cosechado, ya sea en baseaatidad maxima de proteina por PF, o
por cantidad de PTS. En el caso del hPLr, el maxdmoantidad de proteina se obtiene a los
30 dias, si bien la cantidad de proteina se mantstable hasta el final del cultivo, lo que
implica que se podria alargar la cosecha hast@0abas. El cosechado a los 30 dias, acorta el
periodo de cultivo y evita la floracion de las plseliminando posibles riesgos de dispersion
de polen. Conlewt al (2010) proponen el cosechado periddico de laashdyenes a medida
que las plantas crecen, ya que de esa manera de pameseguir la maxima cantidad de

proteina recombinante en la menor cantidad de [sama
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Otro factor importante en los sistemas de producbiasados en plantas, ademas de
gue la expresion de los transgenes sea establamgdodel ciclo vital de las plantas, es que la
expresion sea transmitida a las siguientes generesi

El silenciamiento de los transgenes puede reddeir forma significativa la
acumulacion de proteinas recombinantes en plargasgénicas, dificultando la explotacion
comercial de las mismas como biofactorias de pmdoc(Conleyet al, 2010). Los
fendmenos de silenciamiento génico pueden ocurmivel transcripcional, donde el promotor
suele ser inactivado, o a nivel post-transcripdiagracuyo caso la secuencia codificante se ve
alterada, ya sea por inestabilidad del RNA o porgte es degradado. La metilacion de los
residuos de citosina se asocia con ambos procésjisvaet al, 2003).

En este trabajo se ha analizado el nivel de pmdnae hPLr en la progenie de una
de las lineas pNEKhPL2. La mayor parte de las $&srdlnalizadas (90%) han sido capaces
de desarrollarse en presencia de 100 Tdel kanamicina, por lo que muy probablemente
contienen el genptll insertado en su genoma. La presion de seledwdsido la misma que
se ha utilizado para discriminar los supuestosstaamantes primarios durante el proceso de
transformacion genética. El analisis de los niveles produccion mediante ELISA ha
demostrado que el T-DNA se ha transmitido intacka progenie analizada, ya que todas las
plantulas productoras de hPLr han sido resistadtastibiotico de seleccién. El transgén se
ha heredado de manera estable, y ademas, lossdelgroduccion han sido superiores a los
de las plantas pNEKhPL2, coincidiendo con lo obs@ovpor otros autores (Vossal, 1995;
Zimmermannet al, 1998; Ramirezt al, 2003; Bortesiet al, 2009) que indican que los
niveles de proteina son parcialmente dependiemiessthdo zigético de las plantas. En otros
casos se ha observado que la progenie producessidel proteina menores, un hecho que
estaria relacionado con el numero de insercionds@EA (Hlnset al., 2008).

En este caso, la estabilidad generacional, aso dosmmmayores niveles de expresion
observados en la progenie, podrian estar reladisneoh las secuencias SAR empleadas en
el vector de expresion pNEKhPL2. Como se ha cordersgateriormente en este trabajo, las
secuencias SAR son capaces de aumentar los nidelesxpresion entre transformantes
primarios () (revisado en Alleret al, 2000). Sin embargo, también se ha descrito gue |
secuencia SAR del geRb7 empleada en este trabajo, es capaz de aumenzce3 los
niveles de expresion del gen GUS entre las plasgatabaco Jy T, y de disminuir la
pérdida de expresion del transgén a solo un 6%asldéineas, en comparacion con el 60%

observado en la progenie sin secuencias SAR (Elkalr, 1999).
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En este trabajo, se ha analizado también la saegjagdel gemptll en la progenie de
una planta pNEKhPL1, y se ha observado que el 68%as semillas germinadas son
resistentes al antibiotico. Esta diferencia endatidad de lineas que expresan el gptl
entre ambas progenies, podria deberse al efed skcuencid&b/ sobre el silenciamiento
génico. Algunos autores coinciden en sefalar uct@farotector de la secuen®&#r frente al
silenciamiento génico en plantas de arroz, dondausencia de esta secuencia las plantas
sufren un 35% de reduccion en los niveles de expré¥ainet al, 1999). En nuestro caso,
seria necesario analizar mas lineas transgéenmat®, & nivel estructural (insercion del T-

DNA en el genoma) como de expresion, para corroteste resultado.

Los resultados analizados hasta el momento reflejadoneidad de las plantas de
tabaco como sistema de produccion de lactégenoemtiado humano. La proteina
recombinante es capaz de inducir la proliferaci®rc@ulagl y de activar la ruta sefalizadora
JAK2/STATS5, se mantiene estable en la planta dar@mheses, y su expresion es transmitida
a la siguiente generacion. Ademas los niveles geesion obtenidos nos permiten establecer
un punto de partida interesante para analizar enirtés econémicos la ventaja de este
sistema frente a los tradicionales.

El tabaco es la especie cultivada no comestible oomyor potencial de
comercializacion de proteinas recombinantes, ggaeiasu gran biomasa foliar, a la
produccion de semillas, y a que se puede cosechm@msweces al afo, caracteristicas todas
ellas interesantes a la hora de escalar la pradlu¢8parrowet al, 2007). Ademas es una
especie que dispone de la infraestructura neceparael cultivo y cosechado (M4 al,
2003). Sin embargo, hay que tener en cuenta quadadde las condiciones fisicas de las
plantas o su edad, factores externos como la idtshduminica o la temperatura también
afectan a la cantidad de proteina recombinantetsata (Stevenst al, 2000; Arlenet al,
2007), incluso a los patrones de glicosilacion ¢&let al, 2001). Por lo tanto, todos estos
factores habran de tenerse en cuenta a la hor&elad la produccién a gran escala de las

proteinas recombinantes.

