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DESCRIPCION

Gen sintético para la expresion de SM-14 en Pichia pastoris, procedimientos de produccion y purificacion de SM-14 y
su uso como vacuna y medio de diagndstico

Campo de la invencion

La presente invencion esta relacionada con el campo de la produccién de proteinas recombinantes utilizando un gen
sintético asociado con una alta expresion proteica en Pichia pastoris. Mas especificamente, la presente invencion
describe la produccion de la proteina recombinante Sm14 de Schistosoma mansoni. Se cre6 un gen sintético para
promover la expresion alta de Sm14 y con este gen los inventores obtuvieron y modificaron una cepa de Pichia
pastoris para la produccion eficaz de una vacuna. Los inventores también mejoraron los procedimientos de
produccion y purificacion proteica a partir de células de P. pastoris; la produccion industrial de dichos procedimientos
puede programarse.

Antecedentes

El peso molecular de la proteina Sm14 es aproximadamente de 14,8 kDa y es significativamente similar a las
proteinas que pertenecen a la familia que se une a los acidos grasos. Esto se ha estudiado y descrito ampliamente
por el solicitante en sus previas solicitudes de patente.

La estructura tridimensional de la proteina Sm14 se predijo mediante modelado molecular por homologia
computarizada, asi como por cristalografia y resonancia magnética nuclear. La estructura de la proteina Sm14
permitio identificar los epitopos potencialmente protectores e hizo posible utilizar la rSm14 como antigeno vacunal.

La estructura de Sm14, asi como los modelos construidos por proteinas homadlogas de Fasciola hepatica (FABP tipo
3, es la que comparte mayor identidad de secuencia, un 49 %), muestra que estas moléculas adoptan
configuraciones tridimensionales que son similares a las moléculas de otras familias de proteinas que se unen a los
lipidos (proteinas de unién a acidos grasos- FABP).

Por lo tanto, basandose en los conocimientos completos del estado de la técnica reunidos por los inventores,
demostraran aqui como las formas recombinantes de Sm14 pueden proporcionar una proteccion significativa contra
las infecciones causadas por helmintos supuestamente patdgenos respecto a los seres humanos y los animales.

En las publicaciones que demuestran la actividad protectora de Sm14 por primera vez, se expresaba la proteina
recombinante correspondiente con el vector pPGEMEX-Sm14 como cuerpos de inclusiéon. Después de aislar y lavar
los anticuerpos, se purificaba la proteina mediante electroforesis de preparacion de la banda correspondiente
(Tendler et al., A Schistosoma mansoni fatty acid-binding protein, Sm14, is the potential basis of a dual-purpose anti-
helminth vaccine. Proc Natl Acad Sci U S A. v. 93, p. 269-273 1996) por electroelucién. Sin embargo, esta
metodologia no era adecuada para la produccion de proteinas a gran escala. Mas tarde, la Sm14 se comenzé a
producir con una fusion de seis histidinas consecutivas (6xHis) en el extremo amino del sistema de expresion de
Escherichia coli, como cuerpos de inclusién. Después de obtener y solubilizar los cuerpos, era necesario volver a
replegarla con el fin de obtener una proteina funcional e inmunolégicamente activa (Ramos et al., -Sm14 - pRSETA
efficacy in experimental analysis. Mem Inst Oswaldo Cruz. v. 96 p. 131-135, 2001). Ramos et al., Stability
improvement of the fatty acid binding protein Sm14 from S. mansoni by Cys replacement: structural and functional
characterization of a vaccine candidate. El documento Biochim Biophys Acta. v. 1794, p. 655-662, 2009, ser refiere a
mutantes 62V de Sm14 que se utilizan en experimentos de desafio en animales. El documento de Varaldo et al
(2006) FEMS Immunol Med Microbiol Vol. 48, paginas 132-139 describe la expresion de una Sm14 de Schistosoma
mansoni con el codén optimizado para el bacilo de Calmette-Guerin de Mycobacterium bovis.

