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DESCRIPCION
Método para la produccion en masa de lectina multimérica de unién a manosa

Campo técnico

La presente invencion se refiere al desarrollo de procedimientos mediante los cuales resulta posible la produccién en
masa de lectina de unién a manosa humana recombinante multimérica (rhMBL).

Antecedentes de la invencion

La lectina de unién a manosa (denominada "MBL" en lo sucesivo) es una proteina sérica implicada en la inmunidad
natural (inmunidad innata). El peso molecular de la MBL es de 32 kDa. MBL estd compuesta de un dominio C-terminal
de reconocimiento de carbohidratos (CRD), un dominio de colageno y una region rica en cisteinas en el extremo amino(}
terminal. Tres moléculas de MBL forman un complejo mediante la formacién de una triple hélice que utiliza dominios de
colageno, y posteriormente hasta 6 complejos pueden combinarse entre si mediante enlaces disulfuro entre moléculas (-
s-s-) entre residuos cisteina en el extremo N-terminal, reusltando en la formacién de una molécula multimérica de MBL
que consta de hasta 18 moléculas de MBL.

La forma oligomérica de MBL puede formar un complejo con otras proteinas tales como las serina proteasas asociadas a
MBL (MBSP-1, MASP-2 6 MASP-3) o las proteinas asociadas a MBL (Mapa 19). Aunque la estructura y funcion
moleculares generales de la MBL implicadas en la activacién del complemento son similares a las de C1q, que es el
primer componente del sistema del complemento, al contrario que C1q, MBL activa el sistema del complemento
mediante el corte de C4 y C2. Este proceso de activacién del complemento denominado ruta de la lectina se produce
mediante la activacion de la serina proteasa asociada a MBL tras la unién de la MBL al microbio. La activacion del
sistema del complemento por parte de MBL es una de las funciones de la MBL en la defensa primaria frente a la
infeccion microbiana, antes de que tengan lugar las respuestas inmunolégicas adaptativas. La unién de la MBL al
microorganismo a través de dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD), que reconocen patrones de
glucosilaciéon unicos de las proteinas superficiales de un microorganismo, es un requisito previo de la activacion del
complemento. La unién de la MBL al microorganismo activa los precursores asociados a la MBL de las serina proteasas
MASP-1 y MASP-2, conduciendo al corte de C4 y C2 del sistema del complemento, generando C4b2a y C3b. Algunas de
las proteinas generadas en la activacion del complemento se unen directamente a la superficie del microorganismo a
modo de opsonina, y la MBL también puede funcionar como opsonina, provocando que la fagocitosis de los microbios
unidos a la MBL resulte mas eficiente por parte de las células fagociticas. Algunas proteinas del complemento activado
lisan directamente los microorganismos invasores mediante la formacion de un complejo atacante de membranas (MAC)
y otros fragmentos proteicos del complemento producidos durante el proceso de activacion estimulan la secrecion de
citoquinas, que causan inflamacion.

Algunos informes anteriores han descrito la expresion del gen MBL en una diversidad de células, tales como células
CHO, células de hepatoma HLF o células EBNA HEK293. En particular, el nivel de expresion en las células CHO era
muy elevado, pero la MBL producida eran principalmente mon'meros y dimeros (Katsuki Ohtani et al., J. Immunol.
Methods 222:135-144, 1999). La produccién de forma oligomérica de MBL en células HEK293 EBNA se ha conseguido,
pero la productividad bruta es inferior a 1 ug/ml (T. Vorup-Jensen et al., International Immunopharmacology 1:677-687,
2001). La producciéon de forma oligomérica de MBL resulta criticamente importante debido a que los monémeros y
dimeros consistentes de 3 subunidades y 6 subunidades, respectivamente, presentan actividades reducidas o nulas.
También es una cuestiéon importante durante el desarrollo de un producto farmacéutico a partir de MBL la creacion de
una linea celular altamente productora, debido a que resulta necesaria en cantidades de muchos miligramos.

La MBL también podria desempefiar un papel importante en la inmunidad adaptativa. Las células implicadas en la
fagocitosis, tales como los neutréfilos y los macréfagos, desempefian un papel importante en la eliminacién de los
microorganismos foraneos invasores mediante fagocitosis. Ademas de lo anterior, el macréfago es una célula
presentadora de antigenos (APC), que activa las células T, resultando en la inducciéon de una respuesta inmunolégica
adquirida. Por lo tanto, la MBL multimérica implicada en la activacién del sistema del complemento y a modo de
opsonina desempefia un papel importante no sélo en la defensa primaria como componente del sistema inmunoldgico
innato sino también en la induccion de respuestas inmunolégicas adquiridas.

La cantidad de MBL en el suero humano varia de individuo a individuo, estando comprendida entre 50 ng/ml y varios
ug/ml en virtud de la variacién genética del gen de la MBL. Por ejemplo, al producirse una mutacién puntual en el codén
52, 54 6 57 del exén 1 del gen MBL, las moléculas de MBL no forman formas oligoméricas, produciendo complejos mas
pequefos no funcionales consistentes de no mas de 3 moléculas de MBL. Al producirse una mutacion en las regiones
promotoras del gen MBL, el nivel de expresion de MBL se reduce, resultando en una elevada variacion del nivel
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sanguineo de MBL entre los individuos afectados. En general, aquellos nifios o pacientes con neutropenia que presentan
un nivel de MBL inferior a determinado nivel presentan una inmunidad débil, convirtiéndose en altamente susceptibles a
las infecciones microbianas (Sumiya M. et al., Lancet 337:1569-1570, 1991; Summerfield J.A. et al., Lancet 345:886,
1995; Garred P. et al., Lancet 346:941, 1995; Summerfield J. et al., Br. Med. J. 314:1229, 1997; Mullighan C.G. et al.,
Scand. J. Immunol. 51:111-122, 2000; Neth O. et al., Lancet 358:614-618, 2001; Peterslund N.A. et al., Lancet 358:637([]
638, 2001; Mullighan C.G. et al., Blood 99:3524-3529, 2002).

Segun un estudio sobre pacientes crénicos de infeccion por virus de la hepatitis B, el nivel de MBL en la sangre es un
factor critico en el prondstico de la enfermedad (Hakozaki Y. et al., Liver 22:29-34, 2002). En particular, entre los
pacientes que desarrollaron insuficiencia hepatica fulminante debida a la infeccién crénica por virus de la hepatitis B, la
mortalidad de aquellos que presentaban un nivel sanguineo de MBL superior a 3 pg/ml era de 0%, mientras que aquellos
que presentaban un nivel sanguineo de MBL de 1,5 ug/ml e inferior a 0,5 ug/ml era de 58% y mas de 80%,
respectivamente. Este estudio demuestra la clara relacion entre el nivel sanguineo de MBL y la mortalidad de los
pacientes con una enfermedad infecciosa. Este estudio también sugiere que la suplementacién de MBL en pacientes con
un nivel reducido o nulo de MBL resulta beneficiosa.