Los organismos vegetales nos ofrecen una graatitietad, permitiéndonos producir
proteinas recombinantes en diferentes tejidos. Adede en hojas o semillas, podemos
producir proteinas recombinantes en raices transidas medianteAgrobacterium
rhizogenes que crecen activamente sin necesidad de fitohmasg/ son cultivadas en

biorreactores (Sivakumar, 2006). Las células végefaueden ser inmovilizadas mediante su
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encapsulaciéon utilizando alginato, carragenina ar,age manera que quedan protegidas de
dafios mecanicos posibilitando la obtencion de nesyoroncentraciones celulares, y
permitiendo la facil separacion de células y medio cultivo (Bodeutsclret al, 2001).
También pueden cultivarse de forma libre en suspenstanto en matraces como
biorreactores. El cultivo en suspension ofrece ajastfrente al uso de plantas cultivadas en
campo o invernadero, como la posibilidad de sectataroteina recombinante al medio de
cultivo. La composicion de los medios de cultivio, @porte externo de proteinas, facilita la
recuperacion y posterior purificacion de las prwsirecombinantes, reduciendo los costes de
produccion (Hellwiget al, 2004). Ademas, las suspensiones permiten elagkcale la
produccion mediante el uso de biorreactores queipmr realizar cultivos bajo condiciones
absolutamente controladas y definidas. De este mpddemos conseguir regularizar la
produccion en lo que respecta a la calidad y hom&idad del producto, facilitAndonos el
cumplimiento de los requerimientos de la certifiGadcGMP (Huang y McDonald, 2009). Por
otro lado, las suspensiones evitan problemas osladbs con contaminantes agroquimicos,
enfermedades, plagas, y condiciones variablesud#b © del microclima que afectan a las
plantas en campo (Hellwigt al, 2004). Ademas, las plantas requieren de un temp
determinado para la siembra, cultivo, y cosechadesade poder ser productivas, mientras
qgue las suspensiones pueden producir la proteinatel®s en cuestion de dias o0 semanas
(Doran, 2000). Utilizando suspensiones celularespaede reducir la incidencia del
silenciamiento génico post-transcripcional al miaen el contacto intercelular (Huang y
McDonald, 2009). También se evita la liberacibnodganismos genéticamente modificados
al medio ambiente al utilizar sistemas de cultiemfmados (Weatherst al, 2010). En
definitiva, los cultivos celulares vegetales en psusion integran las ventajas de la
produccion en plantas con las que ofrecen losnses vitro de microorganismos y células
animales (Huang y McDonald, 2009) para proveer desatilidad a la produccion de
proteinas recombinantes con interés terapéutico.

Las ventajas que ofrecen los sistemas de célulaugpension son interesantes para
abordar la produccion de hPLr con aplicacioneptaracas, ademas de permitirnos comparar
la idoneidad de este sistema con el sistema ba&sap@ntas.

En este trabajo las suspensiones se han estabiepadrtir de los callos obtenidos del
tejido foliar de plantas transgénicas, ya que de msnera evitamos la necesidad de
seleccionar el tejido transformado, facilitandacglarando la obtencion de lineas productoras

(Hellwig et al, 2004). Alternativamente, las suspensiones puedtsblecerse a partir de
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lineas bien establecidas como BY-2, susceptibéeteahsformacion medianfe tumefaciens
(Nagateet al, 1992).

La induccion de callos a partir de tejido foliar lsa realizado mediante la adicion al
medio de cultivo MIC de la auxina sintética 2,43 utilizacion para inducir callos sin la
necesidad de afadir citoquininas (Witham, 1968)siu® descrita en otras especies de
solanaceas como la patata (Khattnal, 2003). Este regulador del crecimiento es el mas
comun y efectivo para la induccion de callos sferénciacion del tejido (Martin-Tanguet
al., 1988), y en ocasiones se emplea para inhilordanogénesis (Huset al, 2005). En este
trabajo, el 2,4-D ha sido capaz de inducir la faridm de callos de textura blanda en menos
de un mes, a concentraciones relativamente bajasraparacion con lo empleado por otros
autores (Ramireet al, 2000; Khaturet al, 2003; Minet al, 2006).

Los callos obtenidos han sido transferidos a nsed® cultivo suplementados con
diferentes combinaciones de reguladores del creatmi En la literatura se ha descrito una
gran variedad de medios de cultivo, tanto paradadcién como para el mantenimiento de
los callos; ya sea en diferentes especies vegetalgsra una misma variedad de tabaco. En
este trabajo se ha optado por los medios MCTA y BI@&scritos para la variedad Xanthi
(Negrelet al, 1993; Girarcet al, 2006), por el medio MCTC, muy empleado en tapgquor
el propio medio MIC. Los resultados nos muestrae gjubien el medio MIC es capaz de
inducir callos blandos, no es capaz de mantenarlodargo de los diferentes subcultivos, al
no producirse suficiente proliferacion de la masalar. En este caso, la falta de proliferacion
podria estar relacionada con la baja concentrat#o®,4-D empleada, suficiente para iniciar
la proliferaciéon pero no para mantenerla. Otrosr@st observan una buena proliferacion de la
masa celular en callos de tabaco cultivados com@53* de 2,4-D (Witham, 1968), lo que
podria sugerir que tal vez por debajo de esa ctraddn no se mantiene el efecto
proliferativo. El medio de cultivo MCTB, descritam la variedad Xanthi, (Negret al,
1993) no ha resultado ser idoneo para el mantenimide los callos pese a tener una mayor
concentracion de 2,4-D, ya que éstos han mostradmlor marrén y poca proliferacion. A
diferencia de lo observado en este trabajo, eis especies, esta combinacion de reguladores
del crecimiento ha sido la mas favorable para kivoude callos (Gureét al, 2001; Haensch,
2007), poniendo de manifiesto las diferencias dpuesta en la misma variedad y entre
distintas especies.

Los medios de cultivo MCTA y MCTC han resultado ke mas idoneos para el
mantenimiento de los callos, permitiéndonos su eémamiento y subcultivo a lo largo de un

periodo de tiempo superior a un afio. Estos callesemtan diferencias morfoldgicas entre si
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respecto al tamafio, color y textura. Los callotivados en el medio MCTA son més grandes
que los cultivados en el medio MCTC, de acuerdo loonobservado por otros autores en
patata y tabaco (Turhan, 2004; Hustral, 2005).

Respecto al color y la textura, los callos cullvs en el medio MCTC son mas
blandos y de un tono amarillo claro translicido,dato que concuerda con lo obtenido por
otros autores que utilizan 2,4-D (Gopi y VatsalzQ&) y kinetina (Mucciarellet al, 2000) en
el cultivo de callos de tabaco. Los callos cultova@n el medio MCTC muestran un aspecto
mas parecido, tanto en color como textura, almEal bien establecidas y caracterizadas para
el establecimiento de suspensiones celulares queutivadas en presencia de 2,4-D (Mayo
et al, 2006). Por otro lado, los callos cultivados bmedio MCTA muestran una textura mas
compacta, menos blanda y de un color blanco opatos autores han observado que la
adicion al medio de cultivo de ANA, solo o en conawmion con BAP, produce también callos
blancos en patata (Khatwt al, 2003). Estos resultados nos sugieren que el gdiextura
del tejido podria estar relacionado con el creaitoieinducido por las diferentes
combinaciones de reguladores.

Tras analizar la morfologia de los callos obtesjdse han caracterizado
molecularmente, a nivel transcripcional y de sist@soteica. Se han analizado los callos
cultivados en el medio MCTA, por ser el medio quaeyar proliferacion celular ha permitido.

Para el andlisis de los niveles de transcripcs®, han seleccionado los callos
derivados de las mismas plantas que habian sidiaadas previamente mediante PCR en
tiempo real, para poder estudiar la relacion existentre el tipo de tejido y la actividad
transcripcional.

Los resultados muestran que en todos los callesepgo uno, se produce la
transcripcion del genRLs. Los niveles de mRNA varian entre los clones aadbs, tal y
como ha ocurrido en las plantas, y de nuevo sebbargado que la relacion entre mRNA y
proteina solo se correlaciona positivamente erebetlos clones analizados. Sin embargo, a
nivel transcripcional si se ha observado una rétadlirecta entre los tipos de tejido; en
general, las plantas que mayores niveles de tigognr presentan producen también callos
con elevados niveles de transcritos, y viceveraaexcepcion a esta observacion es un callo
gue no presenta mRNA del geRlh, pese a que la planta que lo origind mostrabawvet de
produccion de hPL detectable. En este caso, séapddscartar la pérdida fisica del transgén
debido a que el callo sigue creciendo en preseafecieanamicina, y el disefio del vector nos
garantiza la integracion del transgén si el gesdiieccion se encuentra presente en el genoma

(Hellens y Mullineaux, 2000). La observacion readia en este trabajo también ha sido
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descrita por otros autores en callos de tabacaonadgs a partir de tejido foliar de plantas
transgénicas (Fojtovat al, 2003). Estos autores describen la metiladien novo del
promotor 35S CaMV, un fendmeno denominado sileni@ata génico transcripcional que
tiene como consecuencia la inhibicion de la trapsigm (Mitsuharaet al, 2002), por lo que
no es posible detectar mMRNA del transgén. En cammis de cultivan vitro se ha observado
gue se produce una sobre-regulacién de metiltraassfe y otros modificadores epigenéticos
(Tanurdzicet al, 2008). Segun los autores, este proceso de méfilgpodria deberse a un
fendmeno producido durante el proceso de inducaodque podria estar presente en las
plantas parentales representando una quimera epicgnEn nuestro caso, la planta es capaz
de transcribir el transgén asi como de sintetegrdteina, por lo que la pérdida de expresion
en el callo podria atribuirse a un fenomeno dasiéamiento producido durante el proceso de
induccién de callo. Estos datos concuerdan comserwado por De Carvallet al. (1992) en
plantas de tabaco, que pese a ser resistentesamikara (antibidtico de seleccién), no
presentan ni mRNA ni proteina recombinante. Losragtproponen también un mecanismo
de supresion especifico para el cassette “35S Cuabhégén”, ya que la resistencia a
kanamicina no se ve alterada.

Ademas del fenbmeno de silenciamiento génico, eguextensible a cualquier otro
evento de insercidn genética, los tejidos cultigado vitro son susceptibles de sufrir
modificaciones genéticas como consecuencia deldgaoultivo, dando lugar a la variacion
somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981).

El andlisis western blot de las proteinas extsatalos callos cultivados en el medio
MCTA ha demostrado que los callos pNEKhPL1 producesa proteina con el peso
molecular esperado de 22 kDa, similar al de laghnaet hPL comercial. El extracto del callo
no transformado, como era de esperar, no ha mossegthl alguna. Este resultado demuestra
que en los callos pNEKhPLL1 las células vegetalescapaces de procesar correctamente el
péptido sefial.

En el caso de los callos pNEKhPL2, tras la inmetection con un anticuerpo anti
hPL, se ha observado una banda mayoritaria de 22 lkDmasa molecular esperada para la
proteina hPLr, y una segunda banda muy tenue #®&4la masa molecular esperada para la
proteina hPLr fusionada a la cola de histidinaa gdcuencia KDEL. La inmunodeteccion
realizada empleando un anticuerpo anti-His ha aelelque la proteina de 24 kDa se
corresponderia con el hPL fusionado a la cola siidima. El hecho de que la mayor parte de
la proteina detectada en los callos pNEKhPL2 temgamasa molecular menor a la esperada

podria deberse a un procesamiento incorrecto de garda proteina, dando lugar a la pérdida
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de parte del extremo carboxilo terminal. El incotoe procesamiento de proteinas
recombinantes también ha sido descrito por otréares) que observan proteinas de tamafios
diferentes a los esperados (Mitra y Zhang, 1994)mal plegamiento o la falta de uniones
disulfuro apropiadas podrian aumentar las posdie$ de que las proteasas vegetales
degraden las proteinas (Doran, 2006b), tal y coenbasobservado en otros casos (Sharp y
Doran, 2001). Sin embargo, callos de tabaco BYa8sfiormados con el vector pNEKhPL2
han sido capaces de producir lactdgeno recombinamigectamente procesado Yy
biologicamente activo (Oyanguren, 2009), demostraque éste es un sistema de produccion
adecuado. La microsecuenciacion de los extremasoayntarboxilo-terminales de la proteina
producida en los callos podria dilucidar si la eha& ha sufrido la pérdida de aminoacidos en
alguno de sus extremos. Asimismo, seria conveniamddizar la actividad bioldgica de la
proteina producida en los callos pNEKhPL2 para rdetar la influencia del tipo de
procesamiento en la capacidad mitogénica del hPLr.

Cabe destacar que no se ha observado ningunadreauespecifica en el extracto de
los callos no transformados, ni en los callos pNEKhni en los pNEKhPL2, al contrario de
lo que ocurre en los extractos proteicos del tdjidiar. Esta diferencia podria ser debida a los
cambios que ocurren a nivel de sintesis, acumuiagidegradacion de proteinas durante la
transicion del tejido foliar a callo (Kemp y Suttd®72), y al hecho de que el tejido foliar es
fotosintético y los callos no.

Los niveles de produccion en los callos pNEKhP&lescuentran en el rango de lo
descrito por otros autoréMitra y Zhang, 1994; Matsumotet al, 1995; Blumenthaét al,
1999; Jamest al, 2000). La produccién media de los callos pNEKhEE del 0.6% respecto
a la PTS, un valor ligeramente superior al obteredocallos BY-2 transformados con la
misma construccion genética (Oyanguren, 2009). Réas ventajas de la linea celular BY-2
en términos de crecimiento y homogeneidad delvaylthay autores que obtienen mayores
niveles de produccién en callos originados a pdditejido foliar de plantas transgénicas en
comparacion con callos BY-2 transformados (Fiscberal, 1999b), tal y como se ha
observado en este trabajo.