Por lo tanto, a pesar de todo el conocimiento reunido por los inventores aun hay desventajas que superar con el fin
de que se pueda obtener material antigénico con altas prestaciones, a escala industrial y en condiciones GMP, y que
no pierdan las caracteristicas de estabilidad.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién propone una plataforma para la producciéon de una vacuna recombinante contra helmintos en
Pichia pastoris. Mediante la plataforma mencionada anteriormente es posible obtener una vacuna recombinante
contra helmintos (en P. pastoris), incluyendo procedimientos de produccion y purificacion de Sm14 desarrollados en
el sistema de Pichia pastoris.

La solicitud también desvela un gen sintético para la expresion de la proteina Sm14. La transformacion genética de
Pichia pastoris con este gen sintético bajo el control del promotor AOX1 permite la produccién y purificacion de
Sm14.
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Por lo tanto, la invencion permite la obtencion de Sm14 a partir de un gen sintético que contienen los codones
optimizados para la alta expresion en Pichia pastoris, SEQ ID NO: 3 (secuencia final del gen), asi como los
procedimientos de purificacion de Sm14. En un aspecto, la invenciéon proporciona un procedimiento de produccién
de proteina recombinante Sm14 en Pichia pastoris que consiste en:

(a) la sintesis de una secuencia de nucleétidos definida por SEQ ID NO: 3;

(b) la clonacion de la secuencia de nucledtidos sintetizada obtenida en la etapa (a) anterior en el vector pPIC9K
mediante el sitio BamHI y la reconstitucion de la secuencia Kozak del gen AOX1 antes del coddn de inicio de la
proteina Sm14, para la expresion de Sm14 en su forma intracelular; y

(c) la transformacion de P. pastoris con el plasmido pPIC9K-Sm14-MV y la seleccion de los clones
recombinantes con multiples copias.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de purificacién de la proteina recombinante expresada
en Pichia pastoris obtenida en un procedimiento de produccion de acuerdo con el procedimiento de produccion
inventivo anterior, consistiendo dicho proceso en las siguientes etapas:

(a) llevar a cabo la lisis de las células de P. pastoris;

(b) clarificar el lisado obtenido en la etapa (a);

(c) cargar el lisado clarificado en una resina de intercambio anionico y después de la carga de la proteina, se
eluye la proteina mediante cambios de pH en la columna; y

(d) separacion de las proteinas contaminantes de la proteina recombinante por filtracion en gel.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estrategia para la construccion del plasmido pPIC9K-Sm14-MV.

La Figura 2 muestra la clonacion del Sm14-MV en el pPICOK.

La Figura 3 muestra el analisis de PCR de los clones de P. pastoris.

La Figura 4 muestra la induccion de la expresion de Sm14 en los clones de P. pastoris GS115/pPIC9K-Sm14-
MV.

La Figura 5 muestra la induccion de la expresion de Sm14 en P. pastoris GS115/pPIC9K-Sm14-MV.

La Figura 6 muestra los resultados de la purificaciéon de Sm14.

La Figura 7 muestra los resultados del cromatograma de la filtracién en gel de la proteina Sm14-MV producida en
P. pastoris.

La Figura 8 muestra un analisis de transferencia de Western de la proteina purificada de P. pastoris.

La Figura 9 muestra el espectro del dicroismo circular de la proteina Sm14 purificada de P. pastoris.

Descripcion detallada de la invencién

El fin principal de la presente invencion es producir una vacuna recombinante contra helmintos. Este objetivo se
puede conseguir produciendo proteinas recombinantes utilizando un gen sintético para la alta expresion proteica en
Pichia pastoris. De acuerdo con la invencion se cred un gen sintético para promover la expresion alta de Sm14 y con
este gen los inventores obtuvieron una cepa de Pichia pastoris para la produccion eficaz de una vacuna. La presente
invencion incluye también los procedimientos de produccién y purificacion de la proteina a partir de células de P.
pastoris; dichos procedimientos se pueden programar para la produccion industrial.

