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Dicotsbased production systems for immunoglobulike molecules

This thesis falls within the field of atecular farming which consists inthe production of
pharmaceutically important and commercially valuable proteins in genetically modiifigaerplants
The research project exposdtere has the purpose of testing the feasibility and optimize the
production process of immunoglobuliike molecules in plast using a molecule ggharmaceutical
interest (minibody) as a prototype and taking advantage of the tobauent as a production
platform.

The minibody is @& immunoglobulidike molecule that is designed to be used iractive
immunotherapyfor non-Hodgkin lymphomgNHL) It consists of three functionally distinct regions: a
patient-specific tumor marker (idiotype), a carrier with stability and immunogenjmioperties (Gs3
region from a murine atibody), and a terminal portion with adjuvant functiaterived fromthe
human cytokindnterleukin1-R (IL1[3 nonapeptide).

The analges performed in this thesis have shown the feasibility of the productionnwifhibody
immunoglobulinlike molecules in tobeco. To deeplyunderstand andsubsequently improvehe
production system amultiple levels different strategies were adopted.hein silicoanalysis led to
the replacementof the original signapeptide with PSlycthe transit peptide of a tomatpathogen
related protein,whose nucleotide sequence has been replaced in adictors herecreated. Four
prototype forms for theminibody protein have been successfully produced in tobgaeach differing

by the presence of a human or muring;3Cregion andthe presence/absence of the IL1R
nonapeptide Qude protein extracts frontransformed tobaccdeaves were analyzed by ELISA assay
to test the presence of the minibodgnd by immunoprecipitation andWestern blotto revealthe
correct molecular weight. Theetention of the minibody in the endoplasmic reticulum has been
proved to increase the expressiofevel of the molecule about 3old compared toapoplastic
secretion. The use of a ligmducible and tissue specifiegulation systembased on theRBS
promoter, was superior to the use of nespecific 35S viral promoter. The use of RBS termirditbr
not show any clear advantage over the use of the most commontesinator sequence The
comparison betweenwo different vector backbons showed the superiont of pPSTARVector over
pCAMBIA vectomn terms of rooting and quality othe regenerated plants obtainedPreliminary
purification tests by affinity chromatography have demonstrated the inapplicability of the
procedures employingProtein A for molecules such athe minibody. Agroinfiltration assays
performedto set afast and reliablesystemfor testingnew constructdavelead topromisingresults,
althoughthe procedure istill undergoing asettingphase

In this workl evaluated the dectiveness of a production system fantibody-like molecules in platrs
and | sought strategies for the improvement tfie existing production platformMinibodies are
molecules that represent the broad category of immunogloblike molecules.The minibody
variantsstudied here weredesigned for clinical application in the maintenance treatmeniNéfl,
and area good example dd patientspecific drugvhose needs are wethet bythe many advantages
of molecular farmingTobacco is a model species foralg; al the regulatory elements studieih
this workusing tobacco plantsan easily be adapted twther dicos. The results and considerations
presented in this thesis are a valuable starting point for the development of new stratiegitse
production of immunoglobulinlike molecules employing the lees of dicots as a production
platform.
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1. INTRODUZIONE

1.1 MOLECULAR FARMING

‘1.1.1 PRODUZIONE DI PROTERICOMBINANTI INSSEMI ETEROLOGHI

Per molecular farming si intende la produzione di proteine di grande interesse farmaceutico e
commercialen sistemi eterologhi, ovveral di fuori della loro origine naturaléanken et al., 1997;

Fischer e Emans, 200@uesto processo comprendedentificazionedi una proteina che presenti

dzy QF GG A @A GL (SNI LIS dzii taitiduazion&iglla sdays@qaenZarGninodRiBica e R S NI |
nucleotidica e infinda sua espressione in un organismo ospltl classico esempio di molecular
farming € la produzione di insulina ricombinante in battéxiprima proteina ricombinante impiegata

per usoterapeutico(Walsh, 1998).