Los niveles obtenidos en callos pNEKhPL2, con @ximo de produccion del 1.9%
de la PTS, se ajustan a lo obtenido por autoresutjlizan vectores derivados del vector
pTRAKc (Sorrentinoet al, 2005). En otros casos en los que se empleamrescton el
promotor 2x35S CaMV se obtienen valores inferi@dss obtenidos en este trabajo (Fischer
et al, 1999c; Sojikukt al, 2003; Schinkeét al, 2005).
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Los resultados de los niveles de produccion nesiipen determinar que los callos
PNEKhPL2 producen dos veces mas hPLr que los calMEKhPL1. Tal y como se ha
comentado previamente en este trabajo, el disefivedeor de expresion es un factor muy
importante a la hora de optimizar los niveles dadpccion. Probablemente, las secuencias
reguladoras empleadas en el vector pNEKhPL2 stataresponsables de esta diferencia en
los niveles de produccion entre ambos tipos deall

En relacion con el tipo de tejido, cabe destacae tps callos pNEKhPL1 y
PNEKhPL2 producen 4 y 1.7 veces mas hPLr que lastas, respectivamente. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos tpus autores (Blumenthadt al, 1999;
Girardet al, 2006) y se deben, probablemente, a que lossdadioen 6 veces menos cantidad
de PTS que el tejido foliar. También se ha obserneack las plantas que mas hPLr sintetizan
no originan los callos con mayores niveles de promum de proteina recombinante, al
contrario de lo que se ha observado a nivel trgp@onal. En este caso, la eleccion de una
planta con altos niveles de produccion de hPLr o® garantizaria la obtencién de un callo
muy productor, tal y como han descrito otros awstaak comparar callos y suspensiones
celulares (Jame=t al., 2000).

Una vez caracterizados los callos a nivel molecube han establecido las
suspensiones celulares, para asi poder analizasisiema vegetal alternativo para la
produccion de hPLr, y compararlo con el sistemadbaen plantas. Para ello, se ha optado
por aquellos callos que mayor nivel de produccid@s@ntaban, teniendo en cuenta también,
un buen crecimiento en medio sélido.

En el caso de los callos pNEKhPL2 no ha sido pes#éistablecer una suspension
celular adecuada, debido a la aparicion de agregeelalares de gran tamarfo. La agregacion
celular es un fendmeno habitual en las suspensibei@slo a que las células no se separan
correctamente tras la division celular. La secmeciéxtracelular de polisacaridos,
especialmente en las fases finales del crecimignide contribuir a incrementar la adhesion
celular (Kieranet al, 1997). Las suspensiones pueden presentar ddsregrados de
agregacion celular, cuyo tamafo varia dependiereldadespecie vegetal, la fase del
crecimiento, y las condiciones ce cultivo (Su, 200Bstos agregados incrementan la
heterogeneidad del cultivo, ya que se producemetifes ambientes para las células que estan
en el interior del agregado y las que estan extetier (Taticeket al, 1991). En agregados
muy grandes, los nutrientes no alcanzan a lasasétidl interior, lo que puede generar efectos

negativos sobre el crecimiento del cultivo y afeetda cantidad y calidad de las proteinas
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recombinantes (Huanet al, 2009). También se ha observado que estos agegactden
contribuir a un aumento de la viscosidad de lapensones, lo que unido a una pobre
agitacion produce transferencias de masa y oxigeeficientes (Taticelet al, 1991). Sin
embargo, la aparicion de agregados celulares merddeseable para la biosintesis de muchos
metabolitos secundarios en suspensiones celula&ésttopadhyayet al, 2002). La
agregacion celular promueve la organizacion cellar diferenciacion, lo que posiblemente
favorece la produccion de estos compuestos, qoertiemuchas aplicaciones en medicina y
un alto valor en el mercado (Su, 2006; Huah@l, 2009). Gracias a la tendencia a formar
agregados, la produccion de metabolitos secundariesie realizarse en biorreactores de
células inmovilizadas (Doran, 1993).

Tal y como se ha comentado anteriormente, lasiciones de cultivo, entre ellas la
composicion del medio (combinacion de reguladorelscdecimiento) y la textura de los
callos, son determinantes a la hora de obtenersuisgension con unas caracteristicas
favorables para la produccion de proteinas reccanb@s (Chattopadhyast al, 2002). Son
preferibles aquellos callos que se disgregan faeitey de modo que pequeios trozos de callo
son transferidos a medio liquido y al ser cultieaden agitacion, permiten obtener
suspensiones formadas por células individualesupogr de 2-20 células (Fischet al,
1999Db).

En este trabajo se ha analizado la evolucion slesuapensiones pNEKhPL1 ante la
imposibilidad de establecer suspensiones a pariatlos pNEKhPL2. Ademas, en el caso de
la construccion pNEKhPL2, la proteina recombinaptedaria retenida, en su mayor parte, en
el reticulo endoplasmatico, haciendo menos efieiest secrecién al medio extracelular.
Como se ha comentado previamente, la posibilidgoudécar las proteinas recombinantes a
partir del medio de cultivo es una de las caragtieds mas interesantes que las suspensiones
celulares ofrecen.

Los callos pNEKhPL1 seleccionados han mostraderafites texturas dependiendo
del medio en el que han sido cultivados, el med@T™ o el MCTC, una caracteristica que
se ha trasladado a las suspensiones celulares.udung se han observado agregados
celulares tan grandes y numerosos como los obsevad las suspensiones de callos
PNEKhPL2, tampoco se han obtenido suspensionesametucompletamente homogéneas.
Las suspensiones cultivadas en el medio MCTA hastnado mayor tendencia a la
formacion de agregados celulares que las suspessmiritivadas en el medio MCTC, las
cuales han sido las mas finas y homogéneas. Emayaria de los trabajos que describen la

produccion de proteinas recombinantes en suspe@ssioelulares de tabaco no se hace
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mencion a la textura de las mismas. Sin embargoalgmnos casos se utilizan medios
diferentes para inducir/mantener los callos y pestablecer las suspensiones celulares
(Harding et al, 1997; Blumenthakt al, 1999; Kimet al, 2004; Sharmat al, 2006). En
estos casos, los callos se cultivan en medios dtoxleeguladores del crecimiento son
ANA/BAP o ANA/kinetina mientras las suspensionegstablecen en medios suplementados
con 2,4-D/kinetina o 2,4-D. Berlyn y Zelitch. (197%ambién hacen referencia a los
reguladores del crecimiento y su efecto sobre Xéuta de las suspensiones, describiendo
suspensiones mas finas en presencia de 2,4-D yrncaptidad de agregados celulares en
aquellas cultivadas en medios suplementados con.ABlfard et al (2006) observan la
aparicion de agregados celulares en suspensiotismdas en el medio MCTA, que ademas
mantienen esa textura en posteriores subcultivos.