Para que pueda utilizarse la MBL recombinante como agente terapéutico, la proteina MBL recombinante debe producirse
en una cantidad masiva a un precio razonable en forma de moléculas oligoméricas activas. Al contrario que las
citoquinas, resulta necesaria en una cantidad de muchos miligramos en cada paciente en cada aplicacion. Por ejemplo,
el volumen sanguineo humano de media es aproximadamente 5 litros, requiriendo 25 mg para producir 5 ug/ml de MBL.
Considerando el volumen de los demas liquidos corporales, podria requerir una cantidad mucho mayor en cada
aplicacion. Por lo tanto, ha sido una cuestién criticamente importante en el desarrollo del producto comercial a partir de
la MBL, el establecimiento de no sé6lo una linea celular recombinante altamente productiva, sino también de una linea
celular que produzca formas activas de MBL polimérica. Hocker B.A. et al., Faseb Journal 15(5):A1012, 2001, describen
la expresion y caracterizacién de MBL recombinante humana que conserva su estructura oligomérica de orden elevado.

De esta manera, los presentes inventores han realizado todos los esfuerzos para establecer una linea celular
recombinante que pueda producir MBL en una cantidad comercial y que simultaneamente pueda producir una forma
oligomérica funcional de MBL, que sea capaz de activar el sistema del complemento mediante la unién especifica a
glucoproteinas de unién a MBL en presencia de MASPs. Como resultado de este esfuerzo, los presentes inventores han
completado la presente invencién mediante la confirmaciéon de que podia producirse rhMBL activa adecuada para la
utilizacion terapéutica en cantidades masivas en forma de polimero multimérico en una linea celular CHO transfectada
con un vector de clonacién que contiene una secuencia polinucleétida codificante de rhMBL.

Descripcién de los dibujos

La fig. 1 es un diagrama esquematico que muestra el mapa genético del vector plasmido pMSG-MBL.

Las figs. 2A y 2B son dibujos de la MBL producida a partir de la linea celular CHO recombinante, CHO MBL/D1-3,
que ha sido transformada con pMSG-MBL. La fig. 2A es el patron de analisis SDS-PAGE, y 2B muestra el patron de
analisis de transferencia western utilizando un anticuerpo monoclonal especifico de MBL.

La fig. 3 es una fotografia de microscopia electrénica que muestra formas oligoméricas de MBL. Las moléculas
oligoméricas de MBL consistentes de 2, 3, 4, 5 y 6 subunidades triméricas de MBL se observan claramente.

La fig. 4 es una fotografia de microscopia electronica que muestra el complejo de proteina MBL recombinante y
nanoparticula de oro recubierta con pre-S en presencia de ion calcio.

Las figs. 5A y 5B muestran que rhMBL se une especificamente a pre-S, una glucoproteina, 0 a manano, con una
actividad cuantitativamente similar a la de la MBL natural.

La fig. 6 muestra la capacidad relativa de unién de una forma polimérica de gran tamafio de MBL y de una forma de
pequefo tamafio, consistentes principalmente de monémeros y dimeros de subunidades triméricas. Las formas de
menor tamafio presentan poca o ninguna capacidad de union.

La fig. 7 muestra una comparacion entre las capacidades de activacién de C4 de una forma de gran tamafio y de
una forma de pequefio tamano de rhMBL.

La fig. 8 muestra que la rhMBL se une especificamente a diversos microorganismos.
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La fig. 9 muestra que rhMBL inhibe la infeccion por SARS-CoV de las células renales embrionarias de mono (FRhK[J
4).

La fig. 10 es un conjunto de imagenes de microscopia de contraste de fases que muestra células FRhk-4 infectadas

por SARS-CoV. Sin el tratamiento de rhMBL, las células no presentan una apariencia saludable, mientras que en
presencia de MBL, se observan células sanas.

Exposicién

Obijetivo de la invencién

El objetivo de la presente invencion es construir una linea celular CHO que se encuentre transfectada con un vector que
contiene un secuencia polinucleétida codificante de la MBL humana con el fin de producir una forma oligomérica
funcional de MBL en cantidad masiva para su utilizacién con fines comerciales.

Ademas, es el objetivo de la presente invencion establecer un método para la purificacion de rhMBL a partir del medio de
cultivo de la linea celular CHO recombinante.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencién proporciona una célula huésped CHO transfectada con un vector de expresiéon pMSG-MBL que
contiene la secuencia de la region codificante de rhMBL representada en el mapa plasmidico de la fig. 1.

La presente invencidon proporciona ademas un método para la produccion en masa de MBL humana recombinante
multimérica siguiendo las etapas siguientes:

(1) preparacién de células huésped CHO transfectadas con un vector de expresion pMSG-MBL que contiene la
secuencia de la region codificante de la MBL humana,

(2) produccién de una MBL humana recombinante a partir de la linea celular transformada con el vector de
expresion con la secuencia de la region codificante de la MBL humana en un sistema de cultivo, y

(3) purificacion de la MBL humana recombinante preparada en la etapa (2).

Descripcion detallada de |a invencién

La presente invencién proporciona una célula huésped CHO transfectada con un vector de expresiéon pMSG-MBL que
contiene un polinucleétido codificante de rhMBL representado en el mapa plasmidico de la fig. 1, que resulta suficiente
para expresar la MBL humana recombinante oligomérica capaz de activar el sistema del complemento mediante la
combinacion especifica con una glucoproteina de unién a MBL en presencia de serina proteasas asociadas a MBL.

El ADNc de la MBL humana (Gene Bank NM_000242) se inserté en el vector pMSG (n° de acceso KCCM (Centro
Coreano de Cultivos de Microorganismos) 10202) que contenia el elemento MAR (regién de unién a la matriz nuclear)
del gen beta-globina, poli-A del virus SV-40 y complejo terminador de transcripcion del gen gastrina, resultando en la
construccion de un vector unico denominado pMSG-MBL.

De esta manera, la presente invencion proporciona células huésped transfectadas con vector de expresion que contiene
el polinucledtido codificante de rhMBL que resulta suficiente para expresar la MBL humana recombinante, la cual es
capaz de activar el sistema del complemento mediante la unién especifica a una glucoproteina sobre la superficie de
microorganismos en presencia de serina proteasas asociadas a MBL.

Las células huésped utilizadas en la presente invencién son células CHO (ovaricas de hamster chino).

En una realizacién preferente de la presente invencion, se prepara un transformante mediante la introduccién de un
vector de clonacion pMSG-MBL que contiene el polinucledtido codificante de rhMBL, el cual resulta suficiente para
expresar una MBL recombinante capaz de activar el sistema del complemento mediante la unién especifica a
glucoproteinas presentes sobre la superficie de microorganismos en presencia de una serina proteasa asociada a MBL,
en una linea celular huésped tal como las células CHO, y después adaptar los transformantes a la condicion con MTX
(metotrexato), conduciendo a la seleccion del transformante capaz de expresar en masa la proteina rhMBL en la forma
de polimero multimérico. El transformante seleccionado se denominé MBL D1-3 (linea celular CHO) y se deposit6 en el
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Korean Collection for Type Culture, Daejeon, Korea, el 16 de mayo de 2003 (n° de acceso KCTC 10472BP).

La MBL humana recombinante producida a partir del transformate descrito en la presente invencién principalmente se
encuentra como formas multiméricas, que resultan similares a la MBL natural en la sangre humana. La linea celular
establecida en la presente invencién producia principalmente forma multimérica funcional de MBL y mostraba un nivel de
expresion elevado, permitiendo la utilizacién de la linea celular CHO tarnsformada para la produccién en masa sde
proteina rhMBL funcional.

La presente invencion proporciona ademas un método para la produccién de una MBL humana recombinante, que
comprende las etapas siguientes:

(1) método que proporciona células huésped transfectadas con un constructo de ADN que incluye un vector de
clonacién que contiene el polinucleétido codificante de la MBL humana, que resulta suficiente para expresar una
MBL humana recombinante capaz de activar el sistema del complemento mediante la unién especifica a una
glucoproteina sobre la superficie de microorganismos en presencia de serina proteasa asociada a MBL.

(2) Método para producir MBL humana recombinante mediante la expresion del polinucleétido codificante de la
MBL humana en células animales y a partir de las células utilizando un sistema masivo de cultivo celular, y

(3) método para purificar la MBL recombinatne producida en la etapa (2). En particular, que aprovecha las
propieaddes de la MBL de unién a glucoproteinas de la etapa (1), y la glucoproteina de unién a MBL se encuentra
ejemplificada por la proteina de cubierta virica glucosilada que contiene pre-S del HBV, proteina bacteriana
glucosilada, proteina fungica glucosilada y glucoproteina sintética.

En una realizacién preferente de la presente invencion, la etapa de producciéon de una MBL recombinante de la etapa (2)
se caracteriza por las etapas de cultivo en suspension de las células en un medio sin suero/sin proteinas y el subcultivo
de aquellas células bien adaptadas al medio sin suero/sin proteinas para el escalado gradual, resultando en la
produccion en masas de proteina rhMBL en forma de polimero multimérico.

En la etapa (3), se purificd una proteina MBL recombinante a partir del medio de cultivo de los transformantes de gen
MBL mediante la utilizacion de cromatografia de intercambio anidnico y la capacidad de unién de la MBL a pre-S del
virus de la hepatitis B. El método de purificacion de la MBL consta de las etapas siguientes: (a) fraccionamiento de las
muestras que contiene MBL humana recombinante multimérica mediante la utilizaciéon de cormatografia de intercambio
anionico, (b) preparacion de la columna mediante el empaquetamiento de sustrato al que se inmoviliza pre-S de virus de
la hepatitis B, (c) captura de las MBLs recombinantes especificamente sobre pre-S de virus de la hepatitis B
inmovilizado, al pasar por la columna una muestra que contiene las proteina MBL recombinantes en presencia de ion
calcio, tras equilibrar la columna con un tampdén que contiene ion calcio, y (d) eluciéon de las proteinas MBL
recombinantes mediante la adiciéon de una solucién tampon suplementada con EDTA o EGTA a la columna en la que se
habia captura la MBL recombinante en la etapa (c).

En la etapa (a), se utilizé un material que se utiliza generalmente para la cromatografia de intercambio aniénico, y uno de
este tipo de materiales es la Q-sefarosa. La muestra que contenia las proteinas MBL en forma de monémero o dimero
se fraccion6 en presencia de NaCl 150 a 200 mM, y la otra parte que contenia una proteina MBL de elevado peso
molecular en forma de copolimero se eluy6 en presencia de NaCl 350 a 400 mM.

En la etapa (b), se utilizdé un sustrato utilizado generalmente para la cromatografia de afinidad, y la sefarosa es uno de
los sustratos utilizados generalmente.

En la etapa (c), se llevd a cabo el equilibrado de la columna mediante la adicién de una solucién tampén o de la misma
solucién utilizada para la unién de afinidad de MBL recombinante y pre-S del virus de la hepatitis B. La union de la MBL
recombinante a pre-S del virus de la hepatitis B preferentemente se llevo a cabo en presencia de iones calcio, y en ese
momento, la concentracion de calcio preferentemente era de entre 2 y 20 mM. Una muestra que contuviese una proteina
MBL recombinante podia ser un sobrenadante obtenido a partir de medio del cultivo celular transformante producto de
MBL o soluciéon de MBL eluida en la columna de fraccionamiento de MBL mencionada anteriormente.

En la etapa (d), se llevd a cabo la elucién de la proteina rhMBL utilizando una solucion tampén EDTA o EGTA en
ausencia de iones calcio. La solucidon tampdn podia ser la solucion que contenia EDTA o EGTA en una concentracion de
entre 2 y 10 mM, por ejemplo agua destilada o tampon Tris-Cl, pH 7,4.

El eluyente preparado en la etapa (d) se sec6 por congelacion o se dializé antes del secado por congelacion, resultando
en una proteina MBL recombinante purificada.
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El método de purificacién de la proteina rhMBL de la presente invencidén también resulta aplicable a la purificacién de
MBL obtenida a partir de muestras biolégicas naturales, ademas de proteina MBL recombinante preparada a partir del
transformante. La muestra bioldgica puede ejemplificarse con sangre, plasma o suero.

La MBL humana recombinante de la presente invencion es similar a la forma natural purificada a partir de sangre
humana. Es una forma oligomérica y activa en la unién al microorganismo, activando de esta manera el sistema del
complemento. Un nivel de produccion de alto rendimiento (50 pg/millon de células/dia) garantizaria la produccién
comercial de MBL funcional para el desarrollo de producto. La rhMBL producida de esta manera podria utilizarse
eficazmente para el tratamiento de un individuo infectado por virus, bacterias u hongos. También podria utilizarse para la
produccion de un kit diagnéstico para la deteccciéon de MBL humana recombinante.

Ejemplos

Las realizaciones practicas y actualmente preferentes de la presente invencién son ilustrativas, tal como se muestra en
los Ejemplos siguientes.

Ejemplo 1: preparaciéon de un gen MBL transformante y expresién de una MBL humana recombinante

<1-1> Construccién de un vector de expresion

Se construyé pEZ-MBL 2-5 mediante la clonacion de ADNc de MBL obtenido mediante PCR a partir de una biblioteca de
ADNCc de hepatocitos humanos en el vector pEA, y después se confirmo que la secuencia de nucleétidos del ADNc de la
MBL era auténtica a partir de la secuencia de nucleétidos conocida de la MBL (Gene Bank NM_000242). Se llevé a cabo
una PCR mediante la utilizacién de pEZ-MBL 2-5 como molde y utilizando un conjunto de cebadores (cebador directo 1y
cebador inverso 2) para amplificar el ADNc de la MBL, de un tamafio aproximado de 750 kb. Cada cebador contenia un
sitio de reconocimiento de enzima de restriccién y una secuencia de Kozak, de manera que se amplificaba la regién
codificante completa. A continuacioén, se preparé pMSG-MB mediante la clonacién del ADNc de MBL en el vector pMSG
(n° de acceso KCCM 10202) y después se confirmé la secuencia de nucleétidos insertada (fig. 1).

Cebador directo 1 (SEC ID n° 1)

ctagctagcc accatgtccc tgtttccatc actc (34mero)
Cebador inverso 2 (SEC ID n° 2)

gaagatctca gatagggaac tcacagacg (29mero)

<1-2> Transformacion de célula huésped con pMSG-MBL

<1-2-1> Preparacién de ADN del plasmido de expresion pMSG-MBL

Se transfecté E. coli con pMSG-MBL vy el transformante resultante se cultivd en 100 ml de medio LB suplementado con
100 pg/ml de ampicilina (Sigma, USA). Se separ6 el ADN de pMSG-MBL mediante el kit de purificacion de plasmido (kit
QUIAPREP Plasmid Midi, Qiagen, USA). El ADN purificado se digiri6 con el enzima de restriccion Scal para linearizarlo,
separandolo con el kit de purificacién de productos de PCR (kit de purificacién de productos PCR QIAQuick, Qiagen,
USA).

<1-2-2> Preparacioén de células huésped

Tras cultivar las células huésped CHO DG44 (dhfr/dhfr’) en medio a-MEM suplementado con cFBS al 10%, se realizé un
recuento del numero de células con un hemocitémetro. Las células se distribuyeron (2x105 células/pocillo) en medio al]
MEM suplementado con cFBS al 10%, que se cultivaron en un incubador de CO, durante 24 horas.

<1-2-3> Transformacion

Se mezclaron 2 ug de vectror pMSG-MBL con 5,3 yl de Dosper TM y 16 ng de ADN de vector pDCHIP (plasmido que
contenia el gen DHFR, Venolia L. et al., Somat. Cell Mol. Genet. 13:491-501, 1987) para inducir la reaccion a
temperatura ambiente durante 45 minutos. El producto resultante se afadié a las células huésped. Las células se
cultivaron a 37°C durante 6 horas, y después se sustituyd el medio por medio a-MEM fresco que contenia cFBS al 10%
(3 ml/pocillo), seguido del cultivo adicional. Dos a tres dias después, tras crecer suficientemente las células
transformadas, se afiadio tripsina y se afiadieron 2 ml de a-MEM (w/0) que contenia dFBS al 10% a las células (4x10°
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células/pocillo), seguido nuevamente del cultivo adicional. Cada 2 a 3 dias, se sustituy6é el medio por medio fresco y se
observé bajo el microscopio la condicion de las células y la formacion de colonias individuales. Diez dias después, se
obtuvieron células tempranas adaptadas.

<1-3> Seleccion de una linea celular de expresion de MBL y amplificacién del gen MBL

Tras obtener células tempranas adaptadas, se incrementdé gradualmente la concentracion de MTX (metotrexato) en el
medio, induciendo la amsplificacién del gen MBL insertado en las células transformadas. Las células se distribuyeron en
pocillos a razén de 4x10° células/pocillo y después se cultivaron en un medio (a-MEM + dFBS al 10%) suplementado con
MTX 10 nM hasta la confluencia, durante el cual se sustituyé el medio por uno fresco cada 2 a 3 dias. Las células se
distribuyeron nuevamente a razén de 4x10° células/pocillo y se adaptaron a un medio suplementado con MTX 100 nM
siguiendo el mismo procedimiento utilizado anteriormente, y después se adaptaron nuevamente a la condicion de MTX 1
UM. Durante la amplificacion del gen MBL, se llevé a cabo un andlisis de transferencia western en cada etapa para
observar los cambios del nivel de expresion de MBL. En este andlisis se observé que se incrementaba la expresion de
MBL al incrementarse el contenido de MTX en el medio.

<1-4> Seleccién de una linea de células individuales

Con el fin de separar una linea de células individuales que mostrase una tasa elevada de expresion de MBL, se
distribuyeron las células cultivadas en un medio (a-MEM + dFBS al 10%) que contenia MTX 1 yM en una placa de 96
pocillos para preparar 0,5 células/pocillo, y después se cultivaron en un medio que contenia MTX 1 uM. Tras 2 semanas,
tras confirmar la formacion de una unica colonia, las células se transformaron a una placa de 24 pocillos, que se cultivo
adicionalmente hasta que las células hubiesen proliferado suficientemente. Algunas de ellas se congelaron y se
almacenaron, y algunas de ellas se utilizaron para la comparacién de las expresiones mediante analisis de transferencia
western. Se seleccioné un trasnformante D1-3 de células individuales, que demostré producir una forma de alto peso
molecular de MBL en una gran cantidad, como linea celular de la presente invencion. El transformante seleccionado se
denominé MBL D1-3 (linea celular CHO) y se depositd en la Korean Collection for Type Culture, Daejeon, Korea, el 16
de mayo de 2003 (n° de acceso KCTC 10472BP). El analisis PAGE de la proteina MBL recombinante expresada a partir
del transformante se llevo a cabo bajo condiciones no desnaturalizantes y se encontré que era la forma multimérica de la
MBL, que presenta caracteristicas muy similares a las de la MBL natural originada en el ser humano.

<1-5> Cuantificacién de la MBL recombinante expresada en un transformante

Basandose en la cantidad estandar de MBL purificada obtenida a partir de suero humano, se estimo el nivel de expresion
de proteina MBL recombinante a partir de las células CHO MBL/D1-3 transformadas. Las células se distribuyeron en un
matraz T25 a una concentracion de 5x10° y después se cultivaron en un medio (a-MEM(w/o) + dFBS al 10%) hasta una
confluencia del 90%. A continuacion, se afiadieron 3 ml de medio (a-MEM(w/o) + dFBS al 5%) a las mismas y se
cultivaron adicionalmente durante 4 dias. El medio de cultivo se diluyé 10 veces, seguido del analisis de transferencia
western. Se comparo el resultado con la cantidad estandar de MBL natural. A partir de lo anterior, se confirmd que el
nivel de expresion de proteina MBL recombinante era de aproximadamente 50 pg/106 células/dia cultivadas en un
matraz de cultivo celular.

Ejemplo 2: método para la produccién en masa de proteina rhMBL

<2-1> Preparcion de una linea celular adaptada para el cultivo en suspension en un medio sin suero

Se cultivé la linea celular que expresaba MBL dependiente de anclaje en medio a-MEM (w/o) suplementado con dFBS al
10% y MTX 1 pyM. Tras recuperar las células viables, se inocularon en un matraz de agitacién de 250 ml que contenia
100 ml de medio HyQ SFM4 CHO sin proteinas (Hyclone, USA) suplementado con bicarbonato sdédico al 0,15% con un
tamario de indculo de 5x10° células/ml. El cultivo en el matraz de agitacion se llevé a cabo a 37°C en un incubador con
5% de CO,, agitandolo a 40 rpm durante todo el periodo de cultivo. Tras alcanzar el nimero de células un nivel de entre
1,0y 2,0x10 ® células/ml, las células se inocularon nuevamente en 100 ml de medio HyQ SFM4 CHO suplementado con
bicarbonato sédico al 0,1% con un tamario de inéculo de 5x10° células/ml. Se determiné la viabilidad de las células
mediante el método de exclusion de azul tripan. En particular se confirmé una viabilidad de 90% en el periodo tardio de
adaptacion.

Las células adaptadas al medio sin suero/sin proteinas se cultivaron hasta que la densidad celular alcanzé 2,5x10°

células/ml. A continuacion, se recuperaron las células y se resuspendieron en un medio de congelacion. Se distribuyeron
las células en viales criogénicos hasta alcanzar la concentracion de 2,8x107 células/ml, y después se almacenaron en un
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tanque de nitrégeno liquido.

<2-2> Desarrollo de un cultivo de biorreactor mediante la utilizacién de una linea celular adaptada para el cultivo en
suspension sin suero

Se inocularon las células para el cultivo en suspensién en un matraz de agitacién de 250 ml que contenia 100 ml de
medio sin suero/sin proteinas (medio HyQ SFM4 CHO) suplementado con bicarbonato sédico al 0,15% con un tamafio
de indculo de 5x10° células/ml. Al incrementarse el numero de células a un nivel de entre 1,0 y 2, Ox106 células/ml, las
células se mocularon en un matraz de agitacion de 500 ml que contenia 200 ml de medio HyQ SFM4 CHO con un
inoculo de 5x10° células/ml. A continuacién, se incrementé el numero de células nuevamente a 2x10° células/ml, las
células se |nocularon en un matraz de agitaciéon de 1.000 ml que contenia 400 ml de medio HyQ SFM4 CHO con un
indculo de 5x10° células/ml. De esta manera, las células se cultivaron medlante escalado gradual, resultando en la
preparacion de 1 litro de cultivo de siembra con una concentracion de 2, 5x10° células/ml.

Se inoculd el cultivo celular de siembra preparado anteriormente en un biorreactor de 7,5 litros (volumen de trabajo de 5
litros) y se cultivaron a 34°C durante 5 dias (50 rpm, DO 50, pH 7,2 a 7,4).

Ejemplo 3: método para la purificacién de proteina MBL humana recombinante multimérica

Se cultivaron células CHO que expresaban MBL en medio HyQ SFM4 CHO y después se centrifugd el medio de cultivo y
se paso a través de un filtro de membrana de 0,45 pym para eliminar las células. Se llevaron a cabo cromatografias de
intercambio anidnico y de afinidad para purificar las proteinas MBL recombinantes. Se determind la cantidad de
proteinas purificadas mediante la utilizaciéon de un kit ELISA de MBL.

<3-1> Fraccionamiento de una muestra que contiene polimero multimérico mediante la utilizacién de una columna de Q[
sefarosa

Tras optimizar el pH y la conductividad del sobrenadante, la forma de menor tamafio de MBL, tal como monémeros y
dimeros, se separé mediante la utilizacién de una columna empaquetada con Q-sefarosa y sdlo se recolecté la MBL de
las formas de mayor tamafio. La muestra que contenia la forma de menor tamafio de MBL se fraccion6 pasandola a
través de soluciéon tampén de NaCl 150 a 200 mM y la muestra que contenia la forma mayor de MBL se eluyé con
soluciéon tampén de NaCl 350 a 400 mM. Este resultado demostré que mas de 80% se expresaba en forma de
copolimero de alto peso molecular de la MBL a partir de la linea celular establecida en la presente invencion (fig. 2A).

<3-2> Preparacion de columna de pre-S-sefarosa

La proteina pre-S recombinante utilizada en la presente invencion se obtuvo mediante la expresion del gen pre-S, que es
una parte de la proteina superficial del virus de la hepatitis B, en Saccharomyces cerevisiae, y después se purificd en
forma de moléculas altamente glucosiladas (publicacion de patente internacional WO n° 02/094866).

Se disolvié un gramo de polvos de sefarosa 4B activada con CNBr en HCI 1 mM, seguido del lavado repetido. Con el fin
de utilizar proteina pre-S recombiante como ligando, se disolvieron 6,4 mg de proteina pre-S en tampén de acoplamiento
(NaHCO3 0,2 M, NaCl 0,5 M y pH 8,3), haciendo que la concentracién de la resinas de sefarosa 4B activadas con CNBr
fuese de entre 0,5 y 10 mg/ml y se mezclaron con la solucion de pre-S y se hicieron reaccionar a temperatura ambiente
durante 2 horas. A continuacion, la mezcla se transfirié a tampoén de bloqueo (Tris-Cl 0,1 M, pH 8,0), seguido de una
reaccion adicional a temperatura ambiente durante 2 horas. Tras el lavado, se confirmé mediante analisis de
transferencia western que la pre-S inmovilizada en sefarosa era practicamente en su totalidad proteina pre-S
recombinante, que se utilizé para la purificacion de la proteina MBL recombinante. Finalmente, se preparé una columna
de pre-S-sefarosa para la purificacion de MBL humana recombinante mediante el empaquetamiento de pre-S-sefarosa
4B en una columna.

