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Investigacion, estudio y resultado

Pioneros en lograr la fermentacion a escala del colageno humano
recombinante tipo XVII en todo el mundo, desde Jiangsu Trautec Medical
Technology han evaluado la eficacia y demostrado que el SRHC tipo XVII puede
utilizarse como una novedosa y atractiva materia prima de cosméticos.
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Como importante proteina
bioldgica nativa, el colageno puede
utilizarse ampliamente en muchos
campos como la industria quimica,
la medicina, la alimentacién y la
cosmética, debido a sus propiedades
tnicas [1]. El colageno que se
vende actualmente en el mercado es
principalmente de origen animal. Sin
embargo, durante el procesamiento
de los métodos de extraccion
acidos, basicos o enzimaticos, la
estructura nativa del colageno se
destruye basicamente, y la proteina
se degrada gravemente, lo que
provoca una fuerte disminucion

de su bioactividad. Es mas, el
colageno de origen animal es una
mezcla heterogénea de polipéptidos
de diferentes tamanios [2] y la
importante diferencia entre los

lotes de produccién puede dar
lugar a calidades mestables de

los productos finales. Ademas del
riesgo de enfermedades infecciosas
asociadas que traen los animales,
como la encefalopatia espongiforme
bovina, el colageno de origen
animal también puede causar

hipersensibilidad inmunolégica
cuando es consumido por humanos
[3-3].

El colageno humano de
tipo XVII es un colageno
transmembrana no fibroblastico,
que es un trimero homogéneo
compuesto por tres cadenas al
(XVII) idénticas y se divide en tres
dominios principales: intracelular,
transmembrana y extracelular
[6]. El colageno tipo XVII es un
componente de los hemidesmosomas
de las células y desempena un papel
importante en la interacciéon entre las
células epiteliales y una membrana
basal. Puede regular la adhesion
celular, la separacion, el desarrollo y
es importante para la diferenciaciéon
y regeneracion de los queratinocitos.
Ademas, el mantenimiento del
colageno tipo XVII en las células
madre es fundamental para
orquestar la homeostasis de la piel
y prevenir el envejecimiento del
foliculo piloso [7, 8]. Sin embargo,
a diferencia del colageno de tipo L'y
de tipo III, que son abundantes tanto
en los seres humanos como en los

()

animales, el colageno de tipo X'VII
es rastreable en estas dos especies, lo
que hace imposible su produccion
masiva incluso mediante el método
de extraccion.

Con el desarrollo de la
biotecnologia, se han producido
abundantemente algunos tipos de
colageno humano recombinante. En
comparacion con el colageno animal,
el colageno humano recombinante
obtenido por fermentacién no
contiene ningun componente
animal, por lo que puede eliminar los
problemas de seguridad causados por
¢stos. Ademas, el colageno humano
recombinante puede ser altamente
bioactivo y suele ser muy o totalmente
homologo al colageno humano
nativo gracias a un diseflo racional
de aminoacidos. Por lo que sabemos,
aunque muchas empresas han
realizado la produccion a gran escala
de colageno humano recombinante de
tipo I y II1, todavia no hay informacién
sobre la produccion a gran escala de
colageno recombinante de tipo XVII.

Desde Jiangsu Trautec Medical
"Technology; se ha logrado con éxito
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la produccion a escala de colageno
recombinante tipo XVII por
fermentacion con Pichia Pastories y el
nombre comercial de este producto es
SRHC Tipo XVIL. El peso molecular
de SRHC tipo XVII es de 23,8-
kDay el grado de homologia con

el colageno humano tipo XVII es
>90%. A continuacion, se llevaron a
cabo algunos experimentos celulares
y se adopt6 un modelo de piel ex vivo
para evaluar la eficacia de SRHC
tipo XVII como nueva materia prima
para cosméticos, descubriendo que

el tratamiento de SRHC tipo XVII
puede (1) promover la migracion

y adhesion celular; (2) aumentar

el nivel de expresion de proteinas
fundamentales implicadas en la
membrana basal; (3) reparar dafios
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en la unién dermoepidérmica (DEJ)

y aumentar significativamente el nivel
de expresion enddgena de colageno
tipo XVII tanto a nivel transcripcional
como traslacional. Demostrando,

por lo tanto, que el SRHC tipo XVII
puede utilizarse como una materia
prima novedosa y atractiva para los
cosméticos.