La caracterizacion de las suspensiones celulaeeshas realizado mediante la
determinacion de la biomasa (fresca y seca), ladzahde PTS (extracelular e intracelular) y
la cantidad de hPLr (intracelular y en el medicdkivo).

El patrén de crecimiento tipico de las célulasetalgs en suspension consta de las
fases de latencia, exponencial y estacionaria. &s@miento es similar al de bacterias y
levaduras, si bien las células vegetales crecendeszacio y tienen menores requerimientos
de oxigeno (Taticekt al., 1991).

La primera diferencia notoria que se ha obsenesdie las suspensiones cultivadas en
el medio MCTA y el medio MCTC es la duracion deltivo. Las suspensiones cultivadas en
el medio MCTA han necesitado mas tiempo de culpi&m obtener un maximo de biomasa
fresca en comparaciéon con las suspensiones cuwsved el medio MCTC. La duracion del
cultivo en la suspension cultivada en el medio MGIodncide con la descrita por Giragtl
al. (2006) utilizando la misma variedad de tabacbmismo medio de cultivo. Estos autores
sugieren que la duracién del cultivo se debe a lguevariedad Xanthi ain no esta
completamente adaptada al cultivo en suspensioro aimnas variedades. Por otro lado, la
misma variedad requiere menos tiempo de cultivondose emplea el medio MCTC. Este
resultado coincide con lo observado por otros astque utilizan medios similares al MCTC
(Hong et al, 2002; Leeet al, 2003; Leeet al, 2004), por lo que la falta de adaptacion
aducida por Giraret al (2006) estaria relacionada en mayor medida cdip@lde medio
empleado, mas que con el tipo de variedad de tabtilizada. Ademas, en este caso en
concreto, la diferencia de duracion entre ambasstige suspensiones celulares podria estar
relacionada con la cantidad de in6culo empleadangde todas las suspensiones se han

inoculado al 10% (p/v), las diferencias observaéas la textura de ambos tipos de
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suspensiones celulares pueden dar lugar a difaereai las densidades celulares iniciales en
las mismas, haciendo que las suspensiones culsivealal medio MCTC partan de mayor
cantidad de biomasa que las suspensiones cultieadas medio MCTA, alargando de esta
manera el tiempo necesario para alcanzar el mag@rimomasa.

El crecimiento de las suspensiones transformadas tyansformadas ha sido similar
en ambos medios de cultivo, demostrado que la sifpredel transgén no influencia el
crecimiento de las células de tabaco. En ambos tg® suspensiones, los maximos de
biomasa obtenidos estan dentro del rango de laittepor otros autores (Jamesal, 2000;
Leeet al, 2002; Sharmat al, 2006).

La evolucion de la biomasa fresca de las suspeass cultivadas en el medio MCTC
ha mostrado un crecimiento ligeramente superida saspension transgénica. Esta diferencia
podria estar relacionada con la cantidad de cé{ala®F) inoculadas en la suspension, o con
el estado fisioldgico de las mismas, tanto end@uio, como en la propia suspension, debido
a que las células pueden encontrarse mas o memwsrszadas en su crecimiento (Nagata y
Kumagai, 1999). Por otro lado, los resultados devtducion de la biomasa seca, nos indican
que las diferencias en PF podrian deberse tambiémngenido intracelular de agua, ya que
todas las suspensiones muestran tendencias swlat@omasa seca.

Los maximos de biomasa seca son similares a l@midlos por otros autores (Lee
al., 2002; Lee y Kim, 2002; Kwoet al, 2003; Leeet al, 2004), y se obtienen en periodos de
tiempo parecidos en ambos tipos de suspensiondasBEaspensiones cultivadas en el medio
MCTC los maximos de biomasa fresca y seca coingidgfectamente, sin embargo, en las
suspensiones cultivadas en el medio MCTA existdagfiase temporal entre ambos maximos.
Des Molleset al. (1999) también observan un desfase de tiempe dosr maximos de
biomasa fresca y seca, aunque no tan acusado comste caso. A este respecto, se ha
observado que una morfologia celular alargada pysdducir mayores volimenes de
empaquetamiento celular para un peso seco detatmiftduang y McDonald, 2009), de
manera que las células aumentan en volumen retEniemds agua en su interior, y
aumentando el peso fresco con el mismo numeroldiseéla elongacion celular puede ser
alterada mediante los nutrientes del medio dewveultila concentracion/tipo de reguladores
del crecimiento, como el ANA, un regulador capazpdamover la elongacién celular (Su,
2006), y presente en el medio de cultivo MCTA. Elssis de las suspensiones cultivadas en
le medio MCTA mediante microscopia nos ha permittdservar esta morfologia alargada

(datos no mostrados).
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Otro de los parametros analizados para deterr@rarolucion de las suspensiones ha
sido la cantidad de PTS. Intracelularmente, la pid8lucida ha sido similar en ambos tipos
de suspensiones, alcanzando valores maximos geecsentran en el rango de lo descrito
por otros autores para diferentes variedades dedafiHogueet al, 1990; Liuet al, 2001;
Yanoet al, 2004; Yancet al, 2006). Extracelularmente, la cantidad maxim®d8& también
es similar a la obtenida en otros trabajos (Lialgt2001; Leeet al, 2004; Mavituma 2005),
habiendose estimado que las células vegetalest@eastre 100 y 500 md' Ide proteinas
solubles al medio de cultivo (Huang y McDonald, 206in embargo, la tendencia de la PTS
extracelular es diferente entre ambos tipos de esisgpnes. Mientras que la evolucion
mostrada por las suspensiones cultivadas en ebm&@irC se asemeja mas a lo descrito por
otros autores (Leet al, 2004), las suspensiones cultivadas en el medd Mmuestran una
tendencia poco habitual, con una fase constante gran incremento al final del cultivo. El
aumento de la PTS extracelular podria estar madiyant un proceso de lisis celular, como
consecuencia de la falta de nutrientes en lasasetie forman los agregados (Doran, 1993),
cuyo tamafo aumenta a medida que el cultivo pragrédemas, la disminucion del peso
seco a partir del momento en que comienza a aumen®T'S puede ser también indicativo
de lisis celular (Kieran, 2000).

