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DESCRIPCION

Produccién de péptidos y proteinas por acumulacién en cuerpos proteicos derivados del reticulo endopldsmico en
plantas.

Campo de la invencion

La invencién se refiere a la produccion de péptidos y proteinas de interés en sistemas vegetales hospedadores
por acumulacién de los mismos en cuerpos proteicos derivados del reticulo endopldsmico, a dcidos nucleicos que
codifican tales productos y al uso de dichos dcidos nucleicos en la fabricacién de construcciones y vectores para
transformar sistemas vegetales hospedadores. Se describe especificamente un procedimiento para expresar y aislar
productos heterélogos de interés, tales como calcitonina (CT), en plantas.

Antecedentes de la invencion

Ya que se espera que la demanda de productos biofarmacéuticos aumente considerablemente debido a los notables
avances en el conocimiento del genoma y en investigaciones biomédicas relacionadas, existe un considerable interés
en elaborar sistemas de produccién recombinante de bajo coste.

La ingenieria genética de plantas para producir productos biofarmacéuticos es relativamente reciente, ya que para
la bioproduccién se han adoptado ampliamente y durante mucho tiempo otros sistemas transgénicos que incluyen
bacterias, hongos y células de mamifero cultivadas. Sin embargo, algunas proteinas terapéuticas recombinantes que
usan sistemas de expresion vegetales ya estdn en el mercado o en diversas etapas de ensayos clinicos humanos, como
la hirudina, una proteina anticoagulante para tratar la trombosis (Parmenter y col., 1995), una vacuna quimérica de
IgG-IgA contra la caries dental (Ma y col., 1998), un vacunégeno bacteriano contra una cepa enterotoxigénica de E.
coli (Haq y col., 1995), y una lipasa géstrica recombinante de perro para tratar la fibrosis quistica (Bénicourt y col.,
1993).

Los sistemas de expresion vegetales son atractivos porque el nivel de expresion de las proteinas recombinantes se
puede potenciar explotando los mecanismos innatos de aislamiento y fijaciéon como diana que usan las plantas para
fijar como diana las proteinas hospedadoras a los orgdnulos. Ademds, los productos biofarmacéuticos derivados de
plantas se pueden aumentar a escala facilmente para la produccién en masa y tienen la ventaja de que minimizan los
riesgos para la salud que surgen de la contaminacién con patégenos o toxinas.

Parece que las plantas son, cada vez mds, un sistema de expresion atractivo, debido a su potencial para proporcionar
cantidades ilimitadas de material biolégicamente activo a bajo coste de produccién y con riesgos reducidos para la
salud. La capacidad de las plantas para acumular niveles elevados de proteinas recombinantes y para llevar a cabo la
mayor parte de las modificaciones post-traduccionales hace que se las considere biorreactores para el cultivo molecular
de productos terapéuticos recombinantes (para revision véase Fischer y Emans, 2000). Sin embargo, las decisiones
importantes en lo que se refiere a las estrategias de seleccidn de especies de cultivo, eleccion de tejidos, expresion
y recuperacion y procesamiento post-traduccionales son determinantes para la viabilidad de la produccién basada en
plantas dirigida a la comercializacién (Cramer y col., 1999).

La fijacién como diana subcelular de proteinas recombinantes es una consideracién importante para la acumulacién
de niveles elevados y el ensamblaje y plegamiento correctos de tales proteinas en las plantas. La compartimentaliza-
cion de las proteinas hospedadoras en organulos intracelulares de almacenamiento se consigue generalmente usando
péptidos sefial apropiados o fusiones de proteinas enteras. Se ha dirigido una diversidad de proteinas terapéuticas
recombinantes a los siguientes compartimientos de las plantas, espacio apopldstico (McCormick y col., 1999), clo-
roplastos (Staub y col., 2000), reticulo endopldsmico (ER) (Stoger y col., 2000). Las inmunoglobulinas dirigidas al
compartimiento del ER en plantas transgénicas han mostrado proporcionar rendimientos 10-100 veces superiores que
cuando se dirigen a otros compartimientos tales como el apoplasma o el citosol (Conrad y Fiedler, 1998).

La fijacién como diana de proteinas complejas tales como anticuerpos en el compartimiento del ER es parti-
cularmente interesante, ya que la mayor parte de las modificaciones post-traduccionales necesarias para obtener un
producto funcional tienen lugar dentro del ER (Diiring y col., 1990; Ma y Hein, 1995; Conrad y Fiedler, 1998). De
hecho, dentro del ER, el péptido sefal se escinde y las proteinas de estrés tales como la proteina de unién a IgG (BiP)
y las enzimas tales como la proteina disulfuro isomerasa (PDI), funcionan como chaperones, se unen a la proteina
no ensamblada y dirigen el plegamiento y ensamblaje subsiguientes. Ademds de estas caracteristicas particulares, la
evidencia disponible indica que el ER de las plantas es muy flexible, lo cual hace que sea un depdsito ideal para las
proteinas farmacéuticas heter6logas. El ER, aunque parezca que es la puerta de entrada a la ruta secretora, también es
capaz de almacenar proteinas durante periodos de tiempo cortos o largos. Las plantas almacenan aminodcidos durante
periodos largos en forma de proteinas de almacenamiento especificas. Un mecanismo para proteger estas proteinas
de almacenamiento frente a la degradacién prematura no controlada es depositarlas en orgdnulos de almacenamiento
derivados del ER, denominados cuerpos proteicos (PB) (para revisién, Miintz, 1998). El ensamblaje de tales orgénu-
los como una simple acumulacién de proteinas recombinantes en el lumen del ER requiere como primera etapa la
retencién de la proteina hospedadora. Las proteinas secretoras, una vez plegadas y ensambladas correctamente en el
ER, tienen una diversidad de destinos celulares en su mayor parte por medio de la progresiéon a través del aparato
de Golgi. Sin embargo, la retencién en el ER de proteinas solubles competentes para el transporte se puede inducir
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por medio de la sefial de retencién/recuperacion carboxi-terminal KDEL (o HDEL) (Munro y col., 1987; Wandelt y
col., 1992; Vitale y col., 1993). Este motivo C-terminal conservado, reconocido en el aparato de Golgi a través de
los receptores de la transmembrana, permite el reciclaje de las proteinas residentes del ER escapadas de vuelta al ER
(Vitale y Denecke, 1999; Yamamoto y col., 2001). Muchos fragmentos de anticuerpos recombinantes se han extendido
con la sefial KDEL con el fin de acumularse de forma estable en el ER de las plantas (Verch y col., 1998; Torres y col.,
1999). Un camino alternativo para generar la retencion y acumulacion de proteinas recombinantes en el compartimien-
to del ER es crear una fusién apropiada con un residente del ER natural tal como una proteina de almacenamiento de
semillas.

El documento WO 01/75312 describe un procedimiento para producir una citocina en un sistema vegetal hospe-
dador en el que dicho sistema vegetal hospedador se ha transformado con una secuencia de 4cido nucleico quimérica
que codifica dicha citocina, comprendiendo dicha secuencia de 4cido nucleico quimérica una primera secuencia de
dcido nucleico capaz de regular la transcripcion en dicho sistema vegetal hospedador de una segunda secuencia de
dcido nucleico, en la que dicha segunda secuencia de 4cido nucleico codifica una secuencia sefial que estd unida en
fase de lectura a una tercera secuencia de 4cido nucleico que codifica una citocina y una cuarta secuencia de acido
nucleico unida en fase de lectura al extremo 3’ de dicha tercera secuencia de dcido nucleico que codifica una secuencia
de aminoécidos “KDEL”.

Las zefnas son un grupo de proteinas que se sintetizan durante el desarrollo de endospermo del maiz y se pueden
dividir en cuatro grupos a, 3, vy y J, en base a su solubilidad. Las zeinas pueden agregarse en los PB directamente
en el ER. Se han descrito (documento WO 00/40738) plantas o tejidos de plantas que comprenden cuerpos proteicos
estables ante rumina, expresados como proteinas de fusion que comprenden una proteina zeina de longitud completa
y un material proteico unido operativamente.

La y-zeina, una proteina de almacenamiento del maiz, es una de las cuatro prolaminas del maiz y representa el
10%-15% de la proteina total en el endospermo del maiz. Al igual que otras prolaminas de cereales, las a y y-zeinas
se biosintetizan en polisomas unidos a la membrana en la parte citoplasmica del ER rugoso, se ensamblan dentro del
lumen y después se complejan formando PB derivados del ER (Herman y Larkins, 1999, Ludevid y col., 1984, Torrent
y col., 1986). La y-zeina estd compuesta por cuatro dominios caracteristicos i) un péptido sefial de 19 aminodacidos, ii)
el dominio repetido que contiene ocho unidades del hexapéptido PPPVHL (53 aa), iii) el dominio proX en el que restos
de prolina se alternan con otros aminoécidos (29 aa) y iv) el dominio C-terminal hidréfobo rico en cisteina (111aa).
La capacidad de la y-zeina de ensamblarse para formar PB derivados del ER no se limita a las semillas. De hecho,
cuando el gen de la y-zeina se expresé de forma constitutiva en plantas transgénicas de Arabidopsis, la proteina de
almacenamiento se acumul6 dentro de los PB derivados del ER en las células de mesofilo de hoja (Geli y col., 1994).
Al buscar una sefal responsable para la deposicion de la y-zeina en los PB derivados del ER (las prolaminas no tienen
sefial KDEL), se ha demostrado que el dominio N-terminal rico en prolina, incluyendo el dominio de repeticién en
tdndem, era necesario para la retencién en el ER y que el dominio C-terminal estaba implicado en la formacion de los
PB. Sin embargo, todavia se desconocen los mecanismos por los que estos dominios fomentan el ensamblaje de PB.

La calcitonina (CT), un péptido hormonal de 32 aminodcidos, es esencial para el metabolismo correcto del calcio
y ha encontrado un uso clinico ampliamente extendido en el tratamiento de osteoporosis, choque hipercalcémico y
enfermedad de Paget (Reginster y col., 1993; Azria y col., 1995; Silverman y col., 1997). La CT humana se sintetiza
en forma de una preproproteina con un péptido sefial de 25 aminodcidos y dos propéptidos en los extremos N- y C-
terminal (57 aa'y 21 aa respectivamente). El péptido activo resultante tiene una longitud de 32 aminoacidos con un solo
enlace disulfuro (Cys1-Cys7) y estd amidado en el extremo carboxi. In vitro, la CT humana se agrega, lo cual limita su
utilidad como producto terapéutico. Por consiguiente, comtinmente se usa en su lugar la CT del salmén que es menos
propensa a agregarse (Cudd y col., 1995). La produccién de CT se consigue actualmente por sintesis quimica, pero el
coste de esta produccién animé a algunos grupos de investigacion a explorar enfoques alternativos. La CT humana y
del salmén se han producido en E. coli (Ray y col., 1993; Hong y col., 2000), en células de pituitaria de ratén (Merli y
col., 1996), en las lineas celulares no endocrinas Cos-7 y CHO (Takahashi y col., 1997) y més recientemente en la leche
de conejos transgénicos (McKee y col., 1998). La produccién de calcitonina bioactiva por medio de procedimientos
biotecnolégicos requiere al menos dos etapas de procesamiento: i) generacion de una calcitonina con una extension
de glicina (Bradbury y col., 1988) y ii) formacién de una prolinamida carboxi terminal a través de la accién de la
enzima de amidacion, peptidil glicina monooxigenasa de @-amidacién (PAM) (Eipper y col., 1992). Ya que no se sabe
actualmente si la carboxil-amidacion se produce en células vegetales, la amidacién in vitro de la calcitonina de plantas
con extension de glicina con la enzima PAM proporcionaria la amida C-terminal (Ray y col., 1993).