El sistema de expresion en la levadura metilotréfica Pichia pastoris tiene ventajas significativas cuando se compara
con los sistemas basados en E. coli para la produccién de proteinas recombinantes a escala industrial. Entre dichas
ventajas se pueden mencionar, por ejemplo, la estabilidad de las cepas transformadas, la alta expresion, el cultivo
de alta densidad, la programacion facil del cultivo, no hay peligro para la salud humana, y no produce endotoxinas
(Faber et al., Review: Methylotropic Yeasts as Factories for the Production of Foreign Proteins. Yeast, v. 11, p. 1331-
1344, 1995). La ultima ventaja es uno de los factores que tienen influencia en el cambio de microorganismos para la
expresion proteica. Esto es debido a que la necesidad de detectar o cuantificar endotoxinas producidas por bacterias
gramnegativas en cada lote seria un factor limitante, ya que los productos generados en E. coli que se utilicen
posteriormente en seres humanos tienen que estar libres de endotoxinas bacterianas. Este requisito adicional
dificultaria los procedimientos de produccion en E. coli y esto tendria un impacto negativo en los costes de
produccion finales.

La invencion se describira ahora mediante su mejor procedimiento de ejecucion.

1. OBTENCION DE LA CEPA RECOMBINANTE DE Pichia pastoris

1.1 Gen sintético para la expresion de Sm14 en P. pastoris:

Primero se disefio y sintetizd un gen que contenia los codones que estaban optimizados para obtener la maxima

expresion de Sm14 en P. pastoris. En este caso los inventores utilizaron Sm14-MV; sin embargo, se puede utilizar
cualquier forma de Sm14.
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Hay pruebas en la bibliografia sobre el uso diferencial de codones entre proteinas con bajos y altos niveles de
expresion en el mismo organismo (Roymondal y Sahoo, Predicting gene expression level from relative codon usage
bias: an application Escherichia coli genome. DNA Res. v. 16, p. 13-30, 2009).

Sin embargo, las tablas de utilizacion del codon en las bases de datos (por ejemplo, en: (www.kazusa.or.jp/codon)
contienen datos de todas las proteinas del cuerpo y no tienen en cuenta el nivel de expresion genética. Por esta
razon, con el fin de disefiar el gen, los inventores inicialmente perfilaron una tabla de uso del codén basandose en
los datos de las secuencias que codifican proteinas recombinantes que se expresaban por encima de 1 gramo por
litro de cultivo en P. pastoris (véase la Tabla 1), asi como la secuencia para la proteina AOX1 (que representa el
30 % de la proteina de P. pastoris, después de la induccion con metanol).

Tabla 1: Lista de proteinas recombinantes con alta expresion en P. pastoris.

Proteina expresada (mgll) Referencia
Hidroxinitrilo liasa 22000 Hasslacher, M. et al. (1997) Protein Expr. Purif. 11: 61-71
Gelatina de ratén 14800 Werten, M.W. et al. (1999) Yeast 15: 1087-1096

Fragmento C de toxina

tetani 12000 Clare, J.J. et al. (1991) Bio/Technology 9: 455-460
etanica

Factor de necrosis tumoral | 4564 | greekrishna, K. et al. (1989) Biochemistry 28: 4117-4125

humano
a-amilasa 2500 Paifer, E. et al. (1994) Yeast 10: 1415-1419
T2A peroxidasa 2470 Thomas, L. et al. (1998) Can. J. Microbiol. 44: 364-372
Catalasa L 2300 Calera, J.A. et al. (1997) Infect. Immun. 65: 4718-4724
Hirudina 1500 Rosenfeld, S.A. et al. (1996) Protein Expr. Purif. 8: 476-482.

Para el disefio de la secuencia los inventores escogieron la secuencia de la proteina Sm14-MV que tiene un resto de
valina en la posicion 62 sustituyendo una cisteina, que la hace mas estables (Ramos et al., 2009); se representa
aqui como SEQ ID NO: 1.

SEQID NO: 1

MSSFLGKWKL SESHNFDAVM SKLGVSWATR QIGNTVTPTV TFTMDGDKMT
MLTESTFKNL SVTFKFGEEF DEKTSDGRNV KSVVEKNSES KLTQTQVDPK
NTTVIVREVD GDTMKTTVTV GDVTAIRNYK RLS

Después de la primera seleccion de codones de acuerdo con la tabla perfilada con los datos de proteinas de la Tabla
1, los inventores llevaron a cabo las depuraciones de secuencia lo que resulté en los sitios donantes de terminacién
de la transcripcion (ATTTA) y los receptores cripticos de corte y empalme (MAGGTRAGT y YYYNTAGC,
respectivamente) y las secuencias repetitivas (sitios de escision para las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRlI). La
SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia disefiada para expresar la proteina Sm14-MV en Pichia pastoris.
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SEQID NO: 2

1 ATGTCTTCTT TCTTGGGTAA GTGGAAGTTG TCTGAATCTC ACAACTTCGA

51 CGCTGTTATG TCTAAGTTGG GTGTTTCTTG GGCTACCAGA CAAATTGGTA
101 ACACCGTTAC TCCAACCGTT ACCTTCACCA TGGACGGTGA CAAGATGACT
151 ATGTTGACCG AGTCTACCTT CAAGAACTTG TCTGTTACTT TCAAGTTCGG
201 TGAAGAGTTC GACGAAAAGA CTTCTGACGG TAGAAACGTT AAGTCTGTTG
251 TTGAAAAGAA CTCTGAATCT AAGTTGACTC AAACTCAAGT TGACCCAAAG
301 AACACTACCG TTATCGTTAG AGAAGTTGAC GGTGACACTA TGAAGACTAC
351 TGTTACCGTT GGTGACGTTA CCGCTATCAG AAACTACAAG AGATTGTCTT
401 AA

Los inventores afnadieron la secuencia Kozak del gen de la proteina AOX1 de P. pastoris (AAACG) al extremo 5' de
la secuencia disefiada. Finalmente, los inventores afiadieron los sitios de restriccion para BamHI (GGATCC) y EcoRl
(GAATTC) a los extremos 5' y 3' del gen disefiado, respectivamente.

La SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia final del gen sintético para la produccion de la proteina Sm14.
SEQID NO: 3

1 GGATCCAAAC GATGTCTTCT TTCTTGGGTA AGTGGAAGTT GTCTGAATCT

51 CACAACTTCG ACGCTGTTAT GTCTAAGTTG GGTGTTTCTT GGGCTACCAG
101 ACAAATTGGT AACACCGTTA CTCCAACCGT TACCTTCACC ATGGACGGTG
151 ACAAGATGAC TATGTTGACC GAGTCTACCT TCAAGAACTT GTCTGTTACT
201 TTCAAGTTCG GTGAAGAGTT CGACGAAAAG ACTTCTGACG GTAGAAACGT
251 TAAGTCTGTT GTTGAAAAGA ACTCTGAATC TAAGTTGACT CAAACTCAAG
301 TTGACCCAAA GAACACTACC GTTATCGTTA GAGAAGTTGA CGGTGACACT
351 ATGAAGACTA CTGTTACCGT TGGTGACGTT ACCGCTATCA GAAACTACAA
401 GAGATTGTCT TAAGAATTC

Después de sintetizar la secuencia disefiada (SEQ ID NO: 3), los inventores llevaron a cabo la clonacion y después
la secuenciacion del gen sintético en el vector pCR2.1 para confirmar que la secuencia sintetizada era fiel a la
secuencia disefiada.

1.2 Construccion del plasmido para la expresion de Sm14 en Pichia pastoris:

El gen sintetizado se clon6 en el vector pPIC9K donde la proteina Sm14 se expresa sin ninguna fusion, haciendo
posible su produccion intracelular.

El vector pPICOK (Invitrogen) se escogio para la construccion del plasmido de expresion de Sm14 en P. pastoris por
las siguientes razones:

(1) Se puede utilizar para expresar proteinas intracelulares sustituyendo el gen del factor alfa con el gen de
eleccion, mediante el sitio de restriccion BamHI del vector, localizado antes de la secuencia Kozak y el inicio de
la traduccién. Con el fin de hacer esto, era necesario recrear la secuencia Kozak antes de que se expresara el
ATG de la ORF, de acuerdo con el disefio del gen sintético de la Sm14.

(2) Ofrece la ventaja de permitir una seleccion de clones con multiples copias integradas en el genoma
seleccionando la resistencia al antibidtico G418. No habia dicha posibilidad con el pPIC9 utilizado anteriormente.

La estrategia de la construccion del plasmido pPIC9K-Sm14 se describe en la Figura 1.

Con el plasmido pCR21-Sm14-MV, los inventores cambiaron la cepa DH5a de E. coli para su propagacion. Después
se purificd el pADN con el kit Miniprep Spin Qiaprep (QIAGEN). El plasmido, asi como el vector pPIC9K, se digirieron
simultaneamente con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI (ambas de New England Biolabs). Después de la
digestion, los fragmentos de ADN se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa que contenia bromuro de
etidio. Los fragmentos correspondientes al vector pPIC9K y a la insercion Sm14-MV se escindieron del gel de
agarosa y se purificaron con un kit de Extraccién en Gel QIAquick (QIAGEN).

Los fragmentos purificados se unieron utilizando una ADN ligasa T4 (New England Biolabs). La cepa DH5a de E. coli
se transformo con la reacciéon de union y se seleccionaron los clones en medio LB agar que contenia ampicilina. El
pADN de uno cuantos clones resistentes a la ampicilina se purificaron y se analizaron por restriccion con las enzimas
BamHI y EcoRI, como se muestra en la Figura 2. En la Figura 2 se muestran los resultados de la clonacion de
Sm14-MV en pPIC9K; los clones se seleccionaron como se muestra posteriormente:

M.- 1 Kb de ADN escalonado + phiX174/Haelll

1.- pPIC9K/BamHI + EcoRl

2.- pCR21-Sm14-MV/BamHI + EcoRI

3 a 11.- Clones pPIC9K-Sm14-MV/ BamHI + EcoRl.
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En la Figura 2 las flechas marcan la posicion de insercién y el vector de clonacion.

Los clones que presentaban bandas correspondientes a las inserciones se seleccionaron y secuenciaron con el
cebador de AOX5 para confirmar la clonacién satisfactoria y la fidelidad de la secuencia. Por lo tanto, la secuencia
sintética para la expresion de Sm14 se mantuvo bajo el control del promotor fuerte de la alcohol oxidasa 1 (AOX1),
que esta inducido por metanol (Cregg et al., Recent advances in the expression of foreign genes in Pichia pastoris.
BioTechnolochy. v. 11, p. 905-910, 1993).

1.3 Transformacion de P. pastoris con el plasmido pPIC9K-Sm14-MV y seleccion de los clones
recombinantes con multiples copias

Con el fin de producir la proteina, se transformé la cepa GS115 (his4) de P. pastoris con el plasmido pPIC9K-Sm14-
MV. Este ultimo se purificd con el kit Maxiprep (Qiagen). El ADN plasmidico se digirié por separado con las enzimas
Bglll y Sacl (New England Biolabs), utilizando 20 ug de ADN para cada reaccion. Las reacciones de digestion se
separaron por electroforesis en gel de agarosa y las bandas con los fragmentos de ADN que contenian el gen
sintético de Sm14-MV se separaron del gel y se purificé el ADN.

Se prepararon las células competentes de la cepa GS115 por electroporacion y se transformaron por separado con
ADN purificado de las reacciones de restriccion por Bglll y Sacl (10 ug de ADN por transformacion). La digestion con
la enzima Bglll guia la recombinacion del casete de expresion del gen de AOX1, en el genoma de P. pastoris,
mientras que la digestion con Sacl se puede integrar en otras regiones.

Después de la transformacion, las células se dispersaron en medio RD (medio libre de histidina) que contenia: 1 M
de sorbitol; un 2 % de dextrosa; un 1,34 % de YNB; 4 x 10 % de biotina; y un 0,005 % de cada aminoacido: L-
glutamato, L-metionina, L-lisina, L-leucina y L-isoleucina para la seleccién de cepas transformadas mediante el
marcador auxotréfico his4. Los clones que podian crecer en el medio libre de histidina se sometieron a una seleccién
con el antibiotico G418 a concentraciones de: 0,5; 1; 2; y 4 mg/ml en un cultivo YPD (un 1 % de extracto de levadura,
un 2 % de peptona; un 2 % de dextrosa) a 30 °C en placas de microcultivo. Solamente los clones transformados con
el plasmido pPIC9K-Sm14-MV digeridos con la enzima Sacl podian crecer con el G418 a 4 mg/ml; esto
caracterizaba la insercion de multiples copias del casete de expresion en el genoma de P. pastoris.

Con el fin de confirmar si los clones seleccionados tenian el casete de expresion del gen sintético, se purificé el ADN
gendémico de 17 clones y se utilizd en reacciones de PCR con cebadores AOX5 y AOX3'. Se utilizd el plasmido
pPIC9K-Sm14-MV como control positivo. La Figura 3 muestra el analisis de PCR de los clones de P. pastoris GS115
transformados con el pPIC9K-Sm14-MV y seleccionados con 4 mg/ml de G418.

M. - phiX174/Haelll
1 a17. - Clones GS115/pPIC9K-Sm14-MV
18. - Control positivo: plasmido pPIC9K-Sm14-MV.

Como se muestra en la Figura 3, todos los clones seleccionados con 4 mg/ml de G418 presentaban la secuencia
sintética de Sm14-MV.

Con el fin de ensayar la expresion de la proteina Sm14, los clones se cultivaron en medio BMG (medio tamponado
de glicerol minimo) que contenia: Un 1,34 % de YNB; un 0,04 % de biotina, 0,1 M de fosfato potasico pH 6,0; y un
1 % de glicerol) durante 48 horas y luego se transfirieron a un medio BMM (medio tamponado de metanol minimo,
que contenia los mismos componentes que el medio BMG, excepto que el glicerol se sustituyd con un 0,5 % de
metanol y EDTA adicional para una concentracion final de 1 mM), para la induccién de la expresion de la proteina
recombinante. Después de 72 horas, se afiadié un 0,5 % de metanol cada 24 horas, y se analizaron las proteinas
totales de cada clon mediante SDS-PAGE (Figura 4). La Figura 4 muestra los resultados de la induccion de la
expresion de Sm14 en los clones de P. pastoris GS115/pPIC9K-Sm14-MV.

M.- marcador de bajo peso molecular
1. - Control positivo, proteina Sm14 de E. coli purificada sin fusionar
2 a 18 - Proteina total de los clones 1-17 GS115/pPIC9K-Sm14-MV después de la inducciéon con metanol.

1.4 Induccién de la expresion de Sm14 recombinante en P. pastoris GS115/pPIC9K-Sm14-MV

La Figura 5 muestra la induccion de la expresion de Sm14 en P. pastoris GS115/pPIC9K-Sm14-MV, donde:
M.- Marcador de bajo peso molecular
1.- Muestra no inducida en medio BMG

2 a 7.- Induccion de la expresion durante 0, 24, 48, 72 y 91 horas, respectivamente, en medio BMM
8.- Control positivo, proteina Sm14 de E. coli purificada sin fusionar
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Era posible observar una banda mayoritaria en todos los clones seleccionados que coincidia con el tamafio de la
proteina Sm14 de E. coli purificada sin fusionar.

Con el fin de confirmar si la proteina se inducia por el metanol, el clon n° 1 cultivado en un medio BMG durante 48
horas (Figura 5, carril 1) a 250 rpm, a 30 °C; se transfiri6 mas tarde a un medio BMM (con un 0,5 % de metanol). Los
inventores recolectaron muestras en diferentes intervalos de tiempo (Figura 5, carriles 2 a 7). Se afiadié metanol al
cultivo cada 24 horas, para alcanzar una concentracion final del 0,5 %.