Finalmente, el analisis de la cantidad de hPLr Im@spermitido observar que los
valores obtenidos en las suspensiones cultivadéssemedios MCTA y MCTC estan en el
rango de lo descrito por otros autores (&tual, 2001; Leeet al, 2002; Kwonet al, 2003;
Kim et al, 2004; Navarrest al, 2006; Xuet al, 2010). Sin embargo, hay que destacar las
notables diferencias observadas entre ambos tpasighensiones, siendo la cultivada en el
medio MCTC la que mayor cantidad de hPLr ha prathydianto intracelularmente como en
el medio de cultivo. En esta suspension, en lasguea obtenido un maximo de 280 jtgle
hPLr total, se produce 3.5 veces mas proteina reicamte que en la suspension cultivada en
el medio MCTA, y ademas ese maximo se obtiene § dides. El porcentaje de proteina
secretada también es superior en la suspensiGuacidten el medio MCTC, alcanzando el
66%, frente a un 37% que se alcanza en la suspetigiivada en el medio MCTA.

El porcentaje de hPL extracelular en la suspensidtivada en el medio MCTC se ha
mantenido constante a lo largo de todo el periaoultivo, confirmando la secrecién activa
de las células vegetales. En la suspension cudtiemdel medio MCTA, por el contrario, la
mayor parte de la proteina ha sido retenida inlinsrenente. La capacidad secretora de los
cultivos celulares esta determinada por variosofast entre ellos la presencia del péptido-

sefal y el tamafio de la proteina recombinanteakb ple las proteinas a través de la pared
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celular es uno de los pasos limitantes para laesigar al medio, debido a que los poros
pueden variar en tamafo y estructura, limitandpaso de proteinas demasiado grandes
(Magnusonet al, 1996). En lineas celulares bien adaptadas @Vawen suspension se han
observado poros de mayor tamafio permitiendo el gasproteinas mas grandes (James y
Lee, 2001). El lactégeno placentario humano espuoizina de 22 kDa, que como se observa
en el western blot de la fraccion extracelular abas suspensiones, es capaz de atravesar la
pared y alcanzar el medio de cultivo. Sin embaegola suspension cultivada en el medio
MCTA, la proteina es indetectable en el medio déveoua partir del 11er dia, acumulandose
en la fraccion intracelular. Otros autores han niz& descensos notables en la cantidad de
proteina extracelular (Sharp y Doran, 2001; Kvebral, 2003; Leeet al, 2003; Leeet al,
2004), y en todos estos casos la desaparicion piiaina esta relacionada con la actividad
de proteasas presentes en el medio de cultivo.uestmo caso, el analisis de la actividad
proteasa en las muestras extracelulares de largiSpeultivada en el medio MCTA, revela
un incremento de actividad entre los dias 12 ycbmcidiendo con la desaparicion de la
proteina recombinante. A partir del 17° dia deivanlta actividad proteasa disminuye hasta el
final del cultivo, mientras que la proteina reconanite vuelve a ser detectada en el medio a
partir del 20° dia de cultivo. La inmunodetecci@h ltPLr nos ha permitido observar, ademas
de la proteina con el tamafio esperado, otra dexiapmdamente 20 kDa que podria
representar una forma degradada de la proteina.

Por otro lado, la formacion de agregados celularia también provocar que la
proteina quedase retenida en la superficie de Issmas en el momento de ser secretada al
medio extracelular, debido a la secrecion de pwidisdos, y de esta manera, evitando su
deteccion extracelular. También se ha descrito tpeadsorcion de las proteinas
recombinantes a las paredes del matraz puede radudesaparicion del medio de cultivo
(Doran, 2006a), e incluso la interaccion de lagginas con los iones metéalicos del medio ha
demostrado ser responsable de la disminucion enivetes de proteina extracelular (Tsoi y
Doran, 2002).

Algunos de estos efectos negativos sobre los gogcde produccidn en suspensiones
celulares se podrian minimizar mediante la co-esiprede inhibidores de proteasa (Kenh
al., 2008), o su adicion directa al medio de cultivohibidores de proteasa como la
bacitracina han permitido aumentar la cantidad m¢epas recombinantes en el medio de
cultivo (Leeet al, 2003). Por otro lado, el uso de agentes osn®tige evitan la rotura

celular (Doran, 2006b), como por ejemplo, el pdéeatglicol, también han demostrado ser
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efectivos para la produccién de proteinas recomi@saen suspensiones celulares (Lee y
Kim, 2002).

Las suspensiones celulares representan un sistiémeo para producir multitud de
proteinas, y la posibilidad de purificarlas a patél medio de cultivo las hace muy atractivas
para reducir los costes de produccion. Ademas, sel de biorreactores posibilita la
optimizacién del cultivo para obtener grandes dadtkes del producto de interés. La
tecnologia de biorreactores tiene el inconvenieeteue requiere una inversion econémica
fuerte y un personal adecuado (Twyn®ral, 2005). Sien embargo, en los ultimos afios los
biorreactores desechables se han ido introduciend@ produccién de moléculas terapéuticas
a escala preclinica y clinica. Estos equipos sogy wauiados, flexibles y reducen costes
econdmicos Yy la incidencia de contaminaciones (&ihal, 2010).

Cuando se comparan los sistemas basados en plaltaasados en suspensiones
para producir la misma proteina, en general, lastps transgénicas alcanzan niveles de
expresion superiores (Fischet al, 1999c; Gaocet al, 2004; Schiermeyeet al, 2005;
Schinkelet al, 2005). En este trabajo, las plantas producenhiés (0.42% de la PTS) que
las suspensiones celulares, cuyo nivel maximo deugcion es del 0.16% respecto a la PTS.
Algunos autores sugieren gue esto podria debaraesfecto de dilucién de la proteina en un
volumen relativamente grande (Leeal, 2002), o bien a la pérdida de la misma debido a

adsorcion y/o degradacion en el medio de cultiazloy tomo se ha comentado anteriormente.

La diabetes es una enfermedad ampliamente extendite genera grandes
complicaciones de salud, y también enormes gasémlicos. La posibilidad de abordar el
tratamiento de esta enfermedad mediante el trantsptie tejido pancreatico ha abierto una
nueva posibilidad para un gran nimero de personascqgnviven con la dependencia a la
insulina. La gran demanda de tejido pancreaticoegea su vez, una gran demanda de los
factores de crecimiento que se barajan como agpraéferantes de ese tejido, entre ellos el
lactégeno placentario. Desde un punto de vistagedduccion de esta proteina, y teniendo
en cuenta la enorme demanda que tendria, las ple@mtaresentan como un sistema adecuado,
entre los organismos vegetales, gracias a sus emporeles de produccion, menores costes
econdémicos y enorme potencial de escalado. Poragie,das suspensiones pueden tener
mayor margen de mejora de la produccion graciassalde biorreactores, lineas celulares
bien adaptadas al cultivo en medio liquido, esqeemas baratos de purificacion y menores
complicaciones legales. No debemos olvidar queriacipal ventaja de las plantas, su

escalabilidad, se encuentra limitada por probledeakegislacion y analisis de riesgos, por lo
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qgue el cultivo en biorreactores podria ser la adtiva mas adecuada. A este respecto, el
trabajo realizado por Oyanguren. (2009) represemfaunto de partida importante para seguir
analizando la mejor estrategia de produccion dédeno humano en biorreactores, mediante
la optimizacion de los parametros de cultivo prendate establecidos, y aprovechando la
versatilidad que ofrecen estos equipamientos.