Sumario de la invenciéon

El problema que tiene que resolver la presente invencidn es proporcionar un sistema alternativo para producir
péptidos y proteinas de interés en un sistema vegetal hospedador.

La solucién presentada en la presente memoria descriptiva se basa en la capacidad de los dominios ricos en prolina
de y-zeina para auto-ensamblarse y para proporcionar estabilidad a las proteinas de fusién en el ER de un sistema
vegetal hospedador. El uso de un sistema basado en proteinas de fusién de y-zeina para acumular un producto de
interés en un sistema vegetal hospedador constituye un enfoque de éxito para acumular dicho producto de interés
dentro de los PB derivados del ER de plantas.
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La invencion se ilustra en el Ejemplo, en el que se describe un sistema basado en proteinas de fusién para acumular
CT recombinante en PB derivados del ER en plantas de tabaco. Diversos dominios ricos en prolina se modificaron por
ingenieria genética a partir de y-zeina para servir de parejas de fusion a través de un sitio escindible por proteasa. La
region que codifica la calcitonina madura se condensé en la parte C-terminal de los dominios de y-zeina y se expresé
en plantas transgénicas de tabaco. Las proteinas de fusién se acumularon en los PB derivados del ER en hojas de
tabaco. Después de la purificacion, las proteinas de fusién se sometieron a escision con enteroquinasa permitiendo la
liberacién de calcitonina.

Por consiguiente, un aspecto de esta invencion se refiere a una secuencia de 4cido nucleico que comprende (i) una
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina y-zeina, o un fragmento de la misma que contiene una secuencia de
nucledtidos que codifica una secuencia de aminodcidos capaz de dirigir y retener una proteina en el reticulo endoplds-
mico; (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que es escindible especificamente
por medios quimicos o enzimaticos; y (iii) una secuencia de nucleétidos que codifica un producto de interés; en la que
dichas secuencias nucleétidas se unen de forma operativa entre si.

En otro aspecto, esta invencion se refiere a una construccién de acido nucleico que comprende dicha secuencia de
dcido nucleico.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere a un vector que contiene dicha secuencia o construccién y a una
célula transformada con dicho vector.

En otro aspecto adicional, la invencién se refiere a un sistema vegetal hospedador transformado que tiene dicha
secuencia, construccion o vector de acido nucleico.

En otro aspecto adicional, la invencién se refiere a un sistema vegetal hospedador transgénico que comprende,
integrado en su genoma, dicha secuencia de dcido nucleico.

En otro aspecto adicional, la invencién se refiere a un procedimiento para producir un producto de interés en un
sistema vegetal hospedador.

En otro aspecto adicional, la invencidn se refiere a un procedimiento para producir calcitonina en un sistema vegetal
hospedador.

En otro aspecto adicional, la invencidn se refiere a una proteina de fusion, teniendo dicha proteina de fusién una
secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia de dcido nucleico arriba mencionada.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las secuencias de nucleétidos y traducciones de y-zeina (Figura 1.A) y de derivados RX3
(Figura 1.B, superior), R3 (Figura 1.B, inferior), P4 (Figura 1.C, superior) y X10 (Figura 1.C, inferior) de y-zeina.

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos (banda 2) y la traduccién (banda 1) de calcitonina (CT) sintética.
El gen de calcitonina sintética se construy6 usando codones de plantas preferentes. Las modificaciones de codones
destacan en comparacion con el gen de CT del salmén de tipo salvaje (banda 3). El gen sintético contiene en el
extremo 5’ una secuencia de unién que corresponde al sitio de escision de la enteroquinasa (EK) y se extiende al 3’
para producir una sola glicina C-terminal.

La Figura 3 muestra un perfil esquemadtico para la construccién del plasmido pCRX3CT. El procedimiento repre-
sentado fue el mismo para la obtencién de los siguientes pldsmidos pCZeinCT, pCR3CT, pCP4CT y pCX10CT, siendo
la diferencia entre ellos las secuencias de y-zeina o derivadas de y-zeina introducidas. Los diferentes plasmidos no se
describen en proporcion.

La Figura 4 muestra una representacion esquemadtica de los plasmidos pBZeinCT, pPBRX3CT, pBR3CT, pBP4CT
y pBX10CT. Los diferentes plasmidos no se describen en proporcion.

La Figura 5 muestra una representacion esquemadtica de las diferentes proteinas de fusién. Los dominios de y-zeina
y los derivados de y-zeina (RX3, R3, P4 y X10) se condensaron a calcitonina (CT) a través del sitio de escision de la
enteroquinasa (EK). SP, péptido senal; REPEAT, ocho unidades del dominio de repeticion (PPPVHL); R1, una unidad
de repeticidn; Pro-X, prolina-Xaa; PX, fragmento del dominio Pro-X; C-term, dominio C-terminal rico en cisteina;
N, secuencia N-terminal de la proteina madura. El nimero de aminodcidos para cada proteina de fusion se indica a la
derecha.

La Figura 6 muestra los resultados de un andlisis por inmunotransferencia de las proteinas de fusidn en plantas
transgénicas de tabaco usando antisuero de y-zeina. Las proteinas solubles se extrajeron de hojas de tabaco trans-
génicas (To) y de tipo salvaje (WT), se separaron sobre geles de SDS-poliacrilamida al 15% (20 ug por banda) y
se transfirieron a nitrocelulosa. Los nimeros representan las lineas transgénicas independientes obtenidas para los
diferentes genes quiméricos, y-zein-CT, RX3-CT, R3-CT, P4-CT.
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La Figura 7 muestra: A. Andlisis por transferencia de western comparativo de las diferentes proteinas de fusién
recombinantes usando antisuero de CT. Los extractos de proteinas solubles se prepararon a partir de plantas de tipo
salvaje (WT) y lineas de tabaco transgénicas (T1) que tienen la expresiéon maxima de la proteina de fusién del gen
quimérico relacionado. Se cargaron 8 ug de proteinas solubles sobre gel de SDS-poliacrilamida al 15% y se transfirie-
ron a nitrocelulosa. B. Andlisis por transferencia de northern comparativo de las diferentes transcripciones de genes
quiméricos. Los ARN totales se aislaron de las lineas transgénicas analizadas por inmunotrasferencia (Figura 7 A),
se fraccionaron sobre electroforesis en gel de formamida desnaturalizante (30 ug por banda) y se transfirieron por
capilaridad sobre membranas de nylon. Las transferencias se hibridaron con una sonda cebada aleatoria (129 bases)
obtenida a partir de ADNc de calcitonina.

La Figura 8 muestra la localizacién subcelular de las proteinas RX3-CT y P4-CT en plantas de tabaco transgénicas:
(A) Inmunolocalizacién de la proteina RX3-CT en lineas RX3-CT transgénicas usando antisuero de CT (dilucién
1:100). (B) Inmunolocalizacién de la proteina P4-CT en lineas P4-CT transgénicas usando antisuero CT (dilucién
1:100). (C) Inmunolocalizacién de la proteina RX3-CT en lineas RX3-CT transgénicas usando antisuero de zeina
v (dilucién 1:1,500). (D) Inmunolocalizacién de la proteina BiP en lineas RX3-CT transgénicas usando antisuero
de BiP (dilucién 1:250). (E) Inmunolocalizacién en plantas de tipo salvaje usando antisuero de y-zeina (dilucién
1:1,500). (F) Inmunolocalizacién en plantas RX3-CT transgénicas sin anticuerpos primarios (dilucién 1:1,500). La
inmunocitoquimica sobre secciones de hojas de tabaco se realiz6 usando los anticuerpos primarios indicados y la
proteina A-oro coloidal (15 nm). cw: pared celular; ch: cloroplasto; pb: cuerpo proteico; v: vacuola.

La Figura 9 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de las proteinas de fusion RX3-CT y P4-CT
escindidas por EK. Se incubaron 12 ug de cada proteina de fusién parcialmente purificada con 0,2 U de EK durante 24
horas a 20°C. Las proteinas de fusion digeridas se fraccionaron por electroforesis en gel de Tris-Tricina poliacrilamida
al 18% vy se transfirieron a nitrocelulosa. Banda 1, proteinas de fusidon no digeridas (1 ug); banda 2, productos de
digestion; banda 3, patrén CT de salmon sintética.

La Figura 10 muestra los resultados del fraccionamiento por RP-HPLC de la proteina de fusién RX3-CT digerida
por EK. La pCT liberada de la proteina de fusién RX3-CT se detect6 en la fraccién 3 (Tr = 13 min) por TOF-MALDI
usando CT de salmén sintética como patrén.

La Figura 11 muestra los resultados de caracterizacion de espectrometria de masas TOF-MALDI de (A) CT de
salmoén sintética (PM = 3433,24) y (B) CT de planta (PM = 3491,93) eluidas a Tr = 13 min en la fraccionacién por
RP-HPLC.

Descripcion detallada de la invencion

El primer aspecto de la invencién proporciona una secuencia de dcido nucleico, denominada en lo sucesivo la
secuencia de dcido nucleico de la invencion, que comprende:

una primera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina y-zeina,
o un fragmento de la misma que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos
capaz de dirigir y retener una proteina en el reticulo endoplasmico (ER);

una segunda secuencia de dcido nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminodcidos que se puede escindir especificamente por medios enziméticos o quimicos; y

una tercera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica un producto de
interés;

donde el extremo 3’ de dicha primera secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 5’ de dicha segunda
secuencia de dcido nucleico y el extremo 3’ de dicha segunda secuencia de acido nucleico estd unido al extremo 5’ de
dicha tercera secuencia de 4cido nucleico.

La primera secuencia de dcido nucleico contiene la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina y-zeina, o un
fragmento de la misma que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos capaz
de dirigir y retener una proteina en el ER.

El término “y-zeina”, como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a una proteina de almacenamiento
del maiz que se compone de los cuatro dominios caracteristicos mencionados previamente en los Antecedentes de
la Invencién. Dicho término incluye proteinas y-zeina nativas, asi como variantes de la misma y proteinas y-zeina
recombinantes que son capaces de dirigir y retener una proteina en el ER.

Practicamente se puede usar cualquier secuencia de nucleétidos que codifique una proteina y-zeina, o un fragmento
de la misma que contenga una secuencia de nucleétidos que codifique una secuencia de aminodcidos capaz de dirigir
y retener una proteina en el ER.