Como se muestra en la Figura 5, en el medio BMG los inventores no obtuvieron expresion proteica inducida por
metanol (Figura 5, carril 1), y tampoco en el momento cero del medio de induccion BMM (Figura 5, carril 2). La
induccion era visible tras las 24 horas de cultivo en medio BMM y se mantenia estable durante el cultivo celular,
hasta las 91 horas que era el marco temporal del experimento.

Por lo tanto, los inventores han verificado la induccién especifica de proteina recombinante correspondiente a Sm14
en P. pastoris.

En el experimento, utilizando solo el medio BMM y el metanol al 0,5 %, era posible alcanzar 26 gramos de peso
celular humedo por litro de cultivo, manteniendo un buen nivel de expresion de proteina Sm14, que es la proteina
principal de las células después de la induccion con metanol. Ademas de utilizar un fermentador y medios mas
adecuados para la produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris, es posible obtener tanto una mayor masa
celular como una mayor expresion de Sm14.

2. PURIFICACION DE PROTEINA SM14 RECOMBINANTE EXPRESADA EN LA CEPA GS115/pPIC9K-Sm14-MV
DE P. pastoris

El protocolo de purificacion para la Sm14 recombinante del citoplasma de P. pastoris se basaba en la metodologia
desarrollada en el Laboratorio de Esquistosomiasis experimental del Instituto Oswaldo Cruz (IOC) para la
purificacién de Sm14 sin fusién en el sistema de E. col.

Lisis: La purificacion de las proteinas recombinantes comienza con la lisis de las células de P. pastoris. En este
punto, las células se resuspendieron en 30 mM de Tris-HCI 3,0 mM pH 9,5 y se lisaron en una prensa de French. El
lisado se clarificd por centrifugacion (Figura 6, carril 2).

Captura: El lisado clarificado se cargd en una resina Q-Sepharose XL (GE Healthcare), se equilibré con tampon A
(30 mM de Tris-HCI pH 9,5). Toda la proteina Sm14 del lisado se absorbe por la resina, ya que no habia proteina
Sm14 en el material que no se absorbiera en la resina (Figura 6, carril 3). Después de cargarse la proteina, se lavo
la columna con el tampodn a. La proteina se eluyé con el tampdén B (30 mM de Tris-HCI pH 8,0) en el sistema AKTA-
fplc (GE Healthcare) (Figura 6, carriles 4-6).

Acabado: La proteina eluida de la resina Q-sepharose XL presenta pocas proteinas contaminantes. Con el fin de
separar estas proteinas de la Sm14 los inventores utilizaron filtracion en gel. Para llevarlo a cabo, se reunieron las
fracciones de la cromatografia de intercambio iénico que contenian Sm14 y se concentraron en una membrana
Centripep YM-10 (Millipore) y el material se aplicd en una columna Sephacryl S100 HR 26/60 (GE Healthcare)
utilizando PBS a pH 7,4 como fase movil. El pico cromatografico (Figura 6, carril 8) presentaba el mismo volumen de
retencion que las proteinas sin fusionar producidas en E. coli (Figura 7).

La Figura 6 muestra los resultados de la purificacion de Sm14, donde

M.- marcador de bajo peso molecular

1.- Control positivo, proteina Sm14 de E. coli purificada sin fusionar

2.- lisado clarificado, 2.- Proteinas no absorbidas en la resina Q-sepharose XL
3-6.- Fracciones eluidas de la resina Q-sepharose XL

7.- Agrupamiento de las fracciones de la cromatografia de intercambio idnico
8.- Pico de la filtracién en gel en la columna sephacryl S-100 HR 26/60

La Figura 7 muestra los resultados del cromatograma de la proteina Sm14-MV producida en P. pastoris.