Los menores niveles de produccion que se obtiemelas suspensiones se pueden
mejorar mediante diferentes estrategias. Ademasudel de agentes estabilizadores, la
optimizaciéon de las condiciones de cultivo comaitaacion, el volumen de cultivo, la edad
del inéculo (Liu y Lee, 1991), o el disefio de auten biorreactor (Leet al, 2004) pueden
aumentar la cantidad de proteina recombinante.us@r de proteinas puede mejorar la
estabilidad de las proteinas recombinantes €Xal, 2010), mientras que la utilizacion de
promotores inducibles, es una estrategia muy adacaigpermitir obtener grandes densidades
celulares antes de inducir la sintesis de las ip@derecombinantes (Chei al, 2003).
Ademas, de esta manera se evita la accion dedésapas del medio de cultivo (Hoeal,
2006). Cualquiera de estas estrategias podria supoa mejora importante de la produccion
de hPLr en suspensiones celulares, permitienddt@nocion de la proteina de forma mas

barata y segura.

La versatilidad de los organismos vegetal@sesenta un punto a favor importante
para un sistema de produccion, que como se ha tadwen lo largo de este trabajo, tiene
muchas ventajas respecto a otros. Los resultadosraaptrados nos demuestran que tanto las
plantas como las células en suspension son cagageeducir lactogeno placentario humano
de forma correcta. La idoneidad de un sistemaa dgpendera de la demanda del producto,
los costes econdmicos de produccion, la purezaeriet@) etc. Factores todos ellos que
requieren de un estudio en profundidad antes dedabda produccion de lactdégeno
placentario humano a escala comercial.

Gracias a la posibilidad de alternar ambos sistemademos decir que la produccién
de lactogeno tiene en los sistemas vegetales §slantélulas en suspension) una fuente de
produccion alternativa, en principio, mas barasggura que los sistemas convencionales.

La produccion de moléculas terapéuticas en orgarss/egetales tiene ya mas de 20
afos de historia. A lo largo de estos afios, loseesbs en investigacion han dado como
resultado mas de 600 publicaciones originalesedabfor de 100 familias de patentes (Faye y
Gomord, 2010). Se han creado multitud de empresae yan producido infinidad de

moléculas, y con un pequefio esfuerzo mas por pertevdos los agentes implicados, los
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productos producidos en organismos vegetales podit@anzar el mercado en igualdad de
condiciones que los productos producidos en sig@mavencionales, para beneficio de toda

la sociedad.

106



6. CONCLUSIONES

. Se ha clonado el cDNA d&ctégeno placentario humanoediante RT-PCR y se ha
introducido en el genoma didicotiana tabacuni. cv. Xanthi mediante el método de
cocultivo conAgrobacterium tumefaciens

. El vector pNEKhPL2, optimizado para la producciéadmante diferentes secuencias
reguladoras, ha permitido obtener un maximo de lieLA% de la cantidad de PTS,
incrementado 4.8 veces la cantidad de proteinactsp la construccion pNEKhPL1.

. La proteina hPLr producida en plantas de tabacotiemsn intacta su capacidad
terapéutica para el tratamiento de la diabetesltjpnediante la activacion de la ruta
sefalizadora JAK2/STATS5 y la induccion de la geshcion en cultivos de célulis

. La inclusion de la secuencia His-tag en el extreradboxilo-terminal del hPLr
permite purificar la proteina de forma r4pida yciém sin interferir en su actividad
bioldgica.

. El hPLr se mantiene estable en la planta a lo lalgares meses de cultivo en
invernadero bajo condiciones 6ptimas de crecimjgmomitiendo su cosechado a lo
largo de todo el periodo de cultivo.

. El transgén es correctamente transmitido a la piegenalizada, obteniendo niveles
de produccion ligeramente superiores a los dadosformantes primarios.

. Se han obtenido callos transgénicos a partir ddotépliar de plantas transgénicas,
disminuyendo la concentracion de 2,4-D a 0.2 g |

. El medio de cultivo MCTC ha sido mas adecuado queMETA para el
establecimiento de suspensiones celulares, penaitiebtener hasta 280 pg de
hPL total, de los cuales el 66% es secretado aicnsadiracelular.

. Las plantas pNEKhPL1 producen 2.5 veces mas hP&dapisuspensiones celulares,

cuyo nivel maximo de produccion alcanza el 0.16%adeTS.

10.Los organismos vegetales, tanto plantas como ssigp&s celulares, son capaces de

producir hPLr correctamente, representando unadusternativa de produccion para

un futuro tratamiento de la diabetes.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo |

Secuencia de aminoéacidos de la proteina hPL cadédi por los gene$hz y hPL, La
parte subrayada se corresponde con el péptido. sefial

hPL3 (1) MAAGSRTSLLLAFALLCLPW QEAGAVQTVPL SRLFDHAM- QAHRAHQLAI DTYQEFEET
hPL, (1) MABRGSRTSLLLAFALLCLPW QEAGAVQTVPL SRLFDHAM-QAHRAHQLAI DTYQEFEET

hPL; (61) Yl PKDOKYSFLHDSQTSFCFSDSI PTPSNVEETQOKSNLELLRI SLLLI ESW.EPVRFLR
hPL, (61) Yl PKDQKYSFLHDSQTSFCFSDSI PTPSNVEETQOKSNLELLRI SLLLI ESW.EPVRFLR

hPL; (121) SMFANNLVYDTSDSDDYHLLKDLEEG QTLMERLEDGSRRTGQ LKQTYSKFDTNSHNHD

hPL, (121) SMFANNLVYDTSDSDDYHLLKDLEEG QTLMERLEDGSRRTGQ LKQTYSKFDTNSHNHD
218

hPL; (181) ALLKNYGLLYCFRKDVDKVETFLRWQCRSVEGSCGH*

hPL, (181) ALLKNYGLLYCFRKDVDKVETFLRWQCRSVEGSCGH*

7.2. Anexo Il

Alineamiento de las secuencias codificantes dgéoes que forman parte del cluster
hPL/hGH. hGH-V, hormona del crecimiento placentariaP?Lh pseudogenPL; hPL; y hPL,

lactégeno placentario humano.