Por consiguiente, en una realizacién preferida, la primera secuencia de dcido nucleico contiene la secuencia de
nucledtidos que codifica la proteina y-zeina de longitud completa. En una realizacién particular, la secuencia de
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nucleétidos que codifica una proteina y-zeina de longitud completa se muestra en la Figura 1A y se identifica en
la SEC ID NO: 1.

En otra realizacion preferida, la primera secuencia de 4cido nucleico contiene una secuencia de nucleétidos que
codifica un fragmento de la proteina y-zeina, conteniendo dicho fragmento una secuencia de nucleétidos que codifica
una secuencia de aminodcidos capaz de dirigir y retener una proteina en el ER. En este caso, la primera secuencia de
acido nucleico puede contener:

- una o mds secuencias de nucledtidos que codifican todo o parte del dominio de repeticion de la proteina y-zeina;
- una o mds secuencias de nucledtidos que codifican todo o parte del dominio ProX de la proteina y-zeina; o

- una o mas secuencias de nucleétidos que codifican todo o parte del dominio de repeticion de la proteina y-zeina,
y una o mas secuencias de nucleétidos que codifican todo o parte del dominio ProX de la proteina y-zeina.

En una realizacion particular, dicha primera secuencia de dcido nucleico contiene una secuencia de nucleétidos que
codifica un fragmento de la proteina y-zeina, conteniendo dicho fragmento una secuencia de nucledtidos que codifica
una secuencia de aminodcidos capaz de dirigir y retener una proteina en el ER, seleccionada entre el grupo compuesto
por:

- la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID NO: 2 [secuencia de nucleétidos identificada como RX3
(Figura 1B)],

- la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID NO: 3 [secuencia de nucleétidos identificada como R3 (Figura
1B)],

- la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID NO: 4 [secuencia de nucleétidos identificada como P4 (Figura
101,y

- la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID NO: 5 [secuencia de nucledtidos identificada como X10
(Figura 10)]

La segunda secuencia de 4cido nucleico contiene una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de
aminodcidos que se puede escindir especificamente por medios enzimaticos o quimicos. En una realizacion particular,
dicha segunda secuencia de dcido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un sitio de escisién
por proteasas, por ejemplo, un sitio de aminodcidos que se puede escindir por una proteasa tal como una enteroquinasa,
endoproteasa Arg-C, endoproteasa Glu-C, endoproteasa Lys-C, factor Xa y similares.

Como alternativa, la segunda secuencia de dcido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica
un aminoacido que se puede escindir especificamente por un reactivo quimico, tal como, por ejemplo, bromuro de
ciandégeno, que escinde restos de metionina, o cualquier otro reactivo quimico adecuado.

La segunda secuencia de dcido nucleico se puede generar como resultado de la unién entre dicha primera secuencia
de 4cido nucleico y dicha tercera secuencia de acido nucleico. En ese caso, cada secuencia contiene un nimero de
nucledtidos de tal forma que cuando dichas primera y tercera secuencias de dcido nucleico se llegan a unir, se forma
una secuencia funcional de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos que se escinde especificamente por
medios enzimdticos o quimicos, es decir, la segunda secuencia de dcido nucleico. En una realizacién alternativa, la
segunda secuencia de 4cido nucleico es una secuencia fordnea insertada operativamente entre dichas primera y tercera
secuencias de 4cido nucleico.

La tercera secuencia de dcido nucleico contiene la secuencia de nucleétidos que codifica un producto de interés. En
principio, cualquier producto de interés se puede expresar por el sistema proporcionado por la presente invencién. En
una realizacion preferida, el producto de interés es un farmaco proteico (es decir, una proteina o péptido), por ejemplo,
una hormona peptidica, tal como calcitonina, eritropoyetina, trombopoyetina, hormona de crecimiento y similares,
un interferén, es decir, una proteina producida en respuesta a infecciones virales y como una citocina durante una
respuesta inmune, etc. Preferiblemente, dichos productos terapéuticos de interés son eficaces para el tratamiento de un
cuerpo humano o animal.

En una realizacién particular, la tercera secuencia de dcido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica la calcitonina (CT), por ejemplo, calcitonina humana (hCT) o calcitonina de salmén (sCT). En general, en
este caso, dicha tercera secuencia de dcido nucleico preferiblemente incluye un codén para glicina en el extremo 3’
de dicha secuencia de 4cido nucleico que codifica la calcitonina, obteniéndose asi una calcitonina con extension de
glicina.

De acuerdo con la invencidn, el extremo 3’ de dicha primera secuencia de 4cido nucleico estd unido al extremo 5’
de dicha segunda secuencia de acido nucleico y el extremo 3’ de dicha segunda secuencia de dcido nucleico estd unido
al extremo 5’ de dicha tercera secuencia de dcido nucleico, es decir, dichas primera, segunda y tercera secuencias de
acidos nucleicos estan en fase de lectura.
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La secuencia de 4cido nucleico de la invencién se puede obtener usando técnicas convencionales conocidas por
los especialistas en la técnica. En general, dichas técnicas implican la unién de diferentes fragmentos de la secuencia
de 4cido nucleico de la invencién en un vector adecuado. Por ejemplo, en “Molecular cloning, a Laboratory Manual”,
2* ed., por Sambrook y col., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, se puede encontrar una revisién de dichas
técnicas convencionales. La construccién de algunos vectores que contienen un 4cido nucleico de la invencién se
describe en el Ejemplo y se ilustra en las Figuras 3 y 4. Como se muestra en este documento, se modificaron por
ingenieria genética diversos dominios ricos en prolina a partir de y-zeina para servir como parejas de fusién a través
de un sitio de escision de proteasas. Se condensé la regién que codifica la calcitonina madura (32 aa) en el extremo
C-terminal de los dominios de y-zeina y se expres6 en plantas de tabaco transgénicas. Las proteinas de fusién se
acumularon en cuerpos proteicos derivados del ER en hojas de tabaco. Después de la purificacién, las proteinas de
fusién se sometieron a escisiéon con enteroquinasa permitiendo la liberacién de calcitonina, que puede purificarse
adicionalmente a partir de la mezcla de digestion por medio de una cromatografia de fase inversa.

En otro aspecto, la invencién proporciona una proteina de fusion, denominada en lo sucesivo la proteina de fusién
de la invencion, que comprende (i) la secuencia de aminodcidos de la proteina y-zeina, o un fragmento de la misma
capaz de dirigir y retener una proteina en el ER, (ii) una secuencia de aminoécidos que se puede escindir especifica-
mente por medios enzimdticos o quimicos, y (iii) un producto de interés; siendo dicha proteina de fusién el producto
de expresion de la secuencia de dcido nucleico de la invencién en un sistema vegetal hospedador.

La proteina de fusion de la invencion se acumula en PB derivados del ER estables, en un sistema vegetal hospe-
dador. El sitio que se puede escindir enzimatica o quimicamente, que estd presente en el extremo C de los dominios
de y-zeina, permite recuperar posteriormente el producto de interés. Después, el producto de interés se puede aislar y
purificar por medios convencionales. Por lo tanto, la proteina de fusién de la invencion constituye un enfoque nuevo y
satisfactorio para acumular un producto de interés.

En una realizacidn, la proteina de fusion de la invencién comprende una proteina de y-zeina de longitud completa.
En la Figura 1A se muestra una secuencia de aminodcidos de y-zeina de longitud completa y se identifica en la SEC
ID NO: 6.

En otra realizacién, la proteina de fusién de la invencién comprende un fragmento de una proteina y-zeina, con-
teniendo dicho fragmento una secuencia de aminodcidos capaz de dirigir y retener una proteina en el ER. En una
realizacion particular, la proteina de fusién de la invencién comprende un fragmento de una proteina y-zeina, selec-
cionada entre el grupo compuesto por:

- La secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 7 [secuencia de aminodcidos correspondiente a RX3
(Figura 1B)],

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 8 [secuencia de aminoacidos correspondiente a R3
(Figura 1B)],

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 9 [secuencia de aminodcidos correspondiente a P4
(Figura 10)],y

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 10 [secuencia de aminoécidos correspondiente a X10
(Figura 10)].

La proteina de fusion de la invencidn contiene una secuencia de aminodcidos que se puede escindir especificamente
por medios enzimadticos o quimicos. En una realizacién particular, dicho sitio escindible comprende un sitio de escision
de proteasas, por ejemplo, un sitio de aminodcidos que se puede escindir por una proteasa tal como la enteroquinasa, la
endoproteasa Arg-C, la endoproteasa Glu-C, la endoproteasa Lys-C, el factor Xa y similares, o un sitio de aminodcidos
que se puede escindir por un reactivo quimico, tal como, por ejemplo, bromuro de cianégeno, que escinde restos de
metionina, o cualquier otro reactivo quimico adecuado.

La proteina de fusién de la invencién también contiene un producto de interés, por ejemplo, un farmaco proteico
(es decir, una proteina o péptido), tal como una hormona peptidica, un interferén y similares. Preferiblemente, dicho
producto de interés es eficaz para el tratamiento del cuerpo humano o animal. En una realizacién particular, la proteina
de fusién de la invencién comprende una calcitonina (CT), por ejemplo, una calcitonina humana (hCT) o calcitonina
de salmén (sCT) opcionalmente con una extension de glicina.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una construccién de 4cido nucleico que comprende (i) la se-
cuencia de dcido nucleico de la invencién y (ii) una secuencia de nucleétidos reguladora que regula la transcripcién
del dcido nucleico de la invencién (i), siendo dicha secuencia reguladora (ii) funcional en plantas. Dichas secuencias
de 4cido nucleico estdn unidas operativamente.

Practicamente se puede usar cualquier secuencia reguladora funcional en plantas. En una realizacion, preferible-
mente dicha secuencia reguladora (ii) es especifica de tejidos, es decir, puede regular la transcripcion del dcido nucleico
de la invencion en un tejido especifico, tal como semillas, hojas, tubérculos, etc.
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La secuencia reguladora (ii) puede comprender un promotor funcional en plantas. Pricticamente se puede usar
cualquier promotor funcional en plantas. En una realizacion particular, dicha secuencia reguladora (ii) comprende el
promotor de 35SCaMV. En otra realizacién particular, dicha secuencia reguladora (ii) comprende el promotor de “pa-
tatina”, un promotor de una proteina de almacenamiento, el promotor del gen de ubiquitina, las secuencias reguladoras
del gen de la y-zeina, o similares.

La secuencia reguladora (ii) también puede contener una secuencia de terminacion de la transcripcién. Practica-
mente, se puede usar cualquier secuencia de terminacién de la transcripcion funcional en plantas. En una realizacién
particular, dicha secuencia de terminacién de la transcripcion comprende el terminador de 35SCaMYV, el terminador
del gen de la octopina sintasa (ocs), el terminador del gen de la nopalina sintasa (nos), el terminador del gen de la y-
zeina y similares.

La secuencia reguladora (ii) también puede contener un potenciador de la traduccién funcional en plantas. Practica-
mente se puede usar cualquier potenciador de la traducciéon funcional en plantas, por ejemplo, la secuencia promotora
de la transcripcidn del virus de las manchas del tomate, y similares.

La secuencia de dcido nucleico de la invencidn, o la construccién proporcionada por esta invencidn, se puede in-
sertar en un vector apropiado. Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién proporciona un vector que comprende
la secuencia de 4cido nucleico de la invencién o una construccién de dcido nucleico proporcionada por la presente
invencion. Los vectores adecuados incluyen plasmidos, césmidos y vectores virales. En una realizacion, dicho vector
es adecuado para transformar plantas. La eleccién del vector puede depender de la célula hospedadora en la que pos-
teriormente se va a introducir. A modo de ejemplo, el vector en el que se introduce la secuencia de acido nucleico de
la invencién puede ser un pldsmido, un c6smido o un vector viral que, cuando se introduce en una célula hospedadora,
se integra en el genoma de dicha célula hospedadora y se replica junto con el cromosoma (o cromosomas) en el que
se ha integrado. Para obtener dicho vector pueden usarse procedimientos convencionales (Sambrok y col., 1989).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un sistema vegetal hospedador, habiéndose transformado dicho
sistema vegetal hospedador con el 4cido nucleico de la invencién, o con una construccién o un vector proporcionado
por la presente invencion.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “sistema vegetal hospedador” incluye plantas, inclu-
yendo, pero sin limitacién, monocotiledoneas, dicotiledoneas y, especificamente, cereales (por ejemplo, maiz, arroz,
avena, etc.), legumbres (por ejemplo, soja, etc), cruciferas (por ejemplo, Arabidopsis thaliana, colza, etc.) o solana-
ceas (por ejemplo, patata, tomate, tabaco, etc.). El sistema vegetal hospedador también abarca células vegetales. Las
células vegetales incluyen cultivos de suspension, embriones, regiones meristematicas, tejidos de callo, hojas, raices,
brotes, gametofitos, esporofitos, polen, semillas y microsporas. El sistema vegetal hospedador puede estar en diversas
fases de madurez y puede crecer en cultivos liquidos o sélidos, o en suelo o medio adecuado en tiestos, invernaderos
o campos. La expresion en sistemas vegetales hospedadores puede ser transitoria o permanente. El sistema vegetal
hospedador también se refiere a cualquier clon de tales plantas, semillas, progenie consanguinea o hibrida, propagulos
generados sexual o asexualmente, y descendientes de cualquiera de éstos, tales como esquejes o semillas.

La transformacién de los sistemas vegetales hospedadores puede realizarse usando procedimientos convencionales.
Se puede ver una revision de la transferencia genética a plantas en el libro de texto titulado “Ingenieria genética y
transferencia génica”, de Marta Izquierdo, Ed. Pirdmide (1999), en particular, el Capitulo 9, “Transferencia génica a
plantas”, pdginas 283-316.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un sistema vegetal hospedador transgénico, modificado por
ingenieria genética para contener un nuevo transgen disefiado en laboratorio, comprendiendo dicho sistema vegetal
hospedador transgénico, integrado en su genoma, el dcido nucleico de la invencién. Dicho sistema vegetal hospeda-
dor transgénico se puede obtener por medio de técnicas convencionales, por ejemplo, por medio del uso de técnicas
convencionales de ARNm sin sentido y/o sobreexpresion (en sentido silencioso) u otras, como por ejemplo, usando
vectores binarios u otros vectores disponibles para las diferentes técnicas de transformacién de plantas actualmente en
uso. Los ejemplos de sistemas vegetales hospedadores transgénicos proporcionados por la presente invencion inclu-
yen tanto plantas monocotiledéneas como plantas dicotiledoneas y, especificamente, cereales, legumbres, cruciferas,
solandaceas, etc.

La secuencia de 4cido nucleico de la invencién es ttil para producir un producto de interés en un sistema ve-
getal hospedador. Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para producir
un producto de interés en un sistema vegetal hospedador, que comprende desarrollar un sistema vegetal hospedador
transformado o transgénico proporcionado por la presente invencion, en condiciones que permitan la produccién y
expresion de dicho producto de interés en forma de una proteina de fusiéon. Como se ha mencionado anteriormente,
dicha proteina de fusién se acumula en los PB derivados de ER estables, en dicho sistema vegetal hospedador. El sitio
de escision enzimadtica o quimica, que estd presente en el extremo C-terminal de los dominios de la y-zeina, permite
recuperar el producto de interés posteriormente. Después el producto de interés se puede aislar y purificar por medios
convencionales. Por consiguiente, el procedimiento proporcionado por la presente invencién ademds comprende, si se
desea, el aislamiento y purificacién de dicha proteina de fusion y, opcionalmente, la liberacién de dicho producto de
interés de dicha proteina de fusién. La proteina de fusion se escinde en el sitio de escisién por un reactivo enzimatico
o quimico adecuado, seglin convenga.
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En un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para producir calcitonina en un sistema vegetal
hospedador, que comprende:

a) transformar un sistema vegetal hospedador con un vector de expresion o con una construccion de dcido nucleico,
que comprende una secuencia reguladora para la transcripcién de una secuencia de dcido nucleico (secuencia de acido
nucleico de la invencidn) que esté constituida por:

una primera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina y-zeina,
o un fragmento de la misma que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos
capaz de dirigir y retener una proteina en el reticulo endoplasmico (ER);

una segunda secuencia de dcido nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminodcidos que se puede escindir especificamente por medios enziméticos o quimicos; y

una tercera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica calcitonina;

en la que el extremo 3’ de dicha primera secuencia de 4cido nucleico estd unido al extremo 5’ de dicha segunda
secuencia de dcido nucleico y el extremo 3’ de dicha segunda secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 5’ de
dicha tercera secuencia de acido nucleico;

b) generar plantas completas a partir de dichos sistemas vegetales hospedadores transformados con dicho vector
de expresion o construccion de dcido nucleico;

¢) desarrollar tales plantas transformadas en condiciones que permitan la produccién y expresion de la calcitonina
en forma de una proteina de fusidn; y, si se desea

d) aislar, purificar dicha proteina de fusidn y tratar dicha proteina de fusion con el fin de liberar la calcitonina.

Por lo tanto, la invencién proporciona un sistema basado en proteinas de fusién para acumular productos recombi-
nantes de interés en PB derivados del ER en sistemas vegetales hospedadores. La invencién se ilustra adicionalmente
con el siguiente ejemplo no limitante.

Ejemplo 1
Produccion de calcitonina en plantas de tabaco

A continuacion se describe un ejemplo satisfactorio de la produccién de CT en plantas de tabaco. Se modificaron
por ingenieria genética diversos dominios ricos en prolina a partir de y-zeina para servir como parejas de fusion a
través de un sitio escindible por proteasa. La region codificante de la CT madura (32 aa) se condens6 en el extremo C-
terminal de los dominios de la y-zeina y se expresé en plantas de tabaco transgénicas. Se introdujo un sitio escindible
por proteasa en el extremo C-terminal de los dominios de zeina y para recuperar posteriormente la calcitonina pura.
Este enfoque proporciona una alta acumulacién de proteinas de fusion dentro del ER y la formacién de PB derivados
del ER en plantas de tabaco. Las proteinas de fusién se acumularon de forma abundante en PB derivados de ER en
hojas de tabaco. El nivel de expresion de dichas proteinas de fusién alcanzé en algunos casos hasta el 12,44% de las
proteinas solubles totales. Después de sélo dos etapas de purificacion, las proteinas de fusidn se sometieron a escisién
por enteroquinasa permitiendo la liberacion de calcitonina. La calcitonina pura se obtuvo a partir de la mezcla de
digestion por cromatografia de fase inversa. El producto de calcitonina acumulado en plantas de tabaco se validé por
espectroscopia de masas. También se presentan la purificacion de las proteinas de fusion, la digestién con proteasa y
la caracterizacion completa de la calcitonina de las plantas liberada (pCT).

1. Procedimiento experimental
Construccion de genes quiméricos y vectores

El gen de la y-zeina natural y cuatro secuencias derivadas de la y-zeina denominadas RX3, R3, P4 y X10 que
codifican diferentes dominios de la y-zeina (Figura 1A, 1B y 1C) se condensaron con un gen CT sintético que contenia
un sitio de digestion por enteroquinasa (Figura 2) y se introdujeron en vectores de transformacién de plantas como se
describe a continuacién y en la Figura 3.

Las secuencias de ADNc de la y-zeina, RX3 y R3 se generaron por PCR usando pKSG2 (Torrent y col., 1994)
como molde. El ADNc de X10 se amplificé a partir de pDR20, un plasmido producido a partir de pKSG2 después de
la delecién de la secuencia correspondiente al dominio de repeticion. Los cebadores usados para las diferentes PCR
fueron:
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para la secuencia de ADNCc de la y-zeina:

T1: S’TCATGAGGGTGTTGCTCGTTGCCCTG3’, y
T2: 5’CCATGGCGTGGGGGACACCGCCGGECS’

para las secuencias de ADNc de RX3 y X10:

Tly
T2: 5’CCATGGTCTGGCACGGGCTTGGATGCGG3’, y

para la secuencia de ADNc de R3:

Tly
T2: 5’CCATGGTCCGGGGCGGTTCACTAGGGTA3Z’

Los productos de PCR se subclonaron en un vector pUC 18 (SureClone Ligation Kit, Pharmacia) y los plasmidos
resultantes se denominaron pUCZein, pUCRX3, pUCR3 y pUCX10. El vector pUCP4 que contiene la secuencia P4
derivada de la y-zeina (Figura 1C) se obtuvo durante la seleccion de los clones derivados de pUCRX3. Los fragmen-
tos de ADNc de la y-zeina, RX3, R3, P4 y X10 que contenian extremos cohesivos de BspHI y Ncol, se insertaron
en el vector pPCKGFPS65C (Reichel y col., 1996) digerido previamente con Ncol. Este vector se selecciond porque
contiene las secuencias reguladoras para la expresion en plantas y la secuencia codificante de GFP que se usaria para
estudios paralelos de fijacién de diana de proteinas derivadas de y-zeina en plantas transgénicas. Los vectores gene-
rados, pCZeinGFP, pCRX3GFP, pCR3GFP, pCP4GFP y pCX10GFP contenian las siguientes secuencias reguladoras
para la expresion en sistemas de plantas: i) el promotor 35S potenciado derivado del virus de mosaico de la coliflor
(CaMVp35Y), ii) el potenciador traduccional del virus de las manchas del tomate (TL) e iii) la secuencia de termina-
cién de la transcripcién de CaMV35S (pA35S). Las construcciones quiméricas derivadas de y-zeina/CT se generaron
por sustitucion de la secuencia codificante de GFP con el gen sintético de CT como se describe mds adelante (véase la
Figura 3).