DISENO DE LA SECUENCIA DE
AMINOACIDOS Y SELECCION

DE CELULAS CHASIS PARA LA
PRODUCCION DE SRHC TIPO XVII
Para generar un colageno
recombinante de tipo XVII
altamente bioactivo, en primer lugar,
nos remitimos a algunos articulos
publicados relacionados con el
colageno humano de tipo XVII

y descubrimos que hay muchos

sitios atipicos de union a integrinas
activas: los motivos Lys-Gly-Asp
(KGD) en el dominio COL15 del
colageno humano de tipo XVII [9].
El motivo KGD puede promover la
propagacion celular mediada por
integrina uniéndose a la integrina
adfly aV1. Ademas de los

motivos KGD, también tomamos

en consideracion algunos otros
puntos como otros sitios de union
aintegrinas, la estabilidad de la
proteina y la viabilidad de la estrategia
secretora. Asi, la secuencia de
aminoacidos resultante de SRHC tipo
XVII se compone de 5 regiones del
colageno humano nativo tipo XVII y
contiene hasta 10 sitios KGD activos.
Ademas, anadimos la etiqueta Strep-
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G-factor secretion signal
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pPIC9K-C170801

10,008 bp

Figura 1. Ilustracion esquematica del plasmido utilizado para la expresion recombinante

de SRHC tipo XVII.

Tag II ala secuencia N-terminal

y la etiqueta 6XHis a la secuencia

C-terminal para su purificacion.
Después de determinar la

secuencia de aminoacidos de la

SRHC de tipo XVII, buscamos

las células chasis adecuadas para

la fermentacion. Los sistemas

de expresion mas utilizados

para la produccion de proteinas

recombinantes incluyen el sistema de

expresion procariota (por ejemplo,

E. coli), el sistema de expresion

eucariota (por ejemplo, Pichia

Pastories), el sistema de expresion de

células de insecto (baculovirus) y el

sistema de expresion de células de

mamifero. La proteina recombinante

producida por células de mamifero

implica un elevado coste de
expresion y no es adecuada para

la produccién masiva de materias
primas de cosméticos. El sistema

de expresion de células de insecto
(baculovirus) no solo tiene un coste
elevado y un rendimiento bajo, sino
que también muestra una enorme
diferencia con las células humanas
en la post-traduccion. Aparte de
estos dos métodos, la proteina
recombinante obtenida mediante
el sistema de expresion de E. coli no
tiene modificacién postraduccional
y la expresion secretora es dificil de
conseguir en £. coli. Por lo tanto,

es necesaria la lisis celular para la
purificacién de las proteinas diana.
Sin embargo, la pared celular de las

bacterias gram negativas se conoce
como endotoxina, cuya eliminacion
requiere complicados procesos de
purificacion, lo que supondra un
gran aumento del coste.

En vista a estas evidencias,
decidimos seleccionar Pichia Pastories
para la produccion de SRHC tipo
XVIIL La expresion secretora es una
técnica probada en el sistema de
expresion de levaduras mediante la
adicion de péptidos secretores a la
secuencia codificante [10]. Ademas,
Pichia Pastories tiene capacidad de
modificacion post-traduccional, y esto
es esencial para el mantenimiento
de la bioactividad de las proteinas
recombinantes originadas a partir de
proteinas humanas.

PRODUCCION A ESCALA
MEDIANTE FERMENTACION
BIOLOGICA CON PICHIA
PASTORIES DE SRHC TIPO XVII
En primer lugar, optimizamos la
secuencia de bases de la SRHC
tipo XVII de acuerdo con el

sesgo de uso de codones de Pichia
Pastories. Después, la secuencia
codificante se insert6 en el plasmido
pPICI9K y el plasmido resultante
pPICOK-C170801 se electropord en
Pichia Pastories tras su verificacion
mediante secuenciacion de ADN
(Fig.1). Gomprobamos el nivel de
expresion de SRHC tipo XVII en
diferentes cepas y seleccionamos la
cepa con mayor nivel de expresion
(denominada 170801) para la
fermentacion a escala. Realizamos
un analisis SDS-PAGE del
sobrenadante de 170801 después de
la fermentacion y descubrimos que
habia una Gnica banda clara (Fig,
2A). Ademas, adoptamos Western
Blot para confirmar que la banda
clara es s6lo SRHC Tipo XVII con
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anticuerpos anti-his tag y anti-strep
tag Il respectivamente (Fig.2B y C).
Los resultados anteriores
indicaban que la SRHC de tipo
XVII podia producirse eficazmente
por secrecion. Los resultados de
MALDI-TOF MS verificaron
ademas que el peso molecular
exacto de SRHC tipo XVII es
de aproximadamente 23,8-kDa
(Fig.2D). También se pudo detectar
un pico caracteristico de colageno
con I'I-IR (Fig.2E). Por tltimo,
llevamos a cabo la fermentacion
a escala de SRHC tipo XVII en
170801 y observamos un aumento
de la concentracion de proteina con
la concentracion bacteriana, lo que
indica el éxito en la fermentacion
a escala. Ademas, los resultados
de las pruebas de los productos
finales, incluyendo SDS-PAGE,
Western Blot, MALDI-TOF MS,
FT-IR, fueron los mismos que
llevamos a cabo en la fermentacién
de laboratorio y la secuencia de
aminoacidos de SRHC tipo XVII
fue totalmente la misma que
disenamos después de la verificacion
por secuenciaciéon de aminoacidos.
En conjunto, hemos realizado la
fermentacion a escala del colageno
recombinante de tipo XVII con
estrategia secretora y el grado de
homologia con el colageno humano
nativo de tipo XVII es >90%.

PRUEBA DE EFICACIA DE SRHC
TIPO XVII COMO NUEVA MATERIA
PRIMA PARA COSMETICOS
Llevamos a cabo algunas pruebas

de eficacia para evaluar sila SRHC
tipo XVII podria utilizarse como
nueva materia prima para cosméticos.
En primer lugar, realizamos

algunos experimentos relativos a la
bioactividad celular, incluyendo la
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Figura 2. Verificacion del éxito de la produccién secretora de SRHC tipo XVII en Pichia

Pastories.

A. Resultado de SDS-PAGE del sobrenadante de fermentacion de 170801. 170801 fué el
nombre de una de las células de levadura manipuladas durante el experimento.

B. Resultado Western-blot del sobrenadante de fermentacién de 170801 (tratado con
anticuerpo anti-His tag). C. Resultado Western-blot del sobrenadante de fermentacion de
170801 (tratado con anticuerpo anti-strep tag I1).

D. Resultado MALDI-TOF MS de SRHC Tipo XVII purificada.

E. Resultados FT-IR de SRHC Tipo XVII purificada.

F. Curva de crecimiento de Pichia Pastories modificada y nivel de expresién proteica
correspondiente determinado por cuantificacion UV en condiciones de fermentacion a

escala.

actividad de migracion celular y la
actividad de adhesién celular. Tal y
como esperabamos, tras un disefio
racional y una cuidadosa seleccion

de la secuencia de aminoacidos del
colageno tipo XVII, el SRHC tipo
XVII mostré una bioactividad incluso
mayor que el colageno humano a la
hora de promover la migraciéon y la
adhesion celular (Fig. 3A).

()

A nivel transcripcional, observamos
un aumento significativo del nivel
de expresion del gen que codifica
la acuaporina 3 y una disminucion
del nivel de expresion de los genes
que codifican la metaloproteinasa
de matriz MMP3 y MMP9, que
serian ttiles para la hidratacion y
el mantenimiento del colageno,
respectivamente (Fig: 3B). Tras el
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Figura 3. Prueba de eficacia de las SRHC de fipo XVII como materias primas para

Cosméticos

A. Migracién celular y actividad de adhesion de las células NIH/3T3.

B. Niveles de expresion del gen AQP3 en células HaCat y de los genes MMP3 y MMP9 en
células HFF-1 normalizados respecto a GAPDH cuantificados por gPCR.

C. Niveles de expresion de genes relacionados con el basamento, incluyendo colageno
tipo IV, tipo VII, tipo XVII, ITGR4, ITGab, lamin y Nidogen normalizados a GAPDH

cuantificados por gPCR.

D. Resultados de la inmunofluorescencia del colageno tipo XVII expresado en las células

HaCat en la membrana basal.

E. Imagenes de microscopio electrénico de transmision (TEM) de la unién dermo-

epidérmica.

tratamiento con SRHC tipo XVII

al 0,1%, pudimos observar un
aumento significativo en el nivel de
expresion de proteinas relacionadas
con la membrana basal, incluyendo
colageno tipo IV, tipo VII, tipo XVII,
ITGp4, I'TGab, Lamin y Nidogen
(Fig:3C), indicando que SRHC tipo
XVII tendria una gran eficacia en

la reparacion de la DEJ danada. Asi
pues, adoptamos un modelo de tejido
cutaneo ex viwo para confirmar esta
conjetura. Utilizamos la tecnologia
de tincién de mmunofluorescencia

y descubrimos que el tratamiento
con un 0,1% de SRHC tipo XVII
podria aumentar en gran medida

el nivel de expresion del colageno

humano tipo XVII (Fig: 3D). Ademas,
después del dafio UV, hubo ruptura

en la membrana basal, pero el
tratamiento de 0,1% SRHC tipo XVII
podria reparar el dafio de la unién
dermoepidérmica (UDE) y la UDE
estaba intacta (Fig.3E)

10.
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