hG+V (1) AT GGCTCCCGEGACGT CCCTGCTCCTGECT TTTGECCTGCTCTGCCTGI CCTGG
hPL; (1) AT GGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGECTTTT! GCTCTGCCT GG
hPL; (1) AT GGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGECTTTT! GCTCTGCCT GG
hPL, (1) ATGGCTCCAGECTCCCCGACGTCCCTGCTCCTGECTTTT GCTCTGCCT GG

hGHV (61) CTTCAAGAGGGCAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTBABAABGCTATG

hPL; (61) CTTCAAGA TCCCTTATCCAGCCTTTTTAAAGAGGECTATG
hPL; (61) CTTCAAGA TCCGTTATCCAGGCTTTT ATG
hPL, (61) CTTCAAGA TCCGTTATCCAGGCTTTT ATG
hGHV (121) CTCCGCGCCCGT CGCCTETIACCAGCT GGCATATGACACCTATCAGGAGT TTGAAGAAGCC
hPL; (121) CT U CCAGCT TGACACCT GGAGI TTGAAGAAGCC
hPL; (121) CT U CCAGCT TGACACCT GGAGI TTGAAGAAACC

hPL, (121) CCACCT! TGACACCT GGAGTTTGAAGAAACC

hGHV (181) TATAT
hPL, (181) TATAT
hPL; (181) TATAT

GAAGGAGCAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGCTTC

GGAACAGAAGTATTCATTCCT! CCCAGACCTCOITCTGCTTC
GAAGTATTCATTCCT CCCAGACCTCOITCTGCTTC

hPL, (181) TATAT GAAGTATTCATTCCT COCAGACCTCOJTCTGCTTC
hGH V (241) TCAGAGTCTATTCCAA TCCAACAGGGT GAAAACGCAGCAGAAAT CTAACBTAGAG
hPL, (241) TCAGABTCTATT CCAA CGCAGCAGAAAT CTTAGAG
hPLs (241) TCAGAGTCTATT CGCAACAGAAAT AGAG
hPL, (241) TCAGAGTCTATT CGCAACAGAAAT AGAG
hGH V (301) CTGCTCOBCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGT CAIGGCT GGAGCCOGT GCAGCTCCTCAGG
hPL, (301) CTGCTCCACATCTCCCTGCTGCTCATCOBAGT GGAGCCCGTGOBG TCCTCAGG
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hPL; (301) CTGCT TCTCCCT GCTGCTCATOBAGT OB GGCT GGAGCCCGT TCCTCAGG
hPL, (301) CTGCT TCTCCCTGCTGCTCAT GGCTGGAGCCCGT TCCTCAGG
hGHV (361) AGCAICTT CAGCCT GGTGTATGGCGCCT CGGACAGCAACGT CTATCGCCACCTG
hPL, (361) AGEECCTTCACCAACABCCTGGTGTATGACACCTCGGACA CTAT

hPL; (361) AGIABGTT CCTGGTGTATGACACCT CGGACA! CTAT

hPL, (361) AGIATGTT CCTGGTGTATGACACCT CGGACA! CTAT

hGH V (421) AAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAAIGCTGATGTGGAGGCTGGAAGATGGCA

hPL, (421) AAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAATGCTGAT GCCACCTG
hPL; (421) AAGGACCTAGAGGAAGGCAT GAT

hPL, (421) AAGGACCTAGAGGAAGGCAT GAT

hGH V (481) ACTGGGCAGAJICTTCAATCAGTCCTACAGCAAGT TTGACACAAAAT CBCACAACGATGAC
hPL, (481) ACTGGGCAGA CCTACAGCAAGTTTGACA! CAACBATGAC
hPL; (481) ACTGGGCA! CCTACAGCAAGTTTGACA CACACAACBATGAC
hPL, (481) ACTGGGCAS CCTACAGCAAGTTTGACA OBCACAACBATGAC

hGH V (541) GCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTAACT GCTTCAGGAAGGACAT GGACAAGGT CGAG
hPL, (541) GCACTGCTCAAGAACTACGGCECTGCTCCACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAG
hPL; (541) GCACTGCTCAAGAACTACGGCCTGCTARACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAG
hPL, (541) GCACTGCTCAAGAACTACGGECECTCCTCRACT GCTTCAGGAAGGACAT GGACAAGGT CGAG

hGHV (601) ACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCT GCTGIGCCTTCTAG
hPL, (601) ACATTCCTGCGCA GCAGTGCCGCTCT GCTGIGCCTTCTAG
hPL; (601) ACATTCCTGCGCA GCAGTI GCCGCTCTGTAGAGGGTAGCTGIGECTTCTAG
hPL, (601) ACATTCCTGCGCA GCAGTGCCGCTCTGTBGAGEIBAGCTGTGGCTTCTAG

7.3. Anexo Il

Secuencia nucleotidica del gdPLi clonado en los vectores de expresion pNEKhPL1

y pPNEKhPL2. La zona subrayada se corresponde cpéptido sefal.

>ATGGECT GCAGGCT CCCEGACGT CCCTGCTCCTGECTTTTGCCCT GCTCTGCCT GCCCT GECT TCAAGAGECT GG
TGCCGTCCAAACCGT TCCGT TATCCAGGECTTTTTGACCACGCT AT GCT CCAAGCCCAT CGCECGCACCAGCTGEC
CATTGACACCTACCAGGAGT TTGAAGAAACCTATATCCCAAAGGACCAGAAGTATTCATTCCTGCATGACTCCCA
GACCTCCTTCTGCTTCTCAGACT CTATTCCGACACCCT CCAACAT GGAGGAAACGCCAACAGAAAT CCAATCTAGA
GCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCGAGT CGT GECT GGAGCCCGT GCGGT TCCTCAGGAGTATGT TCGCCAA
CAACCT GGT GTATGACACCT CGGACAGCGAT GACTAT CACCT CCTAAAGGACCT AGAGGAAGGCAT CCAAACCCT
GAT GCGEGAGGCT GGAAGACGGCAGCCGECCGGACT GGGCAGAT CCTCAAGCAGACCTACAGCAAGT TTGACACAAA
CTCACACAACCAT GACGCACT GCTCAAGAACT ACGGGECTGCTCTACT GCTTCAGGAAGGACAT GGACAAGGT CGA
GACATTCCT GCGCATGGTGCAGT GCCCCT CTGTAGAGGGTAGCTGTGGCTTCTAG
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