El gen sintético que codifica los 32 aminoacidos de la CT de salmén activa (Figura 2) se generd a partir de
dos oligonucledtidos complementarios de 122 bases. Los oligonucleétidos se disefiaron para usar codones de plantas
preferentes con el fin de conseguir una elevada expresion en plantas. Los oligonucleétidos 5’ fosforilados sintetizados
que usan un sintetizador de ADN Applied Biosystems 394 tenian las siguientes secuencias:

Call:
S"CATGGACGACGACGACAAGTGCTCCAACCTCTCTACCTGCGTTCTTGGTAAGCT
CTCTCAGGAGCTTCACAAGCTCCAGACTTACCCTAGAACCAACACTGGTTCCGGT
ACCCCTGGTTGAT 37,

Caiil:
5’CTAGATCAACCAGGGGTACCGGAACCAGTGTTGGTTCTAGGGTAAGTCTGGAG
CTTGTGAAGCTCCTGAGAGAGCTTACCAAGAACGCAGGTAGAGAGGTTGGAGCA
CTTGCTCGTCGTCGTC3 .

Después de la purificacion en gel de poliacrilamida al 12%, se usaron 60 pmol de cada oligonucleétido para formar
la molécula de doble cadena. La mezcla de hibridacion calentada a 95°C durante 5 minutos se mantuvo a 70°C durante
1 hora y se dejo enfriar a temperatura ambiente. El fragmento de ADNc sintético contenia extremos cohesivos Ncol
y Xbal en los extremos 3’ y 5’ terminales, respectivamente. El ADNc de la CT sintética inclufa una secuencia de
unién 5° que correspondia al sitio de escision especifico por enteroquinasa ((Asp),-Lys) y se extendié en el extremo
3’ para producir una sola glicina para la amidacién adicional del péptido CT. E1 ADNc de CT Ncol/Xbal se subcloné
en un vector pUC 18 y después se insertd en los sitios de restricciéon Ncol y BamHI de los vectores pCZeinGFP,
pCRX3GFP, pCR3GFP, pCP4GFP y pCX10GFP que contenian las secuencias codificantes de y-zeina derivadas y de-
lecionadas de la secuencia codificante de GFP. Las construcciones resultantes se denominaron pCZeinCT, pCRX3CT,
pCR3CT, pCP4CT y pCX10CT (Figura 3). Finalmente, se obtuvieron los vectores de transformacion de plantas efica-
ces pBZeinCT, pBRX3CT, pBR3CT, pBP4CT y pBX10CT (Figura 4) insertando los diferentes médulos de expresion
HindIII/HindIII en el vector binario pBin19 (Bevan, 1984).
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Transformacion estable de plantas de tabaco

Se transfirieron vectores binarios a cepas LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens. Se transformaron discos de
hoja de tabaco (Nicotiana tobaccum, W38) de acuerdo con el método de Draper y col. (1988). Las plantas regeneradas
se seleccionaron en medio que contenia 200 mg/l de kanamicina y se transfirieron a un invernadero. Se cultivaron
las plantas de tabaco transgénicas que tenian los niveles mds elevados de producto transgénico para la obtencién
de la generacion T1. Se recogieron las hojas en desarrollo (de aproximadamente 12 cm de longitud), se congelaron
inmediatamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C para experimentos adicionales.

Extraccion y andlisis por transferencia de western de proteinas recombinantes

Se trituraron hojas de tabaco en nitrégeno liquido y se homogeneizaron usando 4 ml de tampén de extraccion
(Tris-HCI 50 mM, pH 8, ditiotreitol (DTT) 200 mM e inhibidores de proteasa (aprotinina 10 uM, pepstatina 1 uM,
leupeptina 100 uM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 uM y E64 [(N-(N-(L-3-trans-carboxioxirano-2-carbonil)-Leu-
cil)-agmantina] 100 uM por gramo de material de hoja fresca. Los homogeneizados se agitaron durante 30 minutos a
4°C y después se centrifugaron dos veces (15.000 rpm 30 minutos, 4°C) para retirar el material insoluble. Las proteinas
solubles totales se cuantificaron usando el ensayo de proteinas de Bradford (Bio-Rad). Las proteinas se separaron en
un gel de SDS- poliacrilamida al 15% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (0,22 M) usando un aparato
semiseco. Las membranas se incubaron con antisuero de y-zeina (dilucién 1/7.000) (Ludevid y col., 1985) o un anti-
suero activado contra KLH-calcitonina (antisuero de CT) (dilucién 1/1.000) y después se incubaron con anticuerpos
conjugados con peroxidasa de rabano picante (dilucién 1/10.000). Las bandas inmunorreactivas se detectaron por un
aumento de quimioluminiscencia (sistema de transferencia de western ECL, Amersham). Se indujeron anticuerpos
contra calcitonina en conejos por inoculacién de calcitonina de salmén sintética acoplada a KLH. Después de cuatro
inoculaciones del antigeno (de 200 ug cada una), los sueros se recogieron, se extrajeron alicuotas y se almacenaron
a -80°C. La titulacion de los sueros se realizé por inmunotransferencia de puntos usando calcitonina sintética y por
ensayos ELISA usando BSA-calcitonina como antigeno.

Andlisis por transferencia de northern

Se aisl6 el ARN total a partir de hojas de tabaco (T1) transgénicas y de tipo salvaje de acuerdo con Logemann y
col., 1987. El ARN se fracciond por electroforesis en gel de agarosa-formamida desnaturalizante (30 ug por banda) y se
transfirié por capilaridad sobre una membrana de nylon (Hybond N, Amersham Pharmacia Biotech). Las transferencias
de ARN se hibridaron con una sonda de ADN de 129 bases obtenida a partir del ADNc de CT y se marcaron con (a-
32P) dCTP usando un kit de marcaje de ADN cebado aleatoriamente (Roche). La hibridacién se realizé durante una
noche a 42°C y los filtros se lavaron tres veces durante 15 minutos en 3X SSC y SDS al 0,5% (P/V) a 65°C. Las
transferencias se detectaron con un explorador phosphorlmager (Fluor-S™ Multilmager, BIO-RAD).

Ensayos ELISA

Se realizaron ensayos ELISA para cuantificar la calcitonina de las plantas (pCT) en extractos de proteina de hoja
soluble y proteinas de fusidn y-zein-CT parcialmente purificadas. Se cargaron placas de microtitulacién (MaxiSorp,
Nalgene Nunc International) con proteinas solubles (100 ul) diluidas en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
pH 7.5, y se incubaron durante una noche a 4°C. Después de lavar los pocillos 3 veces, los sitios de unidn no especifica
se bloquearon con albimina de suero bovino (BSA) al 3% en PBS-T (PBS que contenia Tween 20 al 0,1%), durante
una hora a temperatura ambiente. Las placas se incubaron con antisuero de CT (dilucién 1/1.000) durante dos horas y,
después de cuatro lavados con PBS-T, se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (dilucién
1/8.000) (Sigma) durante 2 horas. Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en PBS-T que contenia BSA
al 1%. Después de un lavado extensivo con PBS-T, la reaccién enzimadtica se realizé a 37°C con 100 ul de tampdn de
sustrato (acetato sédico 100 mM, pH 6, 0,01 mg/ml de TMB (3.,3°,5,5’-tetrametilbenzidina) y peréxido de hidrégeno
al 0,01%). La reaccidn se detuvo después de 10 minutos con dcido sulftrico 2N y la densidad 6ptica se midié a 450 nm
usando un espectrofotémetro Multiskan EX (Labsystems). La concentracién de antigeno en los extractos de plantas se
extrapold desde una curva patrén obtenida usando calcitonina-BSA y antisuero de CT (dilucién 1/1.000).

Microscopia electronica

Se fijaron hojas de plantas naturales y transgénicas por infiltracion al vacio con glutaraldehido al 1% y parafor-
maldehido al 2,5% en tamp6n fosfato 20 mM, pH 7.4 durante una hora a temperatura ambiente. Después del lavado
con tampodn fosfato 20 mM y cloruro aménico 200 mM sucesivamente, las muestras se deshidrataron a través de una
serie de etanol y se incluyeron en resina Lowicryl K4M. La inmunoquimica se realizé esencialmente como se describe
por Moore y col., 1991. Las secciones ultrafinas se incubaron con antisueros contra KLH-calcitonina (1/500), aBiP
(1/500) y y-zeina (1/1.500). Para la deteccién de los anticuerpos se usé proteina A-oro coloidal (particulas de oro 15
nm). Como control, se realizaron incubaciones paralelas en muestras de plantas no transgénicas usando diluciones
idénticas de anticuerpos primarios y en plantas transgénicas sin anticuerpo primario. Las secciones se tifieron con ace-
tato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron con un microscopio electrénico modelo 301 (Phillips, Eindhoven,
Paises Bajos).
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Purificacion y escision con enteroquinasa de proteinas de fusion RX3-CT y P4-CT

Se obtuvieron extractos solubles de RX3-CT y P4-CT a partir de hojas de plantas de tabaco (T1) transgénicas en
tampén de extraccién como se ha descrito anteriormente. Se afiadié progresivamente (NH,),SO, a 0°C a extractos
solubles de RX3-CT y P4-CT a una saturacién del 45% y 60% respectivamente. Las muestras se agitaron durante 30
minutos a 0°C y después se centrifugaron a 15.000 rpm durante 45 minutos a 4°C. Las proteinas precipitadas se vol-
vieron a suspender en Tris-HCI 20 mM, pH 8,6 y se desalaron en una columna PD 10 (Sephadex G-25 M, Amersham
Pharmacia). Los extractos de la proteina desalada se fraccionaron por Cromatografia Liquida de Resolucién Réapida
(FPLC) usando una columna de intercambio aniénico (HiTrap Q sepharose, Amersham Pharmacia) equilibrada con
Tris HC1 20 mM, pH 8,6, DTT 100 mM. La elucién de las proteinas se realiz6 con un gradiente lineal de sales de NaCl
de 0 2200 mM en Tris-HCI 20 mM, pH 8,6, DTT 100 mM. La presencia de RX3-CT y P4-CT en las fracciones eluidas
se evalué por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 15% y deteccién de inmunotransferencia usando antisue-
ro de CT. Las fracciones positivas se desalaron y se concentraron con filtros de centrifuga 5 K NMWL (BIOMAX,
Millipore). La cuantificaciéon de las proteinas de fusién RX3-CT y P4-CT se realizé por medio de un ELISA.

Para la digestion por EK, se incubaron 15 ug de proteinas de fusién parcialmente purificadas con 0,2 U EK (EK
Max, Invitrogen) en 30 ul de tampén de digestion (Tris-HC1 50 mM, pHS8, NaCl 1 mM, Tween-20 al 0,1%) durante 24
horas a 20°C. El tampén de digestiéon EK se suplementé con DTT 100 mM. La presencia del agente reductor permite
optimizar la escisién de la enteroquinasa. Los productos de digestion se analizaron en electroforesis de gel de Tris-
Tricina poliacrilamida al 18% y la pCT liberada se detect6 por inmunotransferencia. Como control positivo se usé CT
sintética de salmon.