<3-3> Purificacién de una MBL humana recombinante

La columna rellena con pre-S-sefarosa se equilibré con un tampén de unién (Tris 20 mM, NaCl 150 mM y CaCl; 10 mM,
pH 7,6). La fracciéon de columna de la Q-sefarosa que contenia las proteinas MBL recombinantes o un medio de cultivo
que contenia MBL se carg6 en una columna para adsorber la MBL. A continuacién, se lavé la columna varias veces con
el tampoén de unién. Se pasoé el tampdn de elucién (Tris 20 mM, NaCl 150 mM y EDTA 5 mM, pH 7,6) sin ca*' por la
columna para eluir la MBL humana recombinante. El eluyente obtenido se investigdé mediante SDS-PAGE. Como
resultado se obtuvo MBL humana recombinante purificada que mostraba una pureza de 99,9% (figs. 2A y 2B).
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Ejemplo 4: verificacion de una MBL humana recombinante multimérica mediante EM y a partir de la actividad de

unién de MBL ala superficie de un microorganismo

<4-1> Confirmacion de la formacion de una MBL humana recombinante multimérica

Con el fin de confirmar que una MBL humana recombinante purificada formaba o no un polimero multimérico en forma
de racimo, se cred la MBL humana recombinante purificada con carbono amorfo, y después se observo la forma de la
proteina bajo microscopia electrénica de transmision (Tecnai 12, FEI, Paises Bajos) y se encontré que la MBL humana
recombinante purificada eran polimeros multiméricos en forma de racimo (fig. 3).

<4-2> Unién de MBLs humanas recombinantes a particulas de oro recubiertas con pre-S

Se observo la capacidad de union de la MBL humana recombinante a la superficie de un microorganismo mediante la
utilizacion de pre-S, una proteina de superficie del virus de la hepatitis B. Las proteinas pre-S se unieron a la superficie
de particulas de oro de entre 20 y 40 nm de tamafio, que imitaban, de esta manera, a un microorganismo. Se afiadieron
MBLs humanas recombinantes a las mismas en presencia de calcio. A continuacion, se detectd la unién de la MBL
humana recombinante a las proteinas pre-S utilizando un microscopio electrénico de transmisién Tecnai 12, resultando
en la confirmacioén de la formacién de un complejo. Tal como se muestra en la fig. 4, las proteinas pre-S de recubrimiento
de las particulas de oro se encontraban circundadas por MBLs humanas recombinantes en presencia de iones calcio.
Esto muestra la apariencia de la unién de rhMBL a la superficie de un microorganismo. De hecho, la union de MBL a un
microorganismo podria bloquear mecanicamente la infectividad del organismo, especialmente de virus, de las células,
ademas de activar el sistema del complemento y actuar como opsonina.

Ejemplo 5: confirmacién de la actividad de unién de la MBL humana recombinante

Con el fin de investigar la actividad biologica de la rhMBL, se sometié a ensayo la actividad de unién a pre-S y a manano
en presencia de iones calcio.

Se distribuyd manano o proteina pre-S del virus de la hepatitis B disueltos en soluciéon de tampén carbonato-bicarbonato
50 mM en una placa de microtitulacion (inmunoplaca Nunc Maxisorp) para preparar 1 pg en cada pocillo, que
seguidamente se incub6 durante la noche a 4°C. La placa recubierta con pre-S o manano se lavé con un tampén de
lavado (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM, Tween-20 al 0,05%, pH 7,6) cuatro veces, seguido del bloqueo con
BSA al 0,2% a temperatura ambiente durante una hora. Tras el lavado con tampén de lavado tres veces, se afiadio
suficiente MBL a cada pocillo para preparar la cantidad de MBL en cada pocillo que se indica en la figura. Para ello, se
prepararon diluciones en serie a partir de 1 ug de MBL humana recombinante en 1 ml de tampdn de unién (Tris 20 mM,
NaCl 1 M, CaCl, 10 mM, BSA al 0,1%, Tween-20 al 0,05%, pH 7,6) con el fin de preparar la cantidad necesaria de MBL
en 100 pl, que después se anadié a cada pocillo y se incubé a temperatura ambiente durante 2 horas. Las placas se
lavaron con el tampén de lavado 6 veces nuevamente. A continuacion, se diluyeron 10.000 veces anticuerpos
monoclonales de ratén anti-MBL humana y se afiadieron 100 ul a cada pocillo, seguido de la incubacion a 37°C durante
1 hora. Se diluy6 10.000 veces la IgG-HRP anti-ratén y se afiadieron 100 pl a cada pocillo. Se incubé la placa a 37°C
durante una hora y seguidamente se revel6 el color mediante la adicién de 150 pl de soluciéon de TMB. Tras 20 minutos,
se termind la reaccién mediante la adicion de 50 pl de H2SO4 2 M - se midié la DOgyso utilizando un lector de placas de
ELISA (Multiskan Ex, Labsystems, USA). La fig. 5A muestra la unién de la MBL natural que se ha purificado a partir de
suero humano, a manano y a la proteina pre-S, y la fig. 5B muestra la unién de la MBL humana recombinante a pre-Sy a
manano. En conclusién, la MBL humana recombinante y la MBL que es natural del ser humano presentaban actividades
de unién similares a pre-S y a manano, aunque ninguna de ellas se unia a albumina de suero bovino (figs. 5A y 5B).

Ejemplo 6: comparacién de la actividad biolégica de la MBL humana recombinante multimérica de alto peso
molecular y de la MBL humana recombinante oligomérica de bajo peso molecular

Se investigo la actividad bioldgica de las formas de mayor y menor tamafo de la MBL humana recombinante con el fin
de confirmar cual de las proteinas MBL humanas recombinantes, la forma de mayor o de menor tamafio, que incluia
monodmeros y dimeros, se unia mas eficientemente a pre-S y a manano en presencia de iones calcio.

<6-1> Unién de MBL a proteina pre-S glucosilada

Se recubrié una placa con proteinas pre-S (inmunoplaca Nunc Maxisorp) bajo condiciones iguales a las indicadas en el
Ejemplo 5. A continuacion, se disolvié la forma de mayor o menos tamafio en un tampén de unién (Tris 20 mM, NaCl 1
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M, CaCl; 10 mM, BSA al 0,1%, Tween-20 al 0,05%, pH 7,6) y se afadieron a una placa recubierta con pre-S a las
diferentes concentraciones para preparar la cantidad deseada para cada pocillo. El resto de los ensayos de unién se
llevé a cabo tal como en el Ejemplo 5. Tal como se ha indicado anteriormente, la actividad de unién de la MBL a las
proteinas pre-S es mucho mayor al utilizar la MBL humana recombinante multimérica que al utilizar la forma de menor
tamafio que contenia principalmente monémeros y dimeros (fig. 6).

<6-2> Activacién de C4 en el sistema del complemento

Se recubrié una inmunoplaca Nunc Maxisorp con 500 ng de proteinas pre-S en cada pocillo, a las que se afiadieron
diferentes concentraciones de MBLs humanas recombinantes, permitiendo la unién de la MBL a pre-S a temperatura
ambiente durante 2 horas. A modo de fuente de proteina MASP, se afiadieron 100 pl de suero sin MBL diluido 100 veces
a cada pocillo y se incubd duante 90 minutos a temperatura ambiente. La placa se lavé con un tampdén de lavado 6
veces y después se afadieron 500 ng de C4, seguido de la reaccién posterior a temperatura ambiente durante 2 horas.
Se diluy6 el anticuerpo anti-C4-HRP 2.000 veces y se anadieron 100 pl a cada pocillo. A continuacién, se dejoé que
tuviese lugar la reacciéon a temperatura ambiente durante una hora. Se afadieron ciento cincuenta pl de solucién de
OPD y se dejo que se desarrollase el color durante 20 minutos. Seguidamente, se midié el depdsito de C4b tras la
adicion de 50 pl de HCI 3 M y se leyd la DO a 492 nm utilizando un lector de placas de ELISA (fig. 7). Para los
experimentos, se utilizaron tanto MBLs humanas recombinantes multiméricas en la forma de mayor tamafo
proporcionada por la presente invencion como MBLs humanas recombinantes en la forma menor tales como monémeros
o dimeros, respectivamente, para la comparaciéon de sus actividades. Tal como se muestra en la fig. 7, C4 resulté
fuertemente activada por la MBL humana recombinante multimérica en forma mayor mientras que practicamente no
resulté activada por las proteinas en forma menor. Por lo tanto, se confirmé que las MBLs humanas recombinantes en
forma de polimero multimérico proporcionadas por la presente invencion presentan una excelente actividad de activacion
de C4.

Ejemplo 7: union de MBL humana recombinante a diversos microorganismos

Se cultivaron once cepas, incluyendo tanto bacterias Gram-positivas como bacterias Gram-negativas, y hongos, en
medio liquido apropiado para cada una de ellas. Para inmovilizar la célula bacteriana cultivada, se distribuyeron 100 pl
de células en cultivo en una placa (inmunoplaca Maxisorp, Nunc) para preparar 1x10° células/pocillo y se incubaron a
4°C durante la noche. Se llevé a cabo el bloqueo mediante la utilizacion de BSA al 0,2% a 37°C durante una hora. Se
afiadieron quinientos ng de MBL humana recombinante en 100 pl de tampdn de unién (Tris 20 mM, NaCl 1 M, CaCl, 10
mM, BSA al 0,1%, Tween-20 al 0,05%, pH 7,6) a cada pocillo, seguido de la reaccién a 37°C durante una hora. Se diluy6
10.000 veces anticuerpo monoclonal MB1B5 de ratén anti-MBL humana (Dobeel Corp., Corea) y se afiadieron 100 pl a
cada pocillo, seguido de la reaccién a 37°C durante una hora. Se diluyé 10.000 veces anti-IgG de raton-HRP y se
afadieron 100 ul a cada pocillo, seguido de la reaccién a 37°C durante una hora. A continuacioén, se afiadieron 100 ul de
solucion TMB a la misma y se dejé que se desarrollase el color durante 30 minutos. Se terminé la reaccion mediante la
adicion de 50 pl de solucion de parada (H2SO.) y después se midid la DO4so mediante la utilizacion de un lector de
placas de ELISA (Multiskan Ex, Labsystems, USA).

Los microorganismos utilizados en la presente invencidon mostraban una actividad de unién diferente a la de una MBL
humana recombinante, y tal como se muestra en la fig. 8, C. albicans, H. influenzae ATCC 51907, S. aureus CCARM
3197 y S. aureus ATCC 29213 mostraban una actividad de unién muy alta a proteina MBL recombinante, mientras que
S. pyrogenes ATCC 8668, S. aureus CCARM 3114 y E. faecalis ATCC 29212 mostraban un nivel moderado de actividad
de unién. K. pneumoniae ATCC 10031, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis CCARM 35048 y E. faecium CCARM
5028 presentaban una actividad de unién reducida a MBL. En conclusién, se demostr6 que una MBL humana
recombinante, al igual que una MBL natural, se une a los microorganismos mediante el reconocimiento del patrén de una
proteina superficial glucosilada y que la actividad de unién varia segun el microorganismo diana.

Ejemplo 8: inhibicién de lainfeccién por SARS-CoV por parte de la MBL humana recombinante

Las células FRhk-4, células renales de mono, se cultivaron en MEM. A la solucién de cultivo se afiadio MBL humana
recombinante, que después se infectdé con SARS-CoV. La MBL humana recombinante se diluyé con medio de cultivo
celular cuatro veces, en serie partiendo de una concentracion de 2,5 pg/ml y se utilizé un aislado primario de SARS-CoV
procedente de un paciente (Ksiazek T.G. et al., N. Eng. J. Med. 348:1953-1966, 2003; Peiris et al., Lancet 361:131901
1325, 2003).

Con el fin de confirmar si las células huésped se encontraban infectadas o no por SARS-CoV, se llevé a cabo una PCR
en tiempo real cuantitativa replicada (sistema PCR GeneAmp, Applied Biosystems, USA) con un conjunto de cebadores
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especificos para SARS-CoV. Las células FRhk-4 infectadas por SARS-CoV y no tratadas con una MBL humana
recombinante se utilizaron a modo de grupo de control.

Tal como se muestra en la fig. 9, la infeccién por SARS-CoV resultd inhibida por el tratamiento de MBL humana
recombinante de un modo dependiente de la dosis. Por ejemplo, al cultivar las células en presencia de MBL humana
recombinante en una concentraciéon de 2,5 ug/ml, se inhibio la proliferacion del virus en gran medida (proliferacion
inferior al 15%) en comparacién con el grupo de control. Este 15% muy probablemente era el resultado del indculo virico.

La fig. 10 es una fotografia de un microcopio de contraste de fases que muestra células FRhk-4 infectadas por SARS-
CoV. En la fig. 10(1) no se observan células sanas en el grupo de control, no tratado con MBL humana recombinante,
mientras que en las figs. 10 (2)-(6) se observan células sanas en los grupos de ensayo tratados con MBL humana
recombinante. En particular, se incrementd el nimero de células sanas a medida que se incrementaba la concentracion
de MBL humana recombinante.

Aplicabilidad industrial

Tal como se ha ejemplificado anteriormente en la presente memoria, los métodos para la produccién de lectina de union
a manosa humana recombinante multimérica (rhMBL) en cantidades masivas proporcionados en la presente invencién
son un avance significativo en el desarrollo de VIBL como producto comercial util. En particular, la forma multimérica de
MBL se une eficientemente a los microorganismos, y de esta manera podria inhibir eficientemente la infeccidn por virus,
bacterias u hongos, de manera que podria utilizarse para el desarrollo de un medicamento destinado a la prevencion y/o
tratamiento de la infeccién por microorganismos tales como virus, bacterias, hongos, en particular SARS-CoV, y para la
produccion de un kit diagnéstico destinado a la deteccién de la MBL humana.