4 - ANALISIS DE Sm14 RECOMBINANTE PRODUCIDA EN Pichia pastoris

La proteina recombinante de P. pastoris se purificd utilizando las mismas caracteristicas fisicoquimicas que las de la
proteina Sm14-MV sin fusionar expresada en E. coli. La proteina purificada de esta forma de P. pastoris se
corresponde en tamafo con la proteina inducida especificamente por el metanol. Como los inventores tienen el gen
sintético de Sm14-MV bajo el control del promotor AOX1 en el casete de expresion, dedujeron que la proteina
expresada y purificada de P. pastoris es la Sm14-MV.

Con el fin de confirmar esta afirmacion, se analizé la proteina purificada de P. pastoris mediante transferencia de
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Western, utilizando un suero anti-Sm14 de conejo (Figura 8). La Figura 8 representa el analisis de transferencia de
Western de la proteina purificada de P. pastoris.

1y 2.- Proteina Sm14-MV purificada de P. pastoris
3.- Control positivo, proteina Sm14 de E. coli purificada sin fusionar

En este experimento se puede observar que los anticuerpos anti-Sm14 reconocen especificamente la proteina
purificada de P. pastoris (el suero de conejo no reconoce las proteinas de P. pastoris endégenas, datos no
mostrados), por lo tanto, se confirma su identidad.

Finalmente, era necesario identificar si la proteina purificada de P. pastoris tenia una estructura que se
correspondiera con el plegamiento beta, que es tipico de las proteinas de la familia de proteinas de unién a acidos
grasos, a la que pertenece la Sm14. Para hacerlo, se analizaron las muestras de proteinas mediante dicroismo
circular utilizando un fotopolarimetro espectral J-815 (JASCO) (Figura 9). La Figura 9 muestra el espectro del
dicroismo circular de la proteina Sm14 purificada de P. pastoris.

Como se puede ver en la Figura 9, el espectro se corresponde con una estructura beta de proteina. Este espectro
era similar a los espectros de dicroismo circular de muchas proteinas Sm14 de E. coli purificadas previamente en el
laboratorio de Esquistosomiasis experimental.

Por lo tanto, basandose en el informe anterior se puede concluir que la presente invencién permite:
disefar y sintetizar un gen sintético para la alta expresiéon de Sm14-MV en Pichia pastoris;
construir un plasmido de expresion pPIC9K-Sm14-MV que contiene la secuencia genética sintética bajo el control
del promotor AOX1;
obtener una cepa de P. pastoris que produzca Sm14 y;
purificar la Sm14 en dos etapas cromatograficas, cuya programacion para la produccion industrial es factible.

Por lo tanto, la invencion descrita en el presente documento demuestra que la proteina Sm14 protege contra las
infecciones causadas por Schistosoma mansoni en plataformas de E. coliy P. pastoris.
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<120> Gen sintético para la expresion de SM-14 en Pichia pastoris, métodos de produccion y purificacion de SM-
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccién de proteina Sm14 recombinante en Pichia pastoris que consiste en:

(a) la sintesis de una secuencia de nucleétidos definida por SEQ ID NO: 3;

(b) la clonacion de la secuencia de nucleétidos sintetizada obtenida en la etapa (a) anterior en el vector pPIC9K
mediante el sitio BamHI y la reconstitucion de la secuencia Kozak del gen AOX1 antes del coddn de inicio de la
proteina Sm14, para la expresion de Sm14 en su forma intracelular; y

(c) la transformacion de P. pastoris con el plasmido pPIC9K-Sm14-MV y la seleccion de los clones
recombinantes con multiples copias.

2. Un procedimiento de purificacion de la proteina recombinante expresada en Pichia pastoris obtenida en un
procedimiento de produccion de acuerdo con la reivindicacion 1, consistiendo dicho proceso en las siguientes
etapas:

(a) llevar a cabo la lisis de las células de P. pastoris;

(b) clarificar el lisado obtenido en la etapa (a);

(c) cargar el lisado clarificado en una resina de intercambio anionico y después de la carga de la proteina, se
eluye la proteina mediante cambios de pH en la columna; y

(d) separacion de las proteinas contaminantes de la proteina recombinante por filtracion en gel.
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Figura 3
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Figura 9
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