Purificacion y andlisis de la pCT liberada

La calcitonina de plantas (pCT) liberada de las proteinas de fusién por digestién con EK se purific6 por RP-
HPLC. La mezcla de digestion se aplicé a una columna RP-C18 analitica (250 x 4 mm, tamafio de particulas 10 um,
tamafio de poros 120 A) y la columna se eluy6 usando un gradiente que variaba entre el 25% y el 60% de acetonitrilo
con TFA al 0,036% en 20 minutos a una velocidad de caudal de 1 ml/min. Las fracciones recogidas se concentraron
por liofilizacién y se almacenaron a -20°C para la caracterizaciéon de pCT. En un experimento distinto, se eluyé CT
convencional de salmén en las mismas condiciones cromatogrificas. Se usé espectrometria de masas TOF-MALDI
para la caracterizacién de la pCT. Se mezclaron alicuotas de la fraccién de RP-HPLC con un volumen igual de una
solucién de matriz (10 mg/ml de 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico y TFA al 0,1%) y 1 ul de la mezcla se depositd en
el soporte y se analizé con un espectrémetro de masas Voyager-DE-RP (Applied Biosystems). En la espectrometria
de masas TOF-MALDI, siempre se us6é CT de salmén convencional como control. El andlisis C-terminal de la pCT se
realiz6 incubando el péptido purificado (20 pmoles/ul) durante 60 minutos a 37°C con carboxipeptidasa Y (0,1 U/ul)
y el andlisis de los productos de digestion por espectrometria de masas TOF-MALDI.

IL. Resultados
Construccion de varios genes quiméricos de derivados y-zein-CT

La expresion y ensamblaje satisfactorio de dominios ricos en prolina de y-zeina en cuerpos proteicos derivados del
ER en hojas de plantas (Geli y col., 1994) proporcionan una herramienta valiosa para acumular proteinas terapéuticas
en el ER de tejidos de plantas. El gen de la y-zeina se deleciond para crear diversas proteinas truncadas ricas en prolina
usadas como pareja de fusion para producir CT en plantas de tabaco. Los genes quiméricos comprendian los dominios
de y-zeina y un gen sintético de CT unido por un enlace que correspondia a un sitio escindible por proteasas. El gen
sintético que codificaba la calcitonina de salmén activa de 32 aminodcidos se generd a partir de dos oligonucleétidos
complementarios (122 bases) disefiados para usar codones de plantas preferentes para conseguir una alta expresion
del péptido recombinante en plantas. El ADNc de la CT sintética (Figura 2) incluia en el extremo 5’ una secuencia
de unién correspondiente al sitio de escision de enteroquinasa ((Asp)s-Lys) y en el extremo 3’ un codén adicional
para producir una glicina. Esta glicina es un sustrato necesario para que la enzima de amidaciéon (PAM) genere la
prolinamida C-terminal esencial para la actividad biolégica de la CT. El ADNc de la calcitonina se condensé a las
secuencias que codificaban los dominios de y-zeina en una fusién C-terminal. Para la expresion 6ptima de los genes
quiméricos de derivados de y-zein-CT en sistemas de plantas, los vectores de transformacién de plantas contenian
las siguientes secuencias reguladoras i) el promotor de 35S potenciado constitutivo y el terminador de 35S del virus
del mosaico de la coliflor, y ii) el promotor de la traduccién del virus de las manchas del tomate (TL). Las diferentes
proteinas de fusion generadas se representan en la Figura 5. La proteina de fusion y-zein-CT contiene la y-zeina entera
condensada a la CT. Las proteinas de fusiéon RX3-CT, R3-CT, P4-CT y X10-CT contienen los dominios derivados de
la y-zeina unidos a la CT de la misma forma que la y-zeina entera. Estas proteinas de fusién difieren esencialmente en
la presencia o ausencia de la repeticién y dominios proX.

Produccion de proteinas de fusion en plantas de tabaco

Todos los genes de fusién se usaron para la transformacidn estable de plantas de tabaco por medio de Agrobacte-
rium tumefaciens. Se regeneraron al menos veinte plantas resistentes a kanamicina independientes (To) para cada gen
de fusién. La seleccion de las plantas transgénicas se realizé por medio del andlisis por transferencia de western de
extractos de proteinas solubles usando un antisuero policlonal de y-zeina. En la Figura 6 se muestran los patrones de
inmunotransferencia de lineas transgénicas representantes de cada gen de fusién. Segun lo observado, se obtuvieron
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proteinas de fusién recombinantes en todas las lineas transgénicas con la excepcion del gen de fusién X10-CT, en el
que no se detectaron trazas de proteinas de fusion. Esta pequefia proteina de fusién (80 aminodcidos) probablemente
es inestable en plantas de tabaco. Se detectaron dos bandas inmunomarcadas en las lineas transgénicas R3-CT, una
con una masa molecular aparente elevada atipica. Probablemente, esta proteina de fusién se sometié a modificaciones
post-traduccionales tales como glicosilacién. De hecho, se ha demostrado que el dominio de repeticion rico en prolina
de la y-zefna es capaz de glicosilarse cuando se expresa en plantas de Arabidopsis (Alvarez y col., 1998). El nivel
de expresion de proteinas fue bastante variable entre las diferentes lineas de un mismo gen de fusién, con la excep-
cion del gen de fusion RX3-CT, que mostr6 un alto nivel de expresion de proteina recombinante en todas las lineas
transgénicas. Se realiz6 una seleccién de inmunotransferencia adicional usando un antisuero inducido especificamente
contra el péptido sCT (Figura 7 A). Como se observd, las proteinas RX3-CT y P4-CT se reconocian fuertemente por el
antisuero sCT, indicando que estas fusiones proporcionan una mejor acumulacion del péptido CT en plantas de tabaco.
Podria indicarse que los patrones de inmunotransferencia de RX3-CT y P4-CT presentaron varias bandas marcadas,
correspondiendo la banda principal a la masa molecular aparente correcta de la proteina recombinante relacionada.
Una hipétesis podria ser que las bandas marcadas de alto peso molecular eran el resultado de un proceso de oligo-
merizacién en dominios de la y-zefna que se formaban durante la acumulacién de las proteinas de fusién en tejidos
de plantas. Con el fin de comprobar los niveles de expresién de los genes de fusién en relacién con los niveles de
proteina, se realiz6 un andlisis de transferencia de northern comparativo (Figura 7 B) usando las lineas transgénicas
analizadas por inmunotransferencia en la Figura 7 A. Como se muestra, los transcritos de RX3-CT y P4-CT fueron los
m4s abundantes, lo que demuestra una acumulacién estable de estos transcritos. Sorprendentemente, los transcritos de
R3-CT fueron relativamente abundantes en comparacién con el bajo nivel de proteinas de fusion R3-CT detectado por
inmunotransferencia. Probablemente, la modificacion post-traduccional evita el autoensamblaje correcto de la proteina
de fusion y posteriormente su estabilidad en el ER.

El maximo nivel de expresion de las proteinas RX3-CT y P4-CT, medido por ELISA en extractos de proteina de
hoja de plantas T1, fueron respectivamente del 12,44% y del 10,65% de las proteinas totales solubles, mientras que los
niveles de expresion de y-zein-CT y R3-CT permanecieron tan bajos como el 0,01% de las proteinas solubles totales.
Con respecto a estos resultados, se eligieron las lineas transgénicas RX3-CT y P4-CT para experimentos adicionales
dirigidos a la produccién de calcitonina de plantas (pCT).

Localizacion subcelular de proteinas de fusion RX3-CT y P4-CT

La expresion de la y-zeina y dos mutantes de delecién de y-zeina en plantas Arabidopsis demostrd que estas
proteinas se localizaban dentro del ER de células de mesdéfilo formando PB derivados del ER (Geli y col., 1994).
Sin embargo, no hubo indicios de que la calcitonina condensada a derivados de y-zeina se clasificara en organulos
similares, los PB del ER. Para examinar la localizacién subcelular en hojas de tabaco de las proteinas de fusién de
y-zeina que contenian calcitonina, los inventores usaron microscopia inmunoelectrénica (Figura 8). Se incubaron
secciones ultrafinas de hojas de tabaco transgénicas que expresaban proteinas RX3-CT y P4-CT, con anticuerpos
contra CT y proteina A-oro. Se observaron unos organulos grandes de tipo PB fuertemente marcados en las células de
mesofilo de tabaco que expresaban RX3-CT y P4-CT (Figura 8 A y B, respectivamente). Se detectaron pocas vesiculas
por célula y su tamafio era bastante heterogéneo. Como las proteinas de fusién contenian la proteina calcitonina
y fragmentos de y-zeina, las secciones ultrafinas también se incubaron con anticuerpo contra y-zeina. Como era de
esperar, los PB se marcaron con el anticuerpo contra y-zeina confirmando que dentro de estos organulos se acumulaban
las proteinas de fusion (Figura 8 C). Para demostrar que los PB se formaban a partir del ER, las secciones se incubaron
con un anticuerpo contra la proteina residente en el ER, BiP (Figura 8 D). La existencia concomitante de las proteinas
de fusién de CT y BiP en estos orgdnulos indic6 que RX3-CT y P4-CT se acumulaban dentro del lumen del ER
para formar otras vesiculas derivadas del ER independientes. Como los inventores no pudieron detectar organulos de
tipo PB en secciones ultrafinas de plantas no transgénicas (Figura 8 E), los experimentos de control se realizaron sin
anticuerpo primario en plantas transgénicas (Figura 8 F). Como era de esperar, en los experimentos de control no se
detectd ningtin marcador especifico.

Purificacion de proteinas de fusion y liberacion de pCT

Se extrajeron eficazmente las proteinas de fusion RX3-CT y P4-CT a partir de hojas de tabaco transgénicas (T1)
usando un tampdn de extraccién que incluia un agente reductor tal como DTT (200 mM). Se recuperaron aproxi-
madamente 85 pg de RX3-CT y 73 ug de P4-CT por gramo de material fresco. Las proteinas RX3-CT y P4-CT se
concentraron respectivamente por precipitacién con sulfato aménico al 45% y 60%. Los extractos de proteina desala-
dos se fraccionaron por FPLC usando una cromatografia de intercambio aniénico y las proteinas de fusién recuperadas
se cuantificaron por ELISA. La proteina RX3-CT representd aproximadamente el 80% de las proteinas purificadas to-
tales, mientras que la P4-CT fue sélo aproximadamente el 50% de las proteinas purificadas totales. Tal diferencia
podia explicarse por el hecho de que con sulfato aménico al 60% precipitan mas proteinas que con sulfato aménico al
45% vy, por consiguiente, las proteinas P4-CT precipitadas contenian muchas mds proteinas contaminantes. Las pro-
tefnas de fusién RX3-CT y P4-CT parcialmente purificadas se digirieron por EK y la liberacién de pCT se controld
por una electroforesis en gel de Tris-Tricina poliacrilamida e inmunodeteccién. Como se muestra en la Figura 9, por
la escision tanto de RX3-CT como de P4-CT se gener6 una sola banda marcada correspondiente a la calcitonina.
Pequefias cantidades de las proteinas de fusiéon RX3-CT y P4-CT permanecieron sin digerir, probablemente debido a
la no accesibilidad de la enzima a algunos sitios de escision.
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Purificacion y caracterizacion de pCT

La calcitonina de las plantas (pCT) se aisl6 por fraccionamiento de las mezclas de digestién por EK en una columna
C18 RP-HPLC (Figura 10) y por andlisis de las fracciones eluidas por espectrometria de masas TOF-MALDI usando
sCT sintética como patrén (PM 3.433,24, Figura 11. A). La calcitonina pCT se eluy6 a 13 minutos (sCT sintética Tr =
14 min) y proporciond un solo espectro con un masa de 3.491,93 Da por espectrometria de masas TOF-MALDI, que
es coherente con la masa molecular tedrica de la calcitonina con una extensién C-terminal de glicina reducida (Figura
11 B). El andlisis de espectrometria de masas de la pCT sometida a digestién con carboxipeptidasa Y confirmé la
integridad de la glicina C-terminal, que es esencial para producir la prolamina C-terminal.

1. Discusion

Se presenta un sistema satisfactorio basado en proteinas de fusién para acumular calcitonina de salmén en plantas
de tabaco. Se descubrié que dos proteinas de fusién, RX3-Cal y P4-Cal, se acumulaban fuertemente en PB derivados
del ER de hojas de tabaco. Estas proteinas de fusién contienen el péptido CT y los dominios ricos en prolina de
la y-zeina que constan de i) el dominio de repeticién compuesto de ocho unidades del hexapéptido PPPVHL (s6lo
una unidad en la proteina de fusién P4-Cal) y ii) el dominio proX donde los restos de prolina alternan con otros
aminodcidos. Los dominios ricos en prolina de la y-zefna son necesarios para la retencion y el ensamblaje correctos
de la y-zeina dentro del ER de plantas del género Arabidopsis (Geli y coll., 1994). El plegamiento y la estabilizacién
de las cadenas polipeptidicas de la y-zeina en el ER se han atribuido a la capacidad de los dominios de repeticion y
proX de autoensamblarse y de promover la formacién de oligémeros. La conformacion particular adoptada por estos
dominios muy hidr6fobos se deberia a las secuencias ricas en prolina que pueden formar una estructura secundaria
anfipatica. Como resultado de su conformacién apropiada, los dominios ricos en prolina inducirian mecanismos de
agregacién que implican interacciones proteina-proteina y enlaces disulfuro cruzados que conducen a la retencién en
el ER y a la formacién de PB derivados del ER. Este ejemplo demuestra que cuando se expresan en una forma de
fusién N-terminal, los dominios ricos en prolina de la y-zeina conservan la capacidad entera de autoensamblarse y
de promover los acontecimientos complejos que conducen a la retencién y a la acumulacién en los PB derivados de
ER. También se descubri6 que la CT de salmén implicada en la proteina de fusién se acumulaba en gran medida en
los PB. FEl alto nivel de expresion de CT en las plantas de tabaco transgénicas se puede atribuir a la capacidad de los
dominios ricos en prolina de plegarse y estabilizar la proteina de fusién. La deposicién de la proteina de fusién en
los PB naturalmente contribuye al enriquecimiento de los tejidos de plantas en CT por medio de su eliminacién del
medio intracelular hidrolitico. Como los péptidos pequefios son inestables en sistemas biol6gicos, actualmente se usa
el procedimiento de las proteinas de fusién para producir calcitonina en sistemas heter6logos, por ejemplo, en E. coli
(Ray y col., 1993; Yabuta y col., 1995; Hong y col., 2000), en Staphylococcus carnosus (Dilsen y col., 2000) y en
la leche de conejos transgénicos (Mckee y col., 1998). En este dltimo caso, la fusién de CT con lactoalbimina alfa
humana también tiene el fin de enmascarar la actividad de la calcitonina para evitar una posible interferencia con el
desarrollo normal del animal.

Los inventores tuvieron éxito en la rapida produccién de sCT extendida con glicina a partir de plantas de tabaco:

i) las proteinas de fusiéon RX3-Cal y P4-Cal se recuperaron eficazmente a partir de tejidos de tabaco debido a
su alta solubilidad en presencia de agentes reductores,

ii) la liberacién de la calcitonina por la accién de una enteroquinasa a partir de las proteinas de fusion se
realiz6 después de una etapa de purificacion de la proteina de fusidn por una cromatografia de intercambio
aniénico, y

iii) una cromatografia de fase inversa condujo a la CT purificada por su eliminacidn de la mezcla de la digestién
de EK.

El andlisis de espectrometria de masas de la CT liberada confirmé que se producia una CT extendida con glicina
correcta por las plantas de tabaco.
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REIVINDICACIONES
1. Una secuencia de 4dcido nucleico que comprende:

una primera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina y-zeina,
o un fragmento de la misma que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos
capaz de dirigir y retener una proteina en el reticulo endopldsmico (ER) de una célula vegetal;

una segunda secuencia de dcido nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminodcidos que se puede escindir especificamente por medios enziméaticos o quimicos; y

una tercera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucledtidos que codifica un producto de
interés;

donde el extremo 3’ de dicha primera secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 5’ de dicha segunda
secuencia de dcido nucleico y el extremo 3’ de dicha segunda secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 5’ de
dicha tercera secuencia de 4cido nucleico.

2. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha primera secuencia de dcido
nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina y-zeina de longitud completa.

3. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha primera secuencia de dcido
nucleico comprende:

- una o mds secuencias de nucledtidos que codifican todo o parte del dominio de repeticion de la proteina y-
zeina;

- una o mds secuencias de nucleétidos que codifican todo o parte del dominio ProX de la proteina y-zeina; o

- una o mds secuencias de nucleétidos que codifican todo o parte del dominio de repeticién de la proteina y-
zeina, y una o més secuencias de nucleétidos que codifican todo o parte del dominio ProX de la proteina y-
zeina.

4. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha primera secuencia de dcido
nucleico se elige entre el siguiente grupo:

- la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID NO: 1 [secuencia de nucledtidos que codifica la y-zefna
(Figura 1A)],

- la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID NO: 2 [secuencia de nucledtidos identificada como RX3
(Figura 1B)],

- la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID NO: 3 [secuencia de nucledtidos identificada como R3
(Figura 1B)],

- la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID NO: 4 [secuencia de nucledtidos identificada como P4
(Figura 10)], y

- la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID NO: 5 [secuencia de nucleétidos identificada como X10
(Figura 10)].

5. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en la que dicha segunda secuencia de dcido
nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que define un sitio de
escision por proteasas.

6. Secuencia de dcido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha proteasa es una enteroquinasa,
una endoproteasa de Arg-C, una endoproteasa de Glu-C, una endoproteasa de Lys-C o el factor Xa.

7. Secuencia de dcido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en la que dicha segunda secuencia de 4cido
nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un aminoacido que se puede escindir especificamente
por un reactivo quimico.

8. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicho reactivo quimico es bromuro de
ciandgeno.

9. Secuencia de 4acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1-8, en la que dicho producto de interés es un
farmaco proteico.
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10. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que dicho farmaco proteico es una
hormona peptidica o un interferén, siendo dicho farmaco eficaz en el tratamiento del cuerpo humano o animal.

11. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que dicha hormona peptidica se selec-
ciona entre calcitonina, eritropoyetina, trombopoyetina y hormona de crecimiento.

12. Secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha tercera secuencia de acido
nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la calcitonina y un codén para glicina en el extremo 3’
de dicha secuencia de 4cido nucleico que codifica la calcitonina.

13. Una proteina de fusién que comprende:

(i) la secuencia de aminodcidos de la proteina y-zeina, o un fragmento de la misma capaz de dirigir y retener
una proteina en el ER de una célula vegetal,

(i1) una secuencia de aminodcidos que se puede escindir especificamente por medios enzimaticos o quimicos,
y

(iii) un producto de interés;

siendo dicha proteina de fusién el producto de expresion de la secuencia de dcido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-12 en un sistema vegetal hospedador.

14. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 13, que comprende la proteina y-zeina de longitud com-
pleta.

15. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada
en la Figura 1A e identificada en la SEC ID NO: 6.

16. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 13, que comprende un fragmento de la proteina y-zeina,
conteniendo dicho fragmento una secuencia de aminodcidos capaz de dirigir y retener una proteina en el ER de una
célula vegetal.

17. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 16, que comprende un fragmento de la proteina y-zeina
seleccionado entre el grupo que esté constituido por:

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 7 [secuencia de aminodcidos correspondiente a
RX3 (Figura 1B)],

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 8 [secuencia de aminodcidos correspondiente a
R3 (Figura 1B)],

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 9 [secuencia de aminodcidos correspondiente a
P4 (Figura 1C)], y

- la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 10 [secuencia de aminoécidos correspondiente a
X10 (Figura 10)].

18. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que dicha secuencia de aminodcidos que se puede
escindir especificamente por medios enzimaticos comprende un sitio de escisién por proteasas.

19. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que dicha secuencia de aminoécidos que se puede
escindir especificamente por medios quimicos comprende un sitio de escision que se puede escindir por un reactivo
quimico.

20. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacidon 13, en la que dicho producto de interés es un farmaco
proteico.

21. Una construccion de 4cido nucleico que comprende (i) una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 12, y (ii) una secuencia de nucleétidos reguladora que regula la transcripcion del
dcido nucleico de la invencion (i), siendo dicha secuencia reguladora (ii) funcional en plantas.

22. Construccién de acuerdo con la reivindicacién 21, en la que dicha secuencia reguladora (ii) es especifica de
tejidos.

23. Construccién de acuerdo con la reivindicacién 21, en la que dicha secuencia reguladora (ii) comprende un
promotor funcional en plantas.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2289 185 T3

24. Construccién de acuerdo con la reivindicacion 22, en la que dicha secuencia reguladora (ii) comprende el
promotor de 35SCaMYV, el promotor de “patatina”, un promotor de proteinas de almacenamiento, el promotor del gen
de la ubiquitina o las secuencias reguladoras del gen de la y-zeina.

25. Construccién de acuerdo con la reivindicacién 21, en la que dicha secuencia reguladora (ii) comprende una
secuencia de terminacion de la transcripcién funcional en plantas.

26. Construccién de acuerdo con la reivindicacion 25, en la que dicha secuencia reguladora (ii) comprende el
terminador de 35SCaMV, el terminador del gen de la octopina sintasa (ocs), el terminador del gen de la nopalina
sintasa (nos) o el terminador del gen de la y-zeina.

27. Construccién de acuerdo con la reivindicacién 21, en la que dicha secuencia reguladora (ii) comprende ademas
un potenciador de la traduccién funcional en plantas.

28. Construccion de acuerdo con la reivindicacion 27, en la que dicho potenciador de la traduccion funcional en
plantas comprende la secuencia promotora para la transcripcion del virus de las manchas del tomate, y similares.

29. Un vector que comprende una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 12, o una construccién de 4cido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21 a 28.

30. Un sistema vegetal hospedador transformado, habiéndose transformado dicho sistema vegetal hospedador con
una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o con una construccién
de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 21 a 28, o con un vector de acuerdo con la
reivindicacién 29.

31. Un sistema vegetal hospedador transgénico, comprendiendo dicho sistema vegetal hospedador transgénico,
integrado en su genoma, una secuencia de dcido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

32. Sistema vegetal hospedador de acuerdo con la reivindicacién 30 6 31, en el que dicho sistema vegetal hospe-
dador es una planta monocotiledénea o dicotiledénea.