<110> Dobeel Co., Ltd.
<120> METODO PARA LA PRODUCCION EN MASA DE LECTINA DE UNION A MANOSA MULTIMERICA
<130> 4FP0O-09-02

<140> PCT/KR2004/002739
<141>2004-10-28

<160> 2
<170> Kopatentin 1.71

<210> 1

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo 1 para la amplificacion del ADNc de la MBL

<400> 1.
ctagctagcc accatgtccc tgttt ccatc actc 34

<210> 2

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso 2 para la amplificacion del ADNc de la MBL

<400> 2
gaagatctca gat agggaac tcacagacg 29
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REIVINDICACIONES

Linea de células huésped CHO transfectadas con un vector de expresiéon pMSG-MBL ilustrado en un mapa
plasmidico de la fig. 1 que contiene un polinucleétido codificante de la lectina humana de unién a manosa (MBL
humana).

Linea de células huésped CHO segun la reivindicacion 1, en la que la linea celular es la linea MBL D1-3 de
células CHO depositada en la Korean Collection for Type Culture bajo el n°® de acceso KCTC 10472BP.

Método para la produccién en masa de MBL humna recombinante multimérica (rhMBL), que comprende las
etapas siguientes:

(1) preparacion de las lineas de células huésped CHO transfectadas con un vector de expresion pMSG-MBL
ilustrado en un mapa plasmidico de la fig. 1 que contiene la secuencia de la regién codificante de la MBL
humana,

(2) produccion de rhMBL mediante la expresion de la secuencia de la region codificante de la MBL humana
en dichas células huésped CHO y a partir del cultivo de dichas células, y

(3) purificacion de la rhMBL preparada en la etapa (2).

Método segun la reivindicacién 3, en el que la linea de células huésped CHO es la linea MBL D1-3 de células
huésped CHO depositada bajo el n° de acceso KCTC 10472BP.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la etapa (2) se caracteriza por las etapas siguientes:

cultivo en suspension de las células en un medio sin suero/sin proteinas, y
subcultivo de aquellas células bien adaptadas al medio sin suero/sin proteinas para el escalado gradual de
las mismas, resultando en la produccién en masa de proteina rh-MBL en forma de polimero multimérico.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la etapa (3) se caracteriza por las etapas siguientes:

(a) fraccionamiento de las muestras que contienen rhMBL multimérico mediante la utilizacion de
cromatografia de intercambio aniénico,

(b) preparacion de una columna mediante empaquetamiento de sustrato al que se conjuga pre-S de virus de
la hepatitis B,

(c) union de la rhMBL a pre-S del virus de la hepatitis B especificamente mediante la adicién de una muestra
que contiene rhMBL a la columna en presencia de iones calcio, tras el equilibrado de la columna, y

(d) elucién de las rhMBLs mediante la adicion de una solucién tampén suplementada con EDTA o EGTA de
la columna en la que se habia unido la rhMBL.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la rhMBL es capaz de activar el sistema del complemento mediante
la unién especifica a una glucoproteina presente sobre la superficie de los microorganismos, en presencia de
serina proteasa asociada a MBL, seleccionando dicha glucoproteina de entre un grupo que consiste de proteina
pre-S de cubierta virica glucosilada, proteina bacteriana glucosilada, proteina fungica glucosilada y
glucoproteina sintética.
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FIG. 1
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Fig. 1. Mapa genético del vector plasmido pMSG-MBL
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Fig. 2. (A) Analisis SDS-PAGE de MBL purificada

carril 1: rhMBL purificada, condiciones no reductoras;
carril 3: fraccién de forma de mayor tamarfio de rhMBL,;
carril 4: fraccioén de forma de menor tamafo de rhMBL;
carril M: marcador de peso molecular

(B) Analisis de transferencia western de MBL purificada

carril 1: rhMBL purificada, condiciones no reductoras;

carril 2: MBL natural parcialmente purificada
. a partir de plasma humano
carril M: marcador de peso molecular
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FIG. 3.

Fig. 3. Imagen de microscopia electronica de rhMBL

Se observa la forma multimérica de rnMBL con un

microscopio electronico de transmision Tecnai 12
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FIG. 4
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Fig. 4. Imagen de microscopia electronica de rhMBL unida a pre-S-nanoparticula
de oro

se observa rhMBL circundante a pre-S-nanoparticula de oro con un microscopio
electrénico de transmisiéon Tecnai 12
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FIG. 5

Analisis de union de MBL derivado de plasma humano
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Fig. 5. MBL unido a proteinas glucosiladas o a manano

A. MBL derivado de plasma humano
B. rhMBL

Ni MBL derivada de plasma humano nila rhMBL unida a pre-Sy a
manano de modo dependiente de la concentracidén se unian a BSA
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FIG. 6
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Fig. 6. Analisis de unién de las formas de menor y mayor tamafio de rhMBL

Solo la rhMBL de mayor tamafo mostré actividad de unién a pre-S
correspondiente a la del control
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FIG. 7
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Fig. 7. Analisis de activacion de C4 utilizando las formas de menor y

mayor tamafo de rhMBL
Solo la forma de mayor tamafio de rhMBL indujo la activacion de C4 al igual

que el control, mientras que la forma de rhMBL de menor tamafio no lo hizo.

Se utilizé suero sin MBL como fuente de MASP
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FIG. 8
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Fig. 8. Analisis de union de rhMBL frente a diversos microorganismos

a: C. albicans b: H. influenzae ATCC51907
c: S. aureus CCARM3197 d: S. aureus ATCC29213

e: S. pyogenesis ATCC 8668 f: S. aureus CCARM3114

g: E. faecalis ATCC29212 h: K. pneumoniae ATCC10031

i: S. epidermidis ATCC 12228 j: S. epidermidis CCARM35048
k: E. faecium CCARM5028
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FIG. 9
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Fig. 9. Inhibicion de la infeccion por SARS-CoV utilizando rhMBL

Al infectar las células FRhk-4 con SARS-CoV bajo condiciones de
concentracion exponencialmente creciente de rhMBL, la rhMBL

en el medio inhibio las infecciones viricas hasta una proporcion inferior
al 15% del caso de infeccién sin rhMBL
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FIG. 10
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Fig. 10. Imagen de microscopia de contraste de fases de células FRhK-4
infectadas por SARS-CoV en una serie de tratamiento de
concentraciones crecientes de rhMBL

Se observo un nimero creciente de células sanas al incrementar la
concentracion de rhMBL, mientras que en el tratamiento de no rhMBL se
observaron células muertas e hinchadas
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