[ Q20 ASGGAG2 RSt Y2 fphdudd dgranNdi qoantardh yhd profeindjfalzBateuta R A
attiva e sicura, ad un prezzo sostenibile. Questo processo avviene su due livelli: lo sviluppo di una
piattaformadi espression@ G G A YA T T | G | (s&Gleup)@8 Sistdimgl & WvelliydS produzione
industriale(Fischer e Emans, 2000)

1.1.2 LE PIANTE COME BIGREORI

Due importanti scoperte hanno rivoluzionato il settore delle biotecnologie applicate alle piante: la
capacita di unaisgola cellula vegetale di rigenerane vitro una pianta intera dotata di tutte le
caratteristiche genetiche del genitore (Birch, 1997) e la possibilita di trasferire geni nel genoma
vegetale utilizzando il batterio del suokgrobacterium tumefacien®/an Larebeke et al., 1974). Le
LRGSYT AFEAGE RSttt Qdzaz2z RSEES LALYGdS O02YS araidsSy
farmaceutico e stato evidenziato fra il 1986 e il 198@portanza cruciale mmo avuto b riuscita
produzionedi anticorpiinteri e funzionali in pianta (Hiatt et al., 198%) RA Y2t S02t S 0O2Y
della crescita umano (Barta et al., 198@he hano dimostrato la potenzialita delle piante di
produrre correttamente molecole complessali derivazione mammiferaln grande nuraro di

proteine ricombinanti € stato prodotto in piantda allora(Figural.l), a dimostrazione della capacita

dei bioreattori verdi di competere corsistemi di produzione industriale esiste(Barta et al., 1986;

Mason et al., 1992; Pen et al., 19%2scher e Emans, 2000

Fra i molti eccellenti esempi presenti in letteraturaveble porre in primo piano, poiché affenalle
tematiche presentak in questa tesi,il lavoro di Daniell e coll.e Benvenuto e collrelativo alla
produzionedi molecole vaccindn pianta con particolare riferimento all realizzazioneli antigeni
protettivi contro malattie infettive o autoimmune alle strategie di produzione impiegalfMarusic
et al.,, 2007;Daniell et al., 2009DavoodiSemiromiet al., 2010;DavoodiSemiromiet al., 2009;
Lombardi et al., 200 hebolu e Daniell, 2008omarova et al., 2010)

Le piante rappresentano un sistereaonomico per la produzione di proteine ricombinanti in quanto
al basso costo di produzione della biomassa vegetale si aggiunge la possibilita di utilizzare le
infrastrutture esistenti per la coltivazione, trasformazione e conservazione dei prodottokgtiche
O2yaSyitS RA NARANNE y20S02tYSydS t QAy@dSaliAayYSyld
industriale (Giddings, 2001; Stoger et al., 2004). Kusnadi et al. (1997) hanno stimato che il costo di
produzione delle proteine ricombinanti pianta pud essere da 10 a 50 volte inferiore a quello delle

8
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stesse proteine prodotte ikE. coli Le piante, inoltre, possiedono un sistema di modificazione delle
proteine posttraduzionale simile a quello animale con solo alcune differenze relative alla

gh O2aArfl T A2ySs

asSyrlt

LIS NB

LINBaSydl NB

A NR&AOKA

prioni e micoplasmi che rappresentano un concreto rischio per i bioreattori a cellule animali (Fischer
e Emans, 2000).a produzione di proteine ricomkinti in pianta si € generalmente focalizzata

ddzZ £ Qdza2 RA F23fAS O0AY
O02YS NAaz2z S YIFIA&ALT &az2y?2
ef QAYVRANRT T I YSyid2 RStfS
2004).