33. Sistema vegetal hospedador, de acuerdo con la reivindicacion 32, en el que dicho sistema vegetal hospedador
es un cereal, una legumbre, una crucifera o una solandcea.

34. Sistema vegetal hospedador de acuerdo con la reivindicacién 30 6 31, que comprende una semilla.
35. Un procedimiento para producir un producto de interés en un sistema vegetal hospedador, que comprende
desarrollar un sistema vegetal hospedador transformado o transgénico de acuerdo con las reivindicaciones 30-34, en

condiciones que permiten la produccidn y expresion de dicho producto de interés en forma de una proteina de fusion.

36. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 35, que comprende ademds el aislamiento y purificacién de
dicha proteina de fusién.

37. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 35 6 36, que comprende ademads la liberacién de dicho producto
de interés a partir de dicha proteina de fusion.

38. Un procedimiento para producir calcitonina en un sistema vegetal hospedador, que comprende:

a) transformar un sistema vegetal hospedador con un vector de expresion o con una construccion de 4cido nucleico,
que comprende una secuencia reguladora para la transcripcion de una secuencia de acido nucleico (secuencia de acido
nucleico de la invencién) que consta de:

una primera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina y-zeina,
o un fragmento de la misma que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos

capaz de dirigir y retener una proteina en el reticulo endopldsmico (ER) de una célula de una planta;

una segunda secuencia de dcido nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminodcidos que se puede escindir especificamente por medios enzimédticos o quimicos; y

una tercera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de nucleétidos que codifica calcitonina;

donde el extremo 3’ de dicha primera secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 5’ de dicha segunda
secuencia de dcido nucleico y el extremo 3’ de dicha segunda secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 5 de
dicha tercera secuencia de acido nucleico;

b) generar plantas completas a partir de dichos sistemas vegetales hospedadores transformados con dicho vector

de expresion o construccion de dcido nucleico;
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c) desarrollar tales plantas transformadas en condiciones que permitan la produccién y expresion de la calcitonina
en forma de una proteina de fusion; y, si se desea

d) aislar, purificar dicha proteina de fusién y tratar dicha proteina de fusion para liberar la calcitonina.
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Secuencia de la y-zeina
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Secuencia de RX3
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Advanced in Vitro Cell Technologies, S.L.

<120> Produccion de productos de interés por acumulacion en cuerpos proteicos derivados del reticulo endopldsmico.

<160> 10

<210> 1

<211> 672
<212> ADN
<213> Zea mays

<400> 1

atgayggtgt
catacaagcg
catctgccac
ccgecgecgy
ccaccatgee
tgcccgtgcec
agcaccccga
acgccecctacs
caggtggagc
cagcagcage
ctgacggcga
gtccecccecacg

<210>2
<211> 339
<212> ADN
<213>

<400> 2

atgagggtgt
catacaagcg
catctgccac
ccgeccgecgg
ccaccatgcee
tgcccgtgee

<210>3
<211> 276
<212> ADN
<213>

<400> 3

atgagggtgt
catacaagcg
catctgccac
ccgecgeegg
ccaccatgcc

<210>4
<211> 213

tgctcgttgce
gcggetgegg
ctccggttca
tccacctgee
agctaccctac
aacagccgea
tcctgggeca
gctecgectca
cgcagcaccg
cgcaaagcegg
tgtgcggect
cc

tgctecgtige
gcggetgegg
cteceggttca
tccacctgce
actaccctac
aacagccgcea

tgctegttge
gcggetgegg
ctccggtrcea
tccacctgec
actaccctac

cctcgetctce
ctgccagcca
cctgccacct
accgeegygte
tcaaccgcecce
tccaagccceg
gtgcgtcgag
gtgccagtcg
gtaccaggcg
ccaggtcgeg
gcagcagccg

cctegetcete
ctgccagcca
cctgeccaccet
accgeegqgte
tcaaccgecce
tccaagccecg

cctecgetetce
ctgccagceca
cctgccacct
accgccggtce
tcaaccgcce

ctggctctceg
ccgecgecgg
ccggtgcatc
catgtgccgce
cggcectcecage
tgccagcectgce
tttctgaggce
ttgcggcage
atcttcgget

gggctgttgg
actccatgce

ctggetctcg
ccgeccgecygy
ccggtgceatce
catgtgccgce
cggcctcage
tgeecagacce

ctggctctcg
cecgecgeegyg
ccggtgcatc
catgtgcecge
cggacc

ctgcgagege
ttcatctacc
tcccaccgec
cgeceggttecea
ctcatcccca
agggaacctyg
atcagtgcag
agtgttgcca
tggtcctceca
cggcgcagat
cctacgetge

ctgcgagcge
ttcatctace
tceccaccgece
cgceggttea
ctcatcccca

ctgcgagege
ttcatctacce

cacctccacg
gccgceecgglg
ggtccacctg
tctgeegecyg
gccacacccea
cggcgttggc
cccgacggcg
gcagectcaqqg
gtccatcctg
agcgcagceaa
tgccggeggt

cacctccacg
gccgceggrg
ggtccacctg
tetgccgeeg
gccacaccca

cacctccacg
gccgccggtg

tcccaccgec ggtccacctg

cgccggttca

tctgcecgeeg

60
120
180
240
30¢
360
420
480
540
600
660
672

60
120
1890
2430
300
339

60
120
180
240
276
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<212> ADN
<213>

<400> 4

atgagggtgt
catacaagcey
tgccactacce
tgccaacagc

<210>5
<211> 180
<212> ADN
<213>

<400> 5

atgagggtgt tgctcgotgce cctegcetecte ctggetoteg ctgcgagege cacctccacg
catacaagcg gcggetgcgg ctgccaatge cactacccta ctcaaccgee ceggectcaq
cctcatcecee agececacaccee atgeeccgtge caacagecge atccaagecce gtgecagace

<210> 6

<211> 224
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 6

Met Arg
1

Ala Thr

Pro Val

Pro Pro
S0

His Leu
65

Pro Pro

Gln Pro

Leu Gln

Val Glu

130

Ser Pro
145
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tgctecgttge cctcecgcectcto
gcggetgegg ctgecageca
ctacacaacc gececcggece
cgcatccaag cccjtgccag

val

Ser

His

35

Pro

Pro

Cys

His

Gly

115

Phe

Gin

Leu

Thr

20

Leu

Val

Pro

His

Pro

100

Thr

Leu

Cys

ctggctctcg ctgcgagcgc cacctccacg 60
ccgeecgeegg ttcatctgec geegecacca 120
cagectcatc cccagececaca cccatgeecey 180
acc 213

60
120
180

Leu Val Ala Leu Ala Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ser

10 15

His Thr Ser Gly Gly Cys Gly Cys Gln Pro Pro Pro

25 30

Fro Pro Pro val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu

40 45

His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val

55

60

Pro Val His val Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro

70

75 80

Tyr Pro Thr Gln Pro Pro Arg Pro Gln Pro His Pro

85

90 85

Cvs Pro Cys Glrn Gln Pro His Pro Ser Pro Cys Gln

105 110

Cys Gly Val Gly Ser Thr Pro Ile Leu Gly Gln Cys

120 125

Arg His Gln Cys Ser Pro Thr Ala Thr Pro Tyr Cys

135

140

Gln Ser Leu Arg Gln Gln Cys Cys 5ln Gln Leu Arg

150

155 160
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Gln

Gln

<210>7
<211> 113
<212> PRT
<213>

<400> 7

Met
1

Ala

Pro

°ro

His

65

Pro

Gln

Tyr

<210> 8
<211>92
<212> PRT

Yal

Ser

Ala

Pro
210

Thr

Val

Pro

50

Pro

Pro

Ile

Ala

195

Thr

Val

Serx

His

35

Pro

Pro

His

Prc

Leu

180

Gln

Pro

Leu

Thr

20

Leu

val

Pro

His

Pro
100

Gln
165
Gln

Tle

Cys

Leu

His

Pro

His

Pro

Tyr

85

Cys

His

Gln

Ala

Pro

val

Thr

Leu

val

70

Pro

Pro
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Gln

Tyr

215

Ala

Pro

Thr

Cys

Tyr

Pro

Gln

200

Ala

Leu

Gly

Gln

Gln

Gln
Gin
189

Leu

Ala

Ala

Gly
25

Pro

Gln
105

Ala
170
Ser

Thr

Ala

Leu
10

Cys

Val

Pro

Pro

30

Pro

Ile

Gly

Ala

Gly

Leu

Gly

Pro

His

Pro

75

Axg

His

‘Q
>
4]

Gln

Met

Gly
220

Ala

Cys

Pro

Leu

60

vVal

Pro

Pro

Gly

Val
Cys
205

val

Leu

Gln

His

Gln

Ser

Leu
Ala
190

Gly

Pro

Ala

Pro
30

Leu

'o
ty
2

Pro
110

\_}al
175
Gly

Leu

His

3la

15

Pro

His

Pro

Pro

His
95

Cys

Leu

Leu

Gln

Ala

Ser

Pro

Leu

Pro
80

Pro

Gln
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<400> 8

Met
1

Ala

Pro

Pro

His

Pro

<210>9
<211>171
<212> PRT

<400> 9

Met
1

Ala

Pro

Arg

His
65

<210> 10
<211> 60
<212> PRT

<400> 10

Met
1

‘Ala

Pro

Arg

Thr

val

Pro
S0

Leu

Pro

Arg

Thr 3

Pro
50

Pro

Arg

Thr

Thr

Cys
50

Ser

His
35

val

His
35

Gln

Ser

Val

Ser

Gln
35

Gln

Leu Lleu
5

Thr His
20

Leu Pro

val His

Pro Pro

His Tyr
85

Leu Leu
5

Thr His
20

Leu Pro

Pro His

Pro Cys

Leu Leu
S

Thr His
20

Pro Pro

Gln Pro
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val Ala Leu

10

Leu

Thr Ser Gly Cys

Pro Pro Val

40

Leu

Pro Pro Val

5%

Leu

val
70

His Val Pro Pro

Pro Thr Gln Pro

30

Pro

Val Ala Leu Ala Leu

10
Thr Ser Gly Gly
25

Cys

Pro Pro Pro Cys His

40

Gln Pro H:i.s
5%

Pro Pro

Gln
70

Tyr

val Ala Leu Ala Leu

10

Thr Ser Gly Gly Cys

28

Pro Gln Pro
40

Arg His

Pro Ser Pro
55

His Cys

Ala Leu Ala Ala Ser

13

Leu

Gln Pro Pro Pro

30

Cys

Pro val

45

Pro Pro His Leu

Leu Pro Pro Pro Val

60

His

Val Pro Pro

80

Pro His Leu

75

Arg Tyr

Leu Ala Leu Ala Ala
15

Ser

CGly Cys Gln Pro Pro
ic

Pro

Tyr Pro Thr Gln Pro
45

Pro

Cys Pro Cys Gln Gln
60

Pro

Lec Ala Leu Ala Ala

15
Gly Cys Gln Cys His
30

Tyr

Pro Gln Pro His Pro

45

Cys

Gln Tyr
60
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