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RESUM

Fins al comencament del segle xx1, les plantes havien estat la font de remeis per a
malalties en humans. Despreés, els extractes vegetals van ser substituits per productes pro-
duits a escala industrial per sintesi quimica. Durant les darreres decades del segle xx, va
apareixer una alternativa a la sintesi quimica gracies al desenvolupament de l'enginyeria
genetica en bacteris, llevats i cellules animals per a la produccié de proteines recombi-
nants. Amb el desenvolupament recent de les metodologies de transformacio vegetal, les
plantes ofereixen un sistema alternatiu al bacteria o al de cultiu de cellules animals, per a
la produccié de proteines recombinants a baix cost i segur per a la salut humana. En
aquest article illustrem els avantatges i desavantatges de diferents sistemes vegetals
(transformacio estable i transitoria), les seves limitacions i reptes. També exposem les mi-
llores que actualment s’estan duent a terme, emprant especies diferents de plantes i siste-
mes diferents d’expressié per tal de consolidar aquestes factories per a la producci6 de
proteines terapeutiques senzilles o molt complexes.

Paraules clau: biofactoria vegetal, proteina recombinant, planta transgenica, proteina
terapeutica.

MOLECULAR FARMING: PLANT MADE BIOPHARMACEUTICALS

SUMMARY

Plants were the main source for human drugs until the beginning of the nineteenth
century when plant-made pharmaceuticals were partly supplanted by drugs produced by
the industrial methods of chemical synthesis. During the last decades of twentieth cen-
tury, genetic engineering has offered an alternative to chemical synthesis using bacteria,
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yeast and animal cells as a factories for the production of recombinant proteins. With the
recent development of plant-based recombinant protein production systems, plants offer
a safe and extremely cost effective alternative to microbial and mammalian cell cultures.
Here, we evaluate the advantages and disadvantages of different plant expression sys-
tems (stable nuclear, or transient transformations) and their current limitations or chal-
lenges. We also illustrate that current improvements in plant expression systems and
plant hosts are making them suitable as alternative factories for the production of either
simple or highly complex recombinant proteins.

Key words: molecular pharming, plant-made pharmaceuticals, recombinant protein,

transgenic plant, therapeutic protein.

En els darrers trenta anys s’ha dedicat
un gran esfor¢ al desenvolupament de tec-
nologies per a la producci6 de proteines re-
combinants en sistemes in vitro i in vivo.
Cada sistema té els seus avantatges i incon-
venients a '’hora d’expressar proteines he-
terologues. Encara que la demanda de pro-
teines terapeutiques i enzims industrials
creix dia a dia, actualment la capacitat de
produccid per a la majoria de proteines re-
combinants és limitada. Es per aixo que cal
avaluar els diferents sistemes biologics
d’expressio i escollir aquell que garanteixi
la producci6 d'un producte funcional i
amb un cost efectiu. De fet, cap sistema és
ideal per a qualsevol proteina recombi-
nant, i normalment caldra utilitzar un sis-
tema biologic o un altre, depenent d'un
gran nombre de factors, com la toxicitat del
producte, el rendiment, les caracteristiques
especifiques de la proteina, les estratégies
de purificacio, els costos de produccio, el
confinament, els problemes ambientals, la
percepcié publica, etc.

LES PLANTES
COM A BIOFACTORIES

Durant milers d’anys les plantes s’han
utilitzat com a font d’alimentacié i de pro-
ductes terapeutics. El primer text conegut
sobre plantes medicinals va ser escrit fa

més de 4.500 anys a la Xina sota la direccid
de l'emperador Shen-Nung, i s’hi descri-
uen 365 plantes medicinals. Més a prop,
1.500 anys aC, els egipcis ja empraven ex-
tractes vegetals com a medicines. Els pa-
pirs d’Ebers descriuen set-cents remeis
provinents de plantes, com la Mandragora
officinarum, el Ricinus communis i el Canna-
bis. El gran gir en la historia dels medica-
ments es va produir des del principi del se-
gle xx fins als anys setanta, quan els
productes farmacéutics van ser dominats
per la industria quimica amb el desenvolu-
pament de processos com més va més
sofisticats per a l'extraccio, purificacio i
sintesi de compostos actius. Com a com-
plement als processos de sintesi i extraccid,
I'enginyeria genetica va entrar a la indus-
tria farmaceutica al comencament dels se-
tanta i va obrir la possibilitat de biosintetit-
zar, en bacteris, llevats o cellules animals,
molecules complexes que no es podien sin-
tetitzar quimicament o en les quals el pro-
cés d’extraccié de les plantes es feia inac-
cessible. Recentment la transformacio
genica de vegetals ha forgat la introduccié
de les plantes dins el mén de la industria
farmaceéutica a causa de la recerca de nous
sistemes de produccié de proteines recom-
binants. Es evident que les plantes sén una
alternativa per expressar de manera efici-
ent i barata proteines recombinants, i ofe-
reixen avantatges sobre altres sistemes
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d’expressio, com per exemple a) baix cost
de produccio, productes lliures de virus i
prions que infectin humans, b) la produc-
cié a gran escala de proteines terapeuti-
ques d’acord amb la demanda global i ¢) a
diferéncia de la fermentacid microbiana,
les plantes son capaces de dur a terme mo-
dificacions posttraduccionals generalment
necessaries per a l'activitat de moltes pro-
teines terapeutiques (Walsh i Jefferis, 2006;
Gomord i Faye, 2004; Twyman et al., 2003).
La seroalbimina humana va ser la primera
proteina recombinant produida en plantes
transgeniques de patata i tabac (Sijmons et
al., 1990), i a partir d’aleshores la utilitzacio
de les plantes com a sistema d’expressio es
va ampliar a altres proteines com citocines,
collagen, enzims industrials, anticossos i
vacunes humanes i animals (Ma ef al., 2005;
Gomord et al., 2004). Les propietats d"utilit-
zar les plantes com a bioreactors en lloc de
microorganismes, cultius cellulars d’ani-
mals o animals transgenics les han docu-
mentades cientificament aquests darrers
anys molts investigadors (Ma et al., 2003;
Fisher et al., 2004; Menkhaus et al., 2004;
Ma et al., 2005; Gomord ef al., 2005).

Tot i la preocupacié social per aquesta
tecnologia, s’han fet moltes millores en els
sistemes de transformacié que han portat a
la creacié de plataformes de produccié de
proteines recombinants en plantes. Aixi, el
Departament d’Agricultura dels Estats
Units va aprovar per primera vegada una
proteina produida en plantes, una vacuna
contra la paramixovirosi aviaria (malaltia
de Newcastle) desenvolupada per Dow
AgroSciences en cultius de cellules vege-
tals modificades geneticament. Un altre
exemple és la utilitzacié de plantes modifi-
cades geneticament en casos en que es fa
necessari un increment rapid de producci6
d’anticossos (Ma et al., 1995). De fet, la pro-
duccié d'immunoglobulines en plantes ens
diu que les cellules vegetals son capaces de
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sintetitzar, acoblar via ponts disulfur i pro-
cessar correctament les cadenes lleugeres i
pesades dels anticossos.

Les estrategies emprades per a l'expres-
si6 de proteines en plantes han evolucionat
rapidament, s’han emprat moltes especies
vegetals i s’han desenvolupat nous proce-
diments de transformacions estables i pro-
cediments per a transformacions transito-
ries.

PLANTES TRANSGENIQUES

Els primers assajos per expressar protei-
nes recombinants en plantes es van fer als
anys vuitanta coincidint amb el desenvolu-
pament de les tecniques de transformacio
del genoma nuclear de plantes (Horsch et
al., 1895). En els primers assajos per acon-
seguir plantes transgéniques que expres-
sessin un producte terapeutic es va utilit-
zar el metode classic d'inserci6 d'un DNA
exogen en el genoma nuclear de la planta
emprant un bacteri intermediari, Agrobac-
terium, i el tabac com a planta hoste
(McCormick et al., 1999). La introduccié
d’una seqiiencia promotora a l'inici de la
construcci6 de DNA és essencial per a
la transcripcié del transgen. El promotor
del virus del mosaic de la col-i-flor (CaMV)
(Fang et al., 1989) ha estat el més utilitzat.
Es un promotor constitutiu, és a dir, que
permet l'expressid del transgén en qualse-
vol teixit de la planta, encara que no amb
la mateixa intensitat d’expressio. Es neces-
sari, a més, que el plasmidi (DNA) contin-
gui un gen que confereixi resisténcia a un
herbicida (per exemple, kanamicina) per
poder separar després de la transformacio
aquelles plantes que son transgeniques de
les que no ho sén. Si la proteina recombi-
nant es vol expressar en un teixit concret
caldra utilitzar un promotor que tan sols
permeti la transcripcié en aquell teixit. Un
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bon exemple en sén els promotors dels
gens de proteines de reserva de la llavor,
que, introduits en el transgen, expressaran
la proteina recombinant inicament a la lla-
vor de la planta. Cal tenir en compte, pero,
que la transformaci6 estable nuclear té in-
convenients, entre d’altres: a) silenciament
de 'RNA del transgen, del qual parlarem
més endavant, b) fendOmens epigenetics
(metilacions produides en el transgen) i c)
efecte de posicié (depenent d’on s’insereixi
el transgen en el genoma pot anullar la se-
va transcripcio i, per tant, I'expressio de la
proteina).

EXPRESSIO TRANSITORIA

L'expressio transitoria és l'expressid de
proteines en un sistema biologic sense inte-
grar el transgen en el seu genoma nuclear.
Aquest és el metode més rapid conegut per
a la produccié de proteines en plantes. Es
un sistema que no requereix fer créixer les
plantes transgeniques al camp, ja que po-
den créixer en medis confinats (hiverna-
cles), permet estandarditzar els processos
de producci6 i, el més important, resoldre
el problema del silenciament genic, co-
transformant el transgen emprat amb una
proteina virica supressora del silencia-
ment. Hi ha tres vies diferents per aconse-
guir una expressio transitoria de la protei-
na recombinant: a) la transformacié directa
(bombardeig de particules cobertes del
DNA, transformacié de protoplasts amb
polietilenglicol, i microinjeccid), b) infeccié
virica de la planta —el virus estara modifi-
cat geneticament, de manera que s’intro-
dueix el transgen corresponent a la protei-
na que volem expressar (Alamillo et al.,
2006)— i c) infecci6 bacteriana —el plasmi-
di que conté el transgén s’introdueix en
Agrobacterium tumefaciens, que, alhora, s'in-
troduira dins les cellules vegetals per siste-

mes de buit o0 a pressié emprant una xerin-
ga (Kapila ef al., 1997). Avui dia el més uti-
litzat és aquest darrer metode, amb el qual
s’han produit anticossos, vacunes i altres
productes farmaceutics.

PLANTES HOSTES

Les especies vegetals més freqiientment
utilitzades per a la produccié de proteines
terapeutiques son aquelles de les quals
aprofitem la llavor, com l'arros, el blat de
moro i el gira-sol, o bé aquelles que tinguin
molta biomassa foliar, com el tabac i l'al-
fals.

Llavors de cereals com a bioreactors

En el context dels sistemes de plantes
utilitzades com a bioreactors cal assenyalar
el paper de les llavors. Les llavors son or-
gans que acumulen naturalment una gran
quantitat de proteina, que es manté estable
en un entorn petit i compacte amb baix
contingut en aigua. Aixi doncs, a les quali-
tats propies que tenen les plantes en gene-
ral per produir proteines recombinants
(absencia de patogens animals, facilitat
d’escalat i produccié barata de biomassa)
cal afegir la facilitat de transport i d’emma-
gatzematge estable que permeten les lla-
vors. Sha demostrat que diverses protei-
nes recombinants, incloent-hi anticossos i
vacunes, s'acumulen en bona quantitat a
les llavors, on es mantenen funcionals al
llarg dels anys en condicions ambientals.

Les llavors més utilitzades es correspo-
nen amb els cultius de gra més estesos ar-
reu del moén, els cereals en primer lloc i a
bona distancia els llegums. Cal destacar
que aquestes llavors son objecte de consum
directe i, per tant, presenten bones pers-
pectives d’aplicacié en vacunacions, apor-
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tacié de nutraceutics i tractament de malal-
ties per via oral (Nochi et al., 2007). En
aquests casos no cal purificar el producte i,
en conseqiiencia, s'abarateix extraordinari-
ament la produccié.

El blat de moro i l'arros son els cereals
més utilitzats en les plataformes industri-
als de produccié de proteines en llavors.
Ambdds tenen avantatges, com sén un
gran rendiment anual de gra, la disponibi-
litat de sistemes de transformacio eficients
que inclouen I'ts de promotors ben carac-
teritzats, i I'existencia de practiques agrico-
les de cultiu, recolleccié i emmagatzema-
ment molt ben establertes. El principal
inconvenient que té el blat de moro és que
és una planta de pollinitzacié creuada i,
per tant, un cop transformat esta sotmes a
importants restriccions normatives que en
regulen el conreu. L'arros, per contra, és
una planta que s’autopollinitza i que, per
tant, presenta baix risc de flux genétic amb
especies relacionades. A la taula 1 es mos-
tren algunes de les proteines recombinants
obtingudes utilitzant les llavors transgeni-
ques de blat de moro i d’arros com a bio-
factories, i s’assenyalen les seves aplicaci-
ons i les empreses o grups académics
implicats en l'estudi i la produccié. La pri-
mera proteina recombinant comercialitza-
da produida en plantes, l'avidina, es va ob-
tenir de blat de moro transformat amb el
gen corresponent del pollastre (Hood et al.,
1997). Des de llavors s’han llencat al mer-
cat diverses proteines d’aplicacio industrial
produides en cereals, com la tripsina, la
laccasa o la cellulasa (vegeu la taula 1).
També s’han dut a terme diferents plata-
formes tecnologiques empresarials per
produir proteines d’aplicacié terapeutica,
algunes en fases molt avangades de les
proves cliniques requerides pels organis-
mes sanitaris pertinents (com la vacuna
Lt-B, la lactoferrina i el lisozim, vegeu la
taula 1).
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El tercer cereal utilitzat com a bioreactor
és l'ordi. Encara que el seu rendiment en
gra és menor que el del blat de moro i l'ar-
ros, la seva produccié és també més barata
i s'autopollinitza. Algunes empreses ’han
inclos en les seves plataformes tecnologi-
ques (com Ventria Bioscience), i dues em-
preses d’Islandia, ORF Genetics i Malta-
gen, l'han adoptat com a sistema de
produccié aprofitant l'avinentesa que la
flora local no permet pollinitzacié creuada
amb l'ordi (Sparrow et al.,, 2007). L'entorn
islandes, doncs, és un bon sistema natural
de confinament per a l'ordi transgenic.

Els llegums es troben a gran distancia
dels cereals pel que fa al seu us per a la
produccié i comercialitzacié de proteines
recombinants. Els casos més estudiats sén
el pesol i la soja, tots dos autopollinitzants
i amb un gran contingut de proteines a les
seves llavors (30-40 % del pes). Entre els re-
sultats més prometedors trobem uns bons
nivells d’acumulacié d’anticossos expres-
sats en el pesol (Saalbach et al., 2001), la va-
cuna Lt-B i un péptid hipotensor a les lla-
vors de soja transformada (Moravec et al.,
2007; Yamada et al., 2008). El desenvolupa-
ment dels llegums com a biofactories esta
encara retardat i, en particular, manca un
bon meétode de transformacié de la soja
(Lau i Sun, 2009).

Finalment, cal esmentar el paper que te-
nen les llavors de plantes oleaginoses en
les plataformes tecnologiques de produc-
ci6 de proteines recombinants. Les llavors
oleaginoses, com les de la colza, el gira-sol
o el cartam (o safra bord), tenen una carac-
teristica que les fa ttils com a bioreactors.
Aquestes llavors emmagatzemen els olis
en uns organuls anomenats cossos oleics (oil
bodies), que tenen una proteina de mem-
brana, l'oleosina, ben caracteritzada. L'em-
presa SemBioSys disposa d’'una tecnologia
basada en la fusié de I'oleosina a la protei-
na d’interes que facilita l'extracci6 dels
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TauLA 1. Exemples significatius de proteines industrials i terapéutiques produides en llavors

Llavor Producte Aplicacié Empresa o grup académic

Blat de moro Avidina Diagnostic Prodigene i Sigma
Tripsina Enzim industrial Prodigene i Sigma
Peroxidasa Enzim industrial Applied Biotech Institute
Laccasa Enzim industrial Applied Biotech Institute
CeHulasa Enzim industrial Applied Biotech Institute
Avicidina (anticos) Cancer colorectal NeoRx/Monsanto
Vacuna Lt-B Diarrea Prodigene
Vacuna HN Virus Newcastle Guerrero-Andrade et al., 2006

Arros Seroalbtimina humana Cirrosi, cirurgia Ventria Biosciences
Lactoferrina Nutrici6 infantil i diarrea Ventria Biosciences
Lisozim Nutrici6 infantil i diarrea Ventria Biosciences
Toxina B del colera Colera Nochi et al., 2007
Vacuna proteina SS1 Hepatitis B Qian et al., 2008

Cartam Insulina Diabetis SemBioSys
Somatotropina de carpa Additiu piscifactoria SemBioSys

Dades tretes de Lau i Sun, 2009; Spok et al., 2008; Ramessar et al., 2008; Basaran i Rodriguez-Cerezo, 2008, i de

les webs de les empreses.

productes i n’abarateix la purificacié. La
planta més utilitzada és el cartam, i cal
destacar l'entrada en el mercat de la soma-
totropina de la carpa i la produccié d’insu-
lina (vegeu la taula 1). Aquesta proteina te-
rapéutica es troba en fase molt avancada
de les proves cliniques i podria ser comer-
cialitzada vora el 2011 (vegeu la taula 1).
Aquestes especies vegetals no sén exclu-
sives; n'hi ha d’altres emergents que s’in-
vestiguen actualment en diverses compa-
nyies, com les algues, les molses i els
cultius de cellules vegetals, perque oferei-
xen dos avantatges importants: a) d’acord
amb la demanda social, permeten confinar
els organismes modificats geneticament i
b) d’acord amb la regulacid vigent per a la
produccié de proteines terapeutiques,

aquests sistemes poden créixer en un en-
torn que protegeix el medi ambient.

MOLSES

S6n organismes pluricellulars eucariotes
i, per tant, amb capacitat per processar
posttraduccionalment proteines, com per
exemple, formar ponts disulfur, glicosilaci-
ons, etc. Physcomitrella patens és una de les
molses més emprades per la seva facilitat
de transformacio via transfeccié de proto-
plasts. Es una planta fototrofa facil de fer
créixer en suspensions cellulars i en condi-
cions estrictament controlades (Shaefer et
al., 1997). Una de les caracteristiques inte-
ressants de P. patens és que és possible
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mantenir aquesta molsa en l'estat haploide
tant en cultiu liquid com en cultiu solid.
Aixi, després de la transformacié s’aconse-
guiran cultius cellulars estables que man-
tinguin el nivell de proteina recombinant
requerit durant llargs periodes de temps.
La produccid de proteines recombinants es
pot incrementar afegint a les construccions
geniques un peptid senyal, que fara que la
proteina se secreti fora de les cellules. En
aquest cas, la purificacié de la proteina re-
combinant es fara molt més efectiva i
menys costosa. Fins ara, han estat produi-
des amb aquest sistema diverses proteines
terapeutiques, com per exemple, factors de
creixement humans, seroalbiimina huma-
na i anticossos (Baur et al., 2005; Weise et
al., 2007). L'avantatge fonamental d’aquesta
molsa és que és I'tinic cas, dels analitzats
fins ara en plantes pluricellulars, que ad-
met la recombinacié homologa en el seu
DNA nuclear, i alhora és un procés eficient.
Aixo0 representa una eina molt valuosa per
dirigir la introduccié de gens exogens i
per a l'eliminacié de gens no desitjats (ge-
noanullaci6). Aquesta eina ha fet que la
produccié de proteines recombinants en P.
patens estigui molt desenvolupada, especi-
alment per la possibilitat de modificar els
processos de glicosilacié de proteines in-
troduint o eliminant gens d’enzims de gli-
cosilacio. Aixi, una soca de P. patens ha es-
tat modificada geneticament, de manera
que no pot afegir els sucres 1,2-xilosa ni
1,3-fucosa a les proteines recombinants
(perjudicials per a humans), pero si que
pot afegir sucres identics als que afegeixen
a les proteines els humans. Altres avantat-
ges son que es poden produir proteines en
suspensions cellulars (confinament) i una
optimitzacié quantitativa dels nivells de
produccié (Shuster et al., 2007).
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ALGUES

Les algues, eucariotes unicellulars, esde-
venen hostes emergents per a la produccié
de proteines recombinants. Chlamydomonas
reinhardtii, Phaeodactylum tricornutum, Te-
traselmis suecica i Odontella aurita poden
produir quantitats considerables de protei-
nes recombinants (Franklin i Mayfield,
2004). De fet, C. reinhardtii es pot fer créixer
a gran escala, per exemple en contenidors
de 500.000 1, a cost molt baix. Comparant-
les amb les plantes de terra, les algues te-
nen un creixement molt més rapid, dupli-
quen el nombre de celules cada 4-8 h i, a
més, la purificaci6é de les proteines recom-
binants es fa més facil i el tipus i la mida
de les cellules és uniforme; per tant, no hi
ha un gradient d’expressio de les proteines
degut a diferencies d’expressié en teixits
diferents de la planta. Tot aixo facilita la
purificaci6 de proteina i redueix la perdua
de biomassa. C. reinhardii pot produir pro-
teines recombinants i secretar-les al medi,
de manera que redueix els costos de pro-
duccié. S’ha produit en aquest organisme
un anticos huma; les dues cadenes es van
acoblar correctament i 'anticos era capag
de reconeixer les proteines del virus de
I'herpes (Mayfield et al., 2003; Mayfield i
Franklin, 2005). Una altra possibilitat per
utilitzar Clamydomonas com a hoste és la
produccié de proteines recombinants en el
seu cloroplast. La introduccié d'un gen
exogen dins el genoma propi dels cloro-
plasts, com veurem més endavant, permet
expressar proteines dins aquest organul. C.
reinhardii t¢ un unic cloroplast enorme
(ocupa el 40 % del volum de la céllula). La
transformacio del genoma d’aquest orga-
nul d’algues es va fer al final dels anys vui-
tanta (Boynton et al., 1988). Aquesta estra-
tegia de transformacié de plastidis té
I'inconvenient que les proteines codifica-
des en el genoma dels cloroplasts no estan
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glicosilades i, per tant, impedeix produir
proteines recombinants que requereixen
l'addicié de sucres. També, s’ha de consi-
derar que I'iis de codons de les algues esta
esbiaixat respecte al de moltes plantes, i
per tant cal modificar la seqiiencia del
DNA que introduim perque es tradueixi
eficagment en aquest organisme.

Lemna

Lemna gibba i Lemna minor, anomenades
llenties d’aigua, sén plantes que floten i es
desenvolupen a l'aigua a molts indrets del
moén. A causa de les seves condicions sen-
zilles de creixement, aquestes plantes s’a-
dapten perfectament al cultiu intensiu i,
per tant, ofereixen la possibilitat de pro-
duir grans quantitats de biomassa per uni-
tat de temps. De fet, Lemna duplica la seva
mida cada 24-48 hores. Es poden transfor-
mar geneticament emprant meétodes de
bombardeig de particules o via Agrobacte-
rium. Les proteines recombinants produi-
des en Lemna es poden purificar directa-
ment de la planta o bé, si es vol, utilitzar la
planta directament fresca o assecada. Com
en el cas d’altres hostes, Lemna permet la
secreci6 de la proteina al medi sempre que
la construcci6 de DNA introduida contin-
gui un peptid senyal (Gasdaska et al.,
2003). Lemna té la capacitat de modificar
posttraduccionalment les proteines hetero-
logues expressades, i també és capag d’ex-
pressar i processar proteines terapeutiques
complexes, com anticossos monoclonals
humans. Lactivitat d’aquest anticos és
semblant en el mateix anticos produit en
cultius cellulars animals (ceHules CHO)
(Cox et al., 2006).

SUSPENSIONS CELLULARS
DE PLANTES SUPERIORS

Fins als anys vuitanta, els cultius cellu-
lars es van utilitzar fonamentalment per a
la producci6é de metabolits secundaris amb
valor terapeutic, com el taxol, I'ajmalicina i
la shikonina (Honda et al., 1988). Els cultius
cellulars de plantes superiors ens ofereixen
avantatges respecte de les plantes cultiva-
des al terra o fins i tot de les crescudes en
hivernacles, ja que poden créixer en condi-
cions controlades i esterils per evitar la
contaminaci6 de patogens animals, plagui-
cides i fertilitzants. A diferencia de les
plantes transgeniques, que triguen mesos a
créixer, els cultius cellulars poden créixer
molt rapidament; per exemple, les cellules
BY-2 de tabac dupliquen el seu nombre ca-
da 12h en condicions Optimes de creixe-
ment. De fet, una gran quantitat de protei-
nes terapeutiques han estat produides amb
aquest sistema. El seu potencial ha estat re-
centment demostrat amb l'expressio d'al-
lergens d’acars, altament immunoreactius i
correctament modificats posttraduccional-
ment. Un altre exemple, en aquest cas amb
cultius de cellules de pastanaga, €s la pro-
duccié d'un enzim, la glucocerebrosidasa,
producte terapeutic aplicat a pacients amb
la malaltia de Gaucher (Shaaltiel et al.,
2007). L'empresa d’Islandia Protalix esta
produint aquest enzim, amb el nom de ta-
liglucerasa alfa, en cultius cellulars de pasta-
naga. Actualment el producte esta en les
darreres fases d’assajos clinics per ser apro-
vat per la FDA.

Per a la produccié de proteines recombi-
nants en cultius cellulars es requereixen
installacions costoses, fermentadors, sales
de cultiu esteérils, etc. La inversio economi-
ca pot encarir tot el procés i finalment el
producte, si ho comparem amb proteines
produides en plantes al terra. De totes ma-
neres, cal considerar que el procés de puri-
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ficaci6 de les proteines és molt més eficient
si la biomassa prové de cultius cellulars
que si prové de plantes senceres o de gra.
De fet, el procés de purificacié d'una prote-
ina recombinant a partir de biomassa vege-
tal representa un 80 o un 90 % del cost fi-
nal del producte (Kusnadi et al., 1997).
Tenint en compte aquest aspecte i el valor
afegit del producte caldria analitzar molt
bé quina estrategia és la menys costosa.
Com en el cas de les algues, els cultius cel-
lulars de plantes superiors sén uniformes
en tipus i mida, i aquest fet és molt impor-
tant per al processament posterior de la bi-
omassa. La proteina produida en aquestes
cellules tindra caracteristiques moleculars
homogenies. Aixi, a diferencia de les plan-
tes transgeniques crescudes a terra, en que
una modificacié posttraduccional, com la
glicosilacid, pot ser diferent en plantes jo-
ves i en plantes velles, en cultius cellulars
probablement la proteina produida tindra
una glicosilacié homogenia.

Estratégies per incrementar
els rendiments i la purificacid
de les proteines recombinants

Una de les limitacions del sistema d’ex-
pressido en plantes son els baixos rendi-
ments detectats per algunes proteines tera-
peutiques. S’han desenvolupat diferents
estrategies per millorar els rendiments: des
de l'optimitzaci6 de I'tis de codons fins a la
manipulacié del transport subcellular de
les proteines.

Optimitzaci6é de 1'as de codons. Per mi-
llorar la fidelitat de la traduccid de la pro-
teina recombinant en plantes pot ser im-
portant adaptar la seqiiencia codificant de
la proteina que volem expressar a la utilit-
zada normalment per la planta hoste (Ha-
mada et al., 2005). Per exemple, 'expressio
en tabac i tomaquet d'un gen bacteria (el
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crylA) modificat parcialment (un 3 % de la
seva seqiiéncia) o totalment (un 21 % mo-
dificat) s’expressava entre deu i cent vega-
des més en plantes sense modificar (Perlak
etal., 1991).

Supressors del silenciament genic post-
transcripcional. El silenciament de I'RNA,
també anomenat silenciament geénic post-
transcripcional en plantes (PTGS), té un pa-
per molt important en la defensa de molts
organismes eucariotes contra les infeccions
viriques. Els virus produeixen proteines
que tenen I'habilitat de suprimir el silenci-
ament de I'RNA de la cellula hoste (Voin-
net, 2005). Per exemple, cada virus especi-
fic de plantes sembla que produeix el seu
supressor del silenciament propi i, actual-
ment, se n'estan caracteritzant un gran
nombre (les proteines HC-Pro, p19, p25,
etc.). Avui dia la més ben caracteritzada €és
la p19, codificada pel virus del nanisme ra-
mificat del tomaquet (TBMV) (Sholthof et
al., 1995). El silenciament no tan sols pot te-
nir lloc per la presencia del virus, sin6 que
també es pot iniciar per la preséncia de
gens exogens. Per tant, en plantes transge-
niques el silenciament esta dirigit als trans-
crits del transgen, i aix0 provoca una dava-
llada de l'expressié del producte. Aquest
fenomen es pot evitar expressant simulta-
niament un supressor del silenciament i el
gen exogen. El rendiment d’expressié del
producte pot augmentar fins a cinquanta
vegades (Voinnet et al., 2003).

Expressi6 de proteines recombinants
dirigida a organuls o compartiments sub-
cellulars. Representa una estrategia per in-
crementar els nivells d’expressio i simplifi-
car els primers passos de purificacié de la
proteina. En aquest context, ha estat molt
eficient l'expressié de proteines recombi-
nants dirigides al reticle endoplasmatic
(RE), al cloroplast, al vactiol i als cossos
oleics (oil bodies). Generalment, les protei-
nes s’han expressat en teixits vegetals que
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permeten una gran produccié de biomassa;
per exemple, en fulles de tabac, alfals o al-
tres llegums. En patata, blat de moro, soja,
blat o arros, la proteina s’expressa especifi-
cament a la llavor o als tubercles. Cada es-
trategia té els seus avantatges i els seus in-
convenients. Les empreses productores
han escollit sistemes diferents; aixi, Dow
AgroSciences i Protalix produeixen les pro-
teines en cultius cellulars per transforma-
ci6 nuclear, Bayer en tabac per transfor-
macid virica i cloroplastica, Medicago en
tabac per transformacié nuclear, SemBio-
Sys en gira-sol per transformaci6 nuclear i
Ventia en arros i ordi per transformacio
nuclear.

Secrecié. La secreci6 a l'espai intracellular
o apoplast ha estat i és actualment una de
les estrategies emprades per a la produccié
de moltes proteines recombinants. Només
cal afegir a la seqiiéncia dels gens exogens
un peptid senyal a I'N-terminal que li per-
metra l'entrada a I'RE i la secrecié poste-
riorment. Els cultius de cellules vegetals
son el sistema idoni per a la produccié per
secrecid, eviten el processament complicat
de biomassa i faciliten el procés de purifi-
caci6 de la proteina.

Reticle endoplasmatic. Mentre que la se-
crecié per defecte d'una proteina dins el
sistema d’endomembranes tan sols depen
del peptid senyal, I'expressio i el transport
a altres compartiments de la via de secre-
cid (RE, vacuols) requereixen peptids se-
nyal addicionals. L'RE vegetal és molt plas-
tic i tolera grans acumulacions de proteina
sense que quedi malmes el desenvolupa-
ment o la reproduccié de la planta. L'ex-
pressié de proteines recombinants a 1'RE
ha estat ampliament utilitzada, incrementa
l'estabilitat proteica i, en conseqiiéncia, in-
crementa els nivells d’expressié comparats
amb els nivells que s'obtenen per secrecié
(Wandelt et al., 1992). De fet, I'tinic senyal
per retenir una proteina exogena a I'RE és,

a part del peptid senyal, un tetrapeptid
(H/KDEL) que s’afegira al C-terminal de la
seqliencia. Aquesta estratégia ha estat efi-
cag per a l'expressié d’immunoglobulines,
vacunes i altres proteines terapeutiques
(Ko et al., 2003).

Cossos lipidics: proteines de fusio. Els cos-
sos lipidics sén uns organuls que s’ori-
ginen a I'RE i que acumulen lipids en les
llavors de les plantes. Estan envoltats d'u-
na monocapa de fosfolipids en contacte di-
recte amb els lipids acumulats a dintre.
Aquesta membrana de fosfolipids conté
una proteina transmembrana molt abun-
dant, I'oleosina. Les parts N-terminal i C-
terminal estan localitzades al citoplasma i
la part central dins la membrana lipidica.
Les fusions proteiques N-terminals o C-ter-
minals d’oleosina a proteines d’interes s’ex-
pressaran en els cossos lipidics de la llavor
mirant cap al citoplasma. L'avantatge d’a-
quest sistema és que les proteines recombi-
nants es poden aillar facilment d’altres pro-
teines de la llavor per flotacié (els cossos
lipidics s6n menys densos que l'aigua). Un
inconvenient d’aquest sistema és que la
proteina, en estar expressada mirant al ci-
toplasma, no es pot aprofitar de les modifi-
cacions posttraduccionals que 1li podria
oferir 'RE —formacié de ponts disulfur,
glicosilacions i la interaccié amb proteines
de tipus xaperones per a l'estructuraci6
correcta (Parmenter et al., 1995).

Cossos proteics: proteines de fusié. Les lla-
vors emmagatzemen una quantitat enorme
de proteines en uns organuls envoltats de
membrana anomenats cossos proteics (PB).
Aquests organuls poder tenir un origen va-
cuolar (PSV) o bé de I'RE. Les prolamines,
una de les families de proteines de reserva
de la llavor dels cereals, s'acumulen a I'RE,
on s’agregen i formen PB. L'activitat prote-
olitica d’aquests organuls és molt baixa
perque evita que les proteines entrin en el
cicle de control de qualitat de I'RE (ER-as-
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sociate degradation, ERAD) (Tsai et al., 2002);
per tant, és una diana molt eficag per acu-
mular proteines recombinants. Recentment
s’han desenvolupat diferents tecnologies
que permeten expressar i acumular protei-
nes terapeutiques en cossos proteics indu-
its en célules diferents de les cellules de la
llavor, com per exemple en teixits vegeta-
tius. Sorprenentment, plantes transgeni-
ques d’Arabidopsis thaliana transformades
amb el domini N-terminal ric en prolina de
g-zeina, una proteina de reserva de blat
de moro, expressaven de manera estable
aquest domini i l'acumulaven en cossos
proteics. Els cossos proteics «induits» eren
semblants als originals de la llavor de blat
de moro, perd en aquest cas presents en
cellules de la fulla (Geli ef al., 1994). Aquest
fenomen va estimular el desenvolupament
d’una tecnologia, Zera, per a la producci6
de proteines recombinants basada en la fu-
sio del peptid Zera a I'N-terminal de la
proteina d’interes i l'expressié en plantes.
Zera és una seqiiencia polipeptidica de no-
ranta-tres aminoacids que conté: a) el pep-
tid senyal de g-zeina, b) un domini repeti-
tiu de vuit unitats de Pro-Pro-Pro-Val-His-
Leu, ¢) un altre domini ric en prolina amb
seqiliencia Pro-X (X és qualsevol aminoa-
cid) i d) sis cisteines distribuides al llarg de
la seqiiencia. El més interessant és que l'ex-
pressio i acumulaci6 de les proteines fusio-
nades a Zera no tan sols indueixen la for-
macid de PB en sistemes vegetals, sind que
també ho fan en cellules d’insectes, fongs i
cultius cellulars animals (Torrent et al.,
2009b). Aquesta estrategia presenta tres
avantatges importants per a la produccié
de proteines recombinants: a) les proteines
fusionades a Zera romanen estables en els
cossos proteics (Alvarez et al., 2010), b)
els PB formats de novo sén organuls densos
que es poden aillar facilment per densitat,
fet que facilita enormement la recuperacio
de la proteina (Torrent et al., 20094a) i c) la
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presencia d’aquests PB no afecta el creixe-
ment normal de la planta. La introduccié
d’una seqiiéncia de consens d'un lloc de
tall per a una proteasa especifica entre Ze-
ra i la proteina d’interes permet, després
de l'aillament dels PB, alliberar Zera i puri-
ficar la proteina recombinant per metodes
classics de purificacié de proteines. L'em-
presa ERA Biotech actualment desenvolu-
pa i comercialitza la tecnologia Zera per a
la produccié de proteines terapeutiques,
enzims i proteines industrials (vegeu les fi-
gures 112).

Darrerament s’han descrit altres tecnolo-
gies basades en proteines de fusio. Un
exemple en son els biopolimers sintetics
derivats de l'elastina de mamifers (ELP),
que contenen una repeticié del pentapep-
tid VPGXG i que, fusionats a una proteina
d’interes, es transporten a I'RE del tabac.
La proteina de fusié expressada s'acumula
en cossos proteics (Conley et al., 2009b),
que es poden aillar per inverse transition cy-
cling (ITC) (Conley et al., 2009a). El procés
de recuperaci6 de la proteina i la purifica-
cid sén, pero, cars i dificils.

Un altre exemple recent sén les fusions
geniques d’hidrofobines a proteines d’inte-
rés i la seva expressié en plantes de tabac.
Les hidrofobines son unes proteines petites
secretades en fongs. L'estabilitat de la pro-
teina esta determinada per les vuit cistei-
nes presents a la seva seqiiencia que for-
men ponts disulfur intramoleculars. En la
natura les hidrofobines tenen tendéncia a
autoacoblar-se i confereixen un cert grau
d’hidrofobicitat a les hifes dels fongs, fet
que els permet créixer (Wang et al., 2005).
Aquestes proteines, un cop fusionades a
les proteines d’interes, poden modificar la
hidrofobicitat de la proteina d’interes quan
s’expressen en plantes. Aix0 permet que,
un cop expressada la proteina quimerica,
es pugui purificar de la biomassa vegetal
amb un sistema de particié en dues fases
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de sulfactants i medi aquds (ATPS). El sis-
tema concentra d’una manera facil i barata
les fusions d’hidrofobina dins les micelles
formades, i es recupera en la fase del sul-
factant (Linder et al., 2002).

TRANSFORMACIO
DE CLOROPLASTS

En les plantes superiors els plastidis te-
nen el seu genoma propi (plastoma), que
oscilla entre 120 i 180 quilobases, i és poli-
ploide, és a dir, una cellula pot tenir entre

B

Ficura 1.

1.000 i 10.000 copies identiques del plasto-
ma. Aquestes peculiaritats han motivat
I'interes per desenvolupar tecniques de
transformacio de cloroplasts per a la pro-
ducci6 de proteines recombinants. La
transformacio es basa fonamentalment en
la insercié del gen escollit mitjangant el
bombardeig de particules sobre el teixit
verd, la recombinacié homologa posterior
que tindra lloc entre seqiiéncies frontereres
al gen d’interes i les seqiiencies diana del
genoma dels cloroplasts, i finalment l'eli-
minacié de les copies del plastoma no
transformades en medis selectius (Maliga

Zera-ECFP

+ HC-Pro

Cossos proteics induits en céHules epidérmiques de fulles de tabac (V.

benthamiana). Transformacio transitoria per agroinfiltracié amb una xeringa (A i B)
amb el gen de fusid: Zera-proteina fluorescent (ECFP) i un supressor de silencia-
ment (HcPro). Es pot observar la diferéncia del nivell d’expressio cotransformant o
no amb el gen viric HePro. L’expressio del gen esta dirigida pel promotor constitu-
tiu CaMV 358S. Imatge al microscopi confocal dels cossos proteics plens de proteina
fluorescent formats a les fulles de tabac (D) (vegeu I’ampliacio).
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et al., 2004; Bock et al., 2007; Koop et al.,
2007).

La insercid6 d'un gen exogen (transgen)
en el genoma dels cloroplasts permet nor-
malment una acumulacid de la proteina re-
combinant molt elevada, que podria fluc-
tuar entre el 2 i el 70 % de la proteina total
soluble (TSP) (Oey et al., 2008; Fernandez-
SanchezMillan et al., 2008; Zhou et al., 2008)
i d’altres avantatges com la integracid pre-
cisa dels transgens per recombinacié ho-
mologa, 'absencia d’efectes epigeneétics (si-
lenciament genic i efectes posicionals). A
més, a causa de 'heréncia materna dels
plastidis, evita la transmissié del transgen
pel pollen de les plantes modificades gene-
ticament a altres plantes, i garanteix aixi la
contenci6 del transgen (Svab i Maliga,
2007; Rulf et al., 2007), aspecte especialment
important quan parlem de produccié de
proteines terapeutiques. Encara que els
cloroplasts tinguin un origen eucariota, re-
centment s’ha observat que tenen la capaci-
tat de dur a terme la formacié de ponts

FiGura 2. Immunocitoquimica al microscopi electronic
d’un cos proteic. Talls ultrafins de céHules epidérmiques
de fulla de tabac transformades amb Zera-proteina fluo-
rescent incubades amb un anticos anti-Zera i marcatge
amb proteina A conjugada amb or de 10 nm. S’observa un
cos proteic ple de la proteina recombinant.
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disulfur i d’altres modificacions posttra-
duccionals (Bally et al., 2008). La glicosila-
cid, pero, és una modificacié que no es do-
na en cloroplasts i, per tant, no és possible
la produccié de glicoproteines.

GLICOSILACIO

Més d'un terg de les proteines terapeuti-
ques estan glicosilades. Com en altres sis-
temes de produccié de proteines recombi-
nants com cultius cellulars de mamifer,
cellules d’insecte o llevats, les plantes no
son capaces d’efectuar el mateix tipus de
glicosilacié que fan les cellules humanes.
Hi ha dos tipus de glicosilacié en protei-
nes: la N-glicosilaci6 i I'O-glicosilacié. La
N-glicosilacié la pateixen només aquelles
proteines que entren en I'RE (o dit d'una
altra manera, en la ruta de secrecid) i que
tenen en la seva seqiiéncia d’aminoacids la
seqiiéncia de consens asparagina-X-serina
o treonina (X és qualsevol aminoacid ex-
cepte prolina i acid aspartic). Les glicosida-
ses i glicosiltransferases de I'RE afegeixen
un complex de sucres en l'asparagina d’alt
contingut en manosa (Man9-5GlcNAc2).
Aquesta glicosilacid és comuna en totes les
cellules eucariotes, incloent-hi les cellules
animals i vegetals. Pero, en cellules vege-
tals, els complexos de Man9-5GIcNAc2 es
modificaran fora de I'RE, a laparell de
Golgi, on s’afegeix a-1,3-fucosa o f-1,2-xi-
losa. Aquestes modificacions no ocorren en
les cellules humanes, en que hi ha a-1,6-fu-
cosa i B-1,4-galactosa i acid sialic. La xilosa
i la fucosa afegides en les proteines recom-
binants produides en plantes poden provo-
car allergies i, per tant, poden ser insegu-
res si s’injecten en humans (Gomord et al.,
2005). S’estan utilitzant diferents técniques
per resoldre aquest problema. Una és ex-
pressar la proteina a I'RE afegint-li, com
hem comentat abans, la seqiiencia KDEL
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(Saint-Jore-Dupas et al., 2007). Una via més
economica és eliminar les glicosiltransfera-
ses que afegeixen fucosa i xilosa per tecni-
ques de genoanullacié. Aquest sistema
s’ha emprat en la produccié d’anticossos
monoclonals en Lemna (Cox et al., 2006) i
d'un factor de creixement en molses (Ka-
privova et al., 2004).

BIOSEGURETAT, RISCOS
I REGULACIONS

Encara ara, en el mon industrialitzat s'u-
tilitzen les férmules més basiques de medi-
cines que provenen de plantes, i que con-
sisteixen fonamentalment en extractes o
infusions de plantes senceres (remeis etno-
botanics). Amb el pas dels anys, pero,
s’han estes els productes farmaceutics con-
vencionals sintetitzats quimicament i a ho-
res d’ara també productes complexos pro-
duits en bacteris o céllules animals a partir
de DNA recombinant (GMO). Actualment
ja hi ha plataformes de produccié de pro-
ductes recombinants en plantes i, per tant,
s’han creat regulacions especifiques per
a aquests productes. Desafortunadament, a
causa de la percepcié negativa del public
en general a les plantes modificades gene-
ticament, és possible que s’alenteixen les
necessitats reals de determinats productes
terapeutics. El Servei Internacional per a
I’Adquisici6 d’Aplicacions Agrobiotec-
nologiques (ISAAA, 2006, http:/[www.isaaa.
org) preveu que cap al 2015 més de vint mi-
lions de pagesos plantaran, en quaranta
paisos, dos-cents milions d’hectarees de
llavors modificades geneticament. Per aixo
s’ha desenvolupat un sistema rigords de
bioseguretat per cobrir aquestes plantaci-
ons i poder donar unes bases serioses a la
regulacié que dirigira la producci6 de pro-
ductes en plantes modificades genética-
ment. La diferéncia fonamental entre la

primera generacié de plantes transgeni-
ques és que aquestes produien millores
economicament rentables (per exemple,
resistencia a herbicides) en plantes empra-
des normalment per a consum alimentari,
tant huma com animal. La nova regulaci6
permetra produir a alts rendiments pro-
ductes que no siguin per a consum huma i
animal. Les proteines recombinants produ-
ides entraran dins la regulacié de produc-
tes farmaceutics i es formularan com qual-
sevol producte final, seguint estrictament
les bones practiques de manufactura
(GMP) associades a la industria farmaceu-
tica i les seves regulacions a Europa
—23/93/EU per a productes farmaceutics
produits per DNA recombinant: CPMP
(2006), Draft Guideline on the Quality of Bio-
logical Active Substances produced by stable
transgene  expression in  higher  plants.
European Agency for the evaluation of Medi-
cinal products, EMEA—, equivalents a la
Food and Drug Administration (FDA) dels
Estats Units d’America. El fet que la regu-
lacié europea encara s’estigui elaborant és
per la dificultat d’estandarditzar la termi-
nologia emprada en dues arees ben dife-
rents: 'agricultura biotecnologica i la far-
maceutica.

Directives de la Comunitat Europea

Regulacions ambientals: 98/81/EC (ailla-
ment en 'us d’OMG); 2001/18/EC (allibera-
ment al camp); 1829/2003/EC (comercialit-
zaciod).

Regulacio de productes farmacéutics: 2001/
10/EC (assajos clinics); 23/93/726/2004 (pro-
ductes biotecnologics); 2001/82/2004/28/EC
(medicines per a veterinaria); 2001/83/2004/
27/EC (medicines per a humans); 2004/24/
EC (herbolaris).

Molts dels problemes que envolten la bi-
oseguretat en plantes modificades geneti-
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cament es deuen al fet que la societat vol
que es garanteixi que no hi hagi barreja de
plantes transgeniques amb no transgeni-
ques, €s a dir, preservar la identitat i un se-
guiment rigoros. Es necessita que la biolo-
gia de la produccié en hostes vegetals
tingui en compte l'impacte ambiental, la
seguretat dels aliments i la salut humana.
En el context de la bioseguretat s’ha d’esco-
llir la millor opcid, i aixd no vol dir la més
economica ni la més rentable. Les plantes
idonies per a bioseguretat inclouen aque-
lles que tenen esterilitat masculina (com
algunes varietats de patata), les que no
permeten encreuar-se amb les seves homo-
logues no transgeniques (com la soja en al-
guns paisos) i plantes que no entren en la
cadena alimentaria (tabac). Com hem co-
mentat abans, les plantes que no es culti-
ven normalment com per exemple, Lemna,
podrien tenir molts avantatges. El teixit ve-
getal on s’expressi la proteina també té la
seva importancia. Aixi, les llavors reduei-
xen la possibilitat que els herbivors i altres
organismes que saprofiten de les fulles
s’exposin al producte. De totes maneres,
I'expressio en fulles permet recollir la bio-
massa abans que la planta floreixi, i aixi
s'evita la dispersi6 del pollen i la dispersié
de llavors. Als Estats Units i el Canada ha
estat prohibit I'us de colza i alfals transge-
nic perque son especies pollinitzades per
abelles, es poden encreuar amb especies lo-
cals no transgeniques i tenen dormancia
plurianual.

La localitzacié de les plantes transgeni-
ques també té la seva importancia. Redui-
rem el risc de contaminacié ambiental si
les plantes creixen confinades. Aquelles
proteines terapeutiques que han estat pro-
duides en plantes en un medi confinat te-
nen més probabilitats de ser aprovades per
les regulacions que hi ha actualment. Nor-
malment les plantes productores de pro-
ductes farmaceutics no sén l'objectiu dels
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pagesos: son productes d’alt valor afegit,
que no necessiten grans extensions de cul-
tiu i que normalment es produeixen amb
condicions de confinament rigords.

Cal considerar que la transparéncia és
un requisit important en qualsevol procés
regulador. En la majoria de paisos cal de-
manar permisos o I'aprovacié de les autori-
tats competents tant en el cas d’allibera-
ment al camp com en el moment de la
comercialitzacié. Podeu trobar informacio
sobre aix0 a Europa a http://gmoinfo.jrc.it.
Els paisos on no hi ha regulacié perod que
formen part del Protocol de Biosegure-
tat de Cartagena (http://biodiv.org/biosafety)
han de notificar qualsevol moviment o
transport de plantes modificades genetica-
ment.

Les mesures que disminueixen el risc de
produccié per a un producte farmaceutic
determinat depenen de diferents factors,
com per exemple les propietats de la mole-
cula, la biologia de I'hoste vegetal i el medi
ambient on creix. Alguns metodes per re-
duir els riscos (Sparrow et al., 2007; Com-
mandeur et al., 2003) sén:

— Preservacié de la identitat, és a dir,
I'tis de varietats particulars que siguin vi-
sualment diferents dels no transgenics,
com tomaquets blancs, blat de moro de co-
lor porpra o llavors amb una proteina mar-
cador fluorescent.

— Aconseguir l'expressié de la proteina
després de la collita.

— Aillament fisic amb l'establiment de
distancies de cultiu amb especies no trans-
geniques sexualment compatibles.

— Aillament temporal, és a dir, cultiu de
les plantes en periodes diferents per evitar
el risc que s’encreuin.

— Eliminacio fisica de les flors (s'utilitza
actualment en blat de moro).

El control d’aquestes practiques lesta
duent a terme als Estats Units l'agéncia
APHIS. El control inclou el pla de conten-
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ci6 per a la produccié del producte, la ma-
nipulacio i el transport de les plantes. Si
son llavors, el temps de pollinitzacio, la
collita, la destrucci6é de la part vegetativa
de la planta, el transport, el confinament, i
I'tis de les installacions per a 'emmagatze-
matge.

Finalment és important considerar que
les proteines terapeutiques tenen un po-
tencial intrinsec d’induir reaccions im-
munoallérgiques no desitjades. Aixo és es-
pecialment rellevant si es tracta d'una
administracié via venosa d’aquests pro-
ductes, tant els produits en bacteris com
els produits en cultius animals o en plan-
tes. El fet que hi hagi allergies alimentaries
suggereix que els productes produits en
plantes poden provocar seriosos proble-
mes d’hipersensibilitat, encara que restrin-
gits a pocs pacients. Per tant, cal utilitzar
els mateixos metodes emprats per contro-
lar el risc associat a I'expressid de proteines
recombinants en bacteris i celules animals
per a proteines terapeutiques derivades de
plantes.

BIBLIOGRAFIA

AramrLLo, . M.; MONGUER, W.; SoLa, 1.; GARrcia, B,;
PERRIN, Y.; BEsSTANGO, M.; BURRONE, O. R.; SABE-
LLA, P; PLaANA-DURAN, J.; ENjuaNEgs, L.; Lomo-
NOsSOFF, G.; GARrcia, J. A. (2006). «Use of virus
vector for the expression in plants of active full
length and single chain anti-coronavirus antibod-
ies». Biotechnol. J., 1: 1103-1111.

Avrvarez, M. L.; ToraL, E.; MARTIN, E; CARDINEAU,
G. A. (2010). «Higher accumulation of F1-V fu-
sion recombinant protein in plants after induction
of protein body formation». Plant Mol. Biol., 72:
75-89.

BaLvy, J.; Pacer, E.; Droux, M.; Jos, C.; DuBaLD, M.
(2008). «Both the stroma and thylakoid lumen of
tobacco chloroplasts are competent for the forma-
tion of disulfide bonds in recombinant proteins».
Plant Biotechnol. |., 6: 46-61.

BasaraN, P; Ropricuez-Cerezo, E. (2008). «Plant
molecular farming: opportunities and chal-
lenges». Crit. Rev. Biotech., 28: 153-172.

BauR, A.; Resk1, R.; GORrg, G. (2005). «Enhanced re-
covery of a secreted recombinant human growth
factor using stabilizing additives and by coex-
pression of human serum albumin in the moss
Physcomitrella patens». Plant Biotechnol. ]., 3: 331-
340.

Bock, R. (2007). «Plastid biotechnology: prospects
for herbicide and insect resistance, metabolic en-
gineering and molecular farming». Curr. Opin. Bi-
otechnol., 18: 100-106.

BoynToN, J. E.; GiLHaMm, N. W.; Harris, E. H.,;
HosLER, J. P; JoHNsON, A. M.; JoNEs, A. R.; RaN-
DOLPH-ANDERSON, B. L.; RoBERTSON, D.; KLEIN, T.
M.; SuARK, K. B. (1988). «Chloroplast transforma-
tion in Clamydomonas with high velocity micro-
projectiles». Science, 240: 1534-1538.

COMMANDEUR, U.; TwymaN, R. M.; FIsHER, R. (2003).
«The biosafety of molecular farming in plants».
AgBiotechNet, 5: 1-9.

CONLEY, A. J.; JOENSUU, J. J.; JEVNIKAR, A.; MENASSA,
R, BRANDLE, J. E. (20094). «Optimization of elast-
in-like polypeptide fusions for expression and
purification of recombinant proteins in plants».
Biotechnol. Bioeng., 103: 562-573.

CoONLEY, A. ].; JoENsUU, J. J.; MENASsA, R.; BRANDLE,
J. E. (2009b). «Induction of protein body forma-
tion in plant leaves by elastin-like polypeptide fu-
sions». BMC Biol., 7: 48.

Cox, K. M.; STERLING, J. D.; REGAN, J. T.; GASDASKA,
J. R.; FranTz, K. K,; PEELE, C. G.; BLACK, A.; PAss-
MORE, D.; MorLpovaN-Loomis, C.; SRINIVASAN,
M.; CuisoN, S.; CARDARELLI, P. M.; DickEgy, L. F.
(2006). «Glycan optimization of a human mono-
clonal antibody in the aquatic plant Lemna minor».
Nat. Biotechnology, 24: 1591-1597.

Fang, R. X.; NaGy, E; SIVASUBRAMMANIAM, S.; CHUA,
A. H. (1989). «Multiple cis regulatory elements
for maximal espression of the cauliflower mvirus
35S promoter in transgenic plants». Plant Cell, 1:
141-150.

FERNANDEZ-SANCHEZ MILLAN, A.; ORTIGOSA, S. M.;
HEervAs-STUBBS, S.; CORRAL-MARTINEZ, P.; SEGUI-
SIMARRO, J. M.; GAETAN, J.; COURSAGET, P.; VERA-
MEND], J. (2008). «Human papilloma virus L1 pro-
tein expressed in tobacco chloroplasts self-as-
sambles into virus-like particles that are highly
immunogenic». Plant Biotechnol. |., 6: 427-441.

FisHER, R.; STOGER, E.; SSHILLBERG, S.; CHRISTOU, P,;
Twyman, R. M. (2004). «Plant-based production
of biopharmaceuticals». Curr. Opin. Plant. Biol., 7:
152-158.

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 73-91



BIOFACTORIES: PRODUCCIO DE PROTEINES RECOMBINANTS EN PLANTES 89

FRANKLIN, S. E.; MAYFIELD, S. P. (2004). «Prospects
for molecular farming in the green alga Chla-
mydomonas». Curr. Opin. Plant Biol., 7: 159-165.

GAsDASKaA, J. R.; SPENCER, D.; Dickey, L. F. (2003).
«Advantatges of therapeutic protein production
in the aquatic plant Lemna». Bioprocessing J., 3:
50-56.

GeL1, M. 1., TorreNT, M.; LupEeviD, D. (1994). «Two
structural domains mediate two sequential events
in y-zein targeting: protein endoplasmic retention
and protein body formation». Plant Cell, 6: 1911-
1922.

GoMORD, V.; CHAMBERLAIN, P.; JEFFERIS, R.; FAYE, L.
(2005). «Biopharmaceutical production in plants:
problems, solutions and opportunities». Trends
Biotechnol., 23: 559-565.

Gomorp, V., Favg, L. (2004). «Post-translational
modification of therapeutic proteins in plants».
Curr. Opin. Plant Biol., 7: 171-181.

GomoRrp, V.; SourrouiLLE, C.; FircHETTE, A. C,;
BARDOR, M.; PAGNY, S.; LErROUGE, P, Fayg, L.
(2004). «Production and glycosilation of plant
made pharmaceuticals: the antibodies as a chal-
lenge». Plant Biotechnol. ]., 2: 83-100.

GUERRERO-ANDRADE, O.; Loza-Rusio, E.; Oriv-
ERA-FLORES, T.; FEHERVARI-BONE, T.; GoMEZ-L1M,
M. A. (2006). «Expresién of the newcastle disease
virus fusion protein in transgenic maize and im-
munological studies». Transgenic Res., 15: 455-463.

Hamapa, A.; YamacucHir, K. I.; Oanisai, N.; HARA-
pA, M.; NIKUMARU, S.; Honpa, H. (2005). «High
level production of yeast (Schwanniomyces occi-
dentalis) phytase in transgenic rice plants by a
combination of signal sequence and codon modi-
fication of the phytase gene». Plant Biotechnol. .,
3:43-55.

Honpa, G.; SAKAKIBARA, F.; Yazaki, K.; TABATA, M.
(1988). «Isolation of deoxyshikonine, an antider-
matophytic principle from Lithospermum erythro-
rhizon cell cultures». J. Nat. Prod., 51: 152-154.

Hoop, E. E.; WiTcHER, D. R.; MADDOCK, S.; MEYER,
T.; Baszczynski, C.; BaiLey, M.; FLYNN, P.; RE-
GISTER, J.; MARSHALL, L.; BonDp, D. (1997). «Com-
mertial production of avidin from transgenic
maize: characterization of transformant, produc-
tion, processing, extraction and purification».
Mol. Breed., 3: 291-306.

HorscH, R.; Fry, J. E.; Horrman, N.; EicHortz, D.;
RoGERs, S.; FRALEY, R. (1985). «A simple and gen-
eral method for transferring genes into plants».
Science, 227: 1229-1231.

Karira, J.; Ryckg, R. pE; MONTAGU, M. VAN; ANGEN-
oN, G. (1997). «An Agrobacterium mediated transi-

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 73-91

ent gene expression system for intact leaves».
Plant Sci., 122: 101-108.

Kaprrivova, A.; STREMMER, C.; ALtMAN, E; HOFE-
MANN, A.; Kopriva, S.; GORr, G.; Resk1, R.; DEk-
ER, F. L. (2004). «Targeted knock-outs of Phy-
scomitrella lacking plant specific immunogenic N-
glycans». Plant Biotechnol. ]., 2: 517-523.

Ko, K.; TexoaH, Y.; Rupp, P. M.; Koprowski, H.
(2003). «Function and glycosilation of plant de-
rived antiviral monoclonal antibody». Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 100: 8013-8018.

Koor, H. U.; Herz, S. Gorps, T. J.; NICKELSEN, J.
(2007). «The genetic transformation of plastids».
Top. Curr. Genet., 19: 457-510.

Kusnapi, A. R.; Nikorov, Z. L., Howarp, J. A.
(1997). «Production of recombinant proteins in
transgenic plants: practical considerations». Bio-
technol. Bioeng., 56: 473-484.

Lau, O. S.; Sun, S. S. M. (2009). «Plant seeds as bio-
reactors for recombinant protein production».
Biotechnol. Adv., DOI 10.1016/j.biotechadv.2009.05.
005.

LINDER, M. B.; SziLvay, G. R.; NAKARI-SETALA, T.;
SODERLUND, H.; PENTTILA, M. (2002). «Surface ad-
hesion of fusion proteins containing the hydro-
phobins HFBI and HFBII from Trichoderma reesei».
Protein Sci., 11: 2257-2266.

Ma, J. K.-C.; DrakE, P. M.; CHrisToU, P. (2003). «The
production of recombinant pharmaceutical pro-
teins in plants». Nat. Rev. Genet., 4: 794-805.

Ma, J. K.; Barros, E.; Bock, R.; CHRIsTOU, P.; DALE,
P. J.; Dix, P. J.; FiscHER, R.; IRWIN, J.; MAHONEY,
R.; PEzzotTi, M.; SCHILLBERG, S.; SPARROW, P,
StoGER, E.; Twyman, R. M. (2005). «Molecular
farming for new drugs and vaccines. Current per-
spectives on the production of pharmaceuticals in
transgenic plants». EMBO Reports, 6: 593-599.

Ma, J. K.; CHICKwWAMBA, R.; SPARROW, P.; FISHER, R.;
MaHONEY, R.; Twyman, R. M. (2005). «Plant-de-
rived pharmaceuticals—the road forward». Trends
Plant Sci., 10: 580-585.

Ma, J. K.; HiaTT, A.; HEIN, M.; VINE, N. D.; WANG, E,;
StaBiLA, P.; DoLLEWEERD, C. vaN; Mostov, K.;
LERNER, T. (1995). «Generation and assembly of
secretory antibodies in plants». Science, 268: 716-
719.

MaL1Ga, P. (2004). «Plastid transformation in higher
plants». Annu. Rev. Plant Biol., 55: 289-313.

MAYFIELD, S. P; FRANKLIN, S. E. (2005). «Expression
of human antibodies in eukariotic micro-algae».
Vaccine, 23: 1828-1832.

MavrieLp, S. P; FrRaNkLIN, S. E.; LERNER, R. A.
(2003). «Expression and assembly of a fully active



90 M. D. LUDEVID I M. TORRENT

antibody in algae». Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100:
438-442.

McCorMICK, A. A. [et al.] (1999). «Rapid production
of specific vaccines for lymphoma by expression
of the tumor-derived single-chain Fv epitopes in
tobacco plants». Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96:
703-708.

MenkHAUS, T. J.; Bar, Y.; ZHANG, C.; NikoLov, Z. L.;
Gratz, C. E. (2004). «Considerations for the re-
covery of recombinant proteins from plants». Bio-
technol. Prog., 20: 1001-1014.

Moravec, T.; Scamipt, M. A.; HermaN, E. M.;
Woopbrorp-THOMAS, T. (2007). «Production of Es-
cherichia coli heat labile toxin (LT) B subunit in
soybean seed and analysis of its immunogenicity
as an oral vaccine». Vaccine, 25: 1647-1657.

Nocwui, T.; Takaci, H.; Yuki, Y.; YANG, L.; MasumMU-
rA, T.; MEjiNa, M. (2007). «Rice-based mucosal
vaccine as a global strategy for cold-chain- and
needle free vaccination». Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 104: 10986-10991.

OEy, M.; LoHsEg, M.; KREIKEMEYER, B.; Bock, R (2008).
«Exhaustion of the chloroplast protein synthesis
capacity by massive expression of a highly stable
protein antibiotic». Plant |., 57: 436-445.

PARMENTER, D. L.; BooTHE, J. G.; Roo1JEN, G. ]. VAN;
YEUNG, E. C.; MoLoNEY, M. M. (1955). «Produc-
tion of biologically active hirudin in plant seeds
using oleosin partition». Plant Mol. Biol., 29: 1167-
1180.

PEerLAK, F. I.; FucHs, R. 1.; DEAN, D. A.; McPERSON,
S. L.; Fiscanorr, D. A. (1991). «Modification of
the coding sequence enhances plant expression
of insect control protein genes». Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 88: 3324-3328.

QraN, B.; SHEN, H.; Liang, W.; Guo, X.; ZHANG, C.;
WANG, Y. (2008). «Immunogenicity of recombin-
ant hepatitis B virus surface antigen fused with
preS1 epitopes expressed in rice seeds». Transgen-
ic Res., 17: 621-631.

RamEssagr, K.; Carert, T.; CaRIsTOU, P. (2008). «Mo-
lecular farming in cereal crops». Phytochem. Rev.,
7:579-592.

Ruf, S.; KARCHER, D.; Bock, R. (2007). «Determining
the transgene containment level provided by
chloroplast transformation». Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 104: 6998-7002.

SaarBacH, I.; GIErSBERG, M.; ConraDp, U. (2001).
«High level expression of a single-chain Fv frag-
ment (scFv) antibody in transgenic pea seeds». J.
Plant Physiol., 158: 529-533.

SainT-Jore-Duras, C.; Fayg, L.; Gomorbp, V. (2007).
«From planta to pharma with glycosilation in the
toolbox». Trends Biotechnol., 25: 317-323.

SHAALTIEL, Y.; BARTFELD, D.; HASHMUELI, S.; BAuM,
G.; BrRiLL-ALMmoN, E.; GaLiri, G.; Dym, O.; BoLp-
IN-ADAMSKY, S. A.; SiLMAN, I.; SussmaN, J. L.;
FuterMAN, A. H.; AVIEZER, D. (2007). «Production
of glucocerebrosidase with terminal mannose
glycans for enzyme replacement therapy of
Gaucher’s disease using a plant system». Plant Bi-
otechnol. |., 5: 579-590.

SHAEFER, D. G.; ZryD, J. P. (1997). «Efficient gene tar-
geting in the moss Physcomitrella patens». Plant |.,
11: 1195-1206.

SaortHOF, H. B.; SHOoLTH, K. B.; JAackson, A. O.
(1995). «Identification of tomato bushy stunt vir-
us host-specific symptom determinants by ex-
pression of individual genes from potato virus X
vector». Plant Cell, 7: 1157-1172.

SHUSTER, M.; Jost, W.; MuDDE, G. C.; WIEDERKUM,
S.; SCHWAGER, C.; JANZEK, E.; ALTMANN, F.; STADL-
MANN, J.; STEMMER, C.; GORR, G. (2007). «In vivo
glyco-engineered antibody with improved lytic
potential produced by an innovative non-mam-
malian expression system». Biotechnol. ]., 2: 700-
708.

Spymons, P. C.; DEKKER, B. M.; SCHRAMMEIJER, B.;
VERWOERD, T. C.; ELZEN, P. J. VAN DER; HOEKEMA,
A. (1990). «Production of correctly processed ser-
um albumin in transgenic plants». Bio/Technology,
8:217-221.

Srarrow, P. A. C,; IRwIN, J. A.; DALE, P. J.; TwymAN,
R. M.; Ma, J. K. C. (2007). «Pharma-planta: Road
testing the developing regulatory guidelines for
plant-made pharmaceuticals». Transgenic Res., 16:
147-161.

SrOK, A.; TwymaNn, R. M.; FiscHER, R.; Ma, J. K. C,;
Sparrow, P. A. C. (2008). «Evolution of a regulat-
ory framework for pharmaceuticals derived from
genetically modified plants». Trends Biotechnol.,
26: 506-517.

Svas, Z.; MaLiGa, P. (2007). «Exceptional transmis-
sion of plastids and mitochondria from the
transplastomic pollen parent and its impact on
transgene containment» Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 104: 7003-7008.

TORRENT, M.; LLOMPART, B.; Ramassamy, S. L.; Tous,
1. L.; BasTtipa, M.; MARzABAL, P.; PARVINEN, A.
W.; SaLoneimo, M.; HerreTz, P. B.; LuDEVID, M.
D. (20094). «Eukaryotic protein production in de-
signed storage organelles». BMC Biol., 7: 5.

TorreNT, M.; Lror-Tous, I.; Lubevip, D. (2009b).
«Protein body induction: a new tool to produce
and recover recombinant proteins in plants». A:
Faye, L.; Gomord, V. [ed.]. 32 recombinant proteins
from plants, methods in molecular biology, la ed.
Heidelberg: Humana Press, p. 193-208.

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 73-91



BIOFACTORIES: PRODUCCIO DE PROTEINES RECOMBINANTS EN PLANTES 91

Tsa1, B.; YE, Y.; Rarorort, T. A. (2002). «Retro-trans-
location of proteins from the endoplasmic retic-
ulum into the cytosol». Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 3:
246-255.

TwyYMAN, R. M.; STOGER, E.; SCHILLBERG, S.; CHRIS-
Tou, P; FISHER, R. (2003). «<Molecular farming in
plants: host systems and expression technology».
Trends Biotechnol., 21: 570-578.

VoINNET, O. (2005). «Induction and suppression of
RNA: insights from viral infections». Nat. Rev.
Genet., 6: 206-220.

VoiNNET, O.; Rivas, S.; MESTRE, P.; BAuLcoMBE, D.
(2003). «An enhanced transient expression system
in plants based on suppression of gene silencing
by the p19 protein of tomato bushy stunt virus».
Plant J., 33: 949-956.

WatisH, G.; Jerreris, R. (2006). «Post-translational
modifications in the context of therapeutic pro-
teins». Nat. Biotechnol., 24: 1241-1252.

WAaNDELT, C. I.; KHAN, M. R.; CRAIG, S.; SCHOEDER,
H. E.; SpENCER, D.; Hicains, T. J. (1992). «Vicilin
with carboxy-terminal KDEL is retained in the
endoplasmic reticulum and accumulates to high
levels in the leaves of transgenic plants». Plant ].,
2:181-192.

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 73-91

WANG, X.; SHI, F.; WosTEeN, H. A.; HEKTOR, H.; PooL-
MAN, B.; RoBIiLLARD, G. T. (2005). «The SC3 hy-
drophobin self-assembles into a membrane with
distinct mass transfer properties». Biophys. |., 88:
3434-3443.

WEIsgE, A.; ALTMAN, F.; RODRIGUEzZ-FrRANCO, M.;
SjoBERG, E.; BAuMmENR, W.; LAUNHARDT, H.;
KierTzMANN, M.; GoORg, G. (2007). «High-level
expression of secreted complex glycosilated re-
combinant human erythropoietin in the Phy-
scomitrella delta-fuc-t and delta-xyl-t mutant».
Plant Biotechnol. ]., 5: 389-401.

YamaDa, Y.; Nisaizawa, K.; Yokoo, M.; Zrao, H.;
OniswHi, K.; TEraIsHI, M. (2008). «Anti-hypertens-
ive activity of genetically modified soybean seeds
accumulating novokinin». Peptides, 29: 331-337.

Zuou, E; BapiLro-CoroNa, J. A.; KARcHER, D.;
GONZzALEZ-RABADE, N.; PIEPENBURG, K.; BoRrRcH-
ERS, A. M.; MALONEY, A. P; KavanacH, T. A,;
Gray, J. C.; Bock, R. (2008). «High-level expres-
sion of human immunodeficiency virus antigens
from the tobacco and tomato plastid genomes».
Plant Biotechnol. ]., 6: 897-913.