Piante

transgeniche

Lieviti

AAA0SYA
aidlrdsS Ay2f aNB
LINEGSAYS

Batteri

Culture
cellulari

Ay

2aLIAGS 02YS At

aQOAt dzLILJ
LI NI AO2¢t kN

Animali

transgenici

Dimensione del
gene inserito

Accuratezza del
folding proteico

Assemblaggio
di proteine
multimeriche

Glicosilazione

Propagazione

Resa proteica

Tempi di
produzione

Costi di
produzione

Metodo di
conservazione

Sicurezza

Costi di
espansione
industriale

Scala di
produzione

Distribuzione

Nessun limite

Alta

Si
Corretta
(possibili

differenze
minori)

Facile

Alta

Medi

Bassi

Economico /
temperatura
ambiente 0-20°

Alta

Bassi

Mondiale

Facile

Limite non noto

Media

No

Non corretta
(iperglicosilazione)

Facile

Alta

Medi

Medi

Economico £20°C

Non nota

Alti

Limitata

Fattibile

Limite non
noto

Bassa

No

Assente

Facile

Media

Bassi

Medi

Economico /
-20°

Bassa

Alti

Limitata

Fattibile

animali

Limitata

Alta

No

Corretta
(possibili
differenze
minori)
Difficile
Medio-Alta

Alti

Alti

Costoso /
Azoto liquido

Media

Alti

Limitata

Difficile

Limitata

Alta

Si

Corretta
(possibili
differenze
minori)
Fattibile

Alta

Alti

Alti

Costoso

Bassa

Alti

Limitata

Difficile

Tabellal.1 Proprieta della produzione di proteine ricombinanti in diversi sistemi di espressione
(da Fischer e Emans, 2000)



La qualita delle proteine prodotte in pianta, valutata in termini di folding, modificazioni- post
traduzionali e attivita biologica, € comungwn parametro cruciale che richiede una particolare
attenzione per ogni singola molecola presa in considerazibad.abellal.l espone le principali
caratteristiche che differenziano il sistema di produzione in pianta da sistemi tradizionali come

R2GG2NI G2

batteri, lieviti e colture cellulari.

Products Proteins Transgenic
plants
Blood and plasma Albumin Potato, tobacco
proteins Aprotinin Maize
Collagen 1 Tobacco
Encephalin Tobacco
Hemoglobin Tobacco
Human «1 antitrypsin ~ Rice
Vaccines Bet v 1 Tobacco
Cholera toxin B Potato
subunit
Glycoprotein B from Tobacco
human
cytomegalovirus
(CMV)
Cholera toxin B Potato
subunit-insulin
fusion protein
D2 peptide of Black bean

fibronectin binding
protein B of S.
aureus

VP1
VP2

VP4
Hemagglutinin
Hepatitis antigen

apdl glycoprotein

Enterotoxine B of E.
coli

Cholera toxine B of V.
cholera

Epitope of P.
faleiparum

Norwalk virus capsid

G protein of rabies
virus

Autoantigéne

Medicagoe sativa,
Black bean
Arabidopsis
thaliana
Medicago sativa
Tobacco
Tobacco and
Potato
Soybean
Potato, tobacco

Potato
Tobacco

Tobacco, potato

Tobacco,
spinach,
tomato

Potato

RA

{ I NI

wlk 002 3Sftf Az

RA&O0dza a

Human lactoferrin

Products Proteins Transgenic
plants
Hormones, cytokins  GM-CSF Tobacco, candy
and growth (Granulocyte cane
factors Macrophage-Colony
Stimulating Factor)
Interferon Tobacco
Interferon o Tobacco
Interferon ¥ Rice
Somatotropin hGH Tobacco
(human Growth (chloroplasts)
Hormon)
Erythropoitin Tobacco (cells)
Epidermal Growth Tobacco
Factor (EGF)
Vascular endothelial Moss
growth factor
(VEGF)
Interleukin 2 Potato
Human interleukin 6 Tobacco
Interleukin 10 Tobacco
Interleukin 12 Tobacco
Insulin like Growth Rice
factor (IGF)
Tobacco
Enzymes Converting enzyme of  Tobacco, tomato
angiotensin
Protein ¢ (seric Tobacco
proteas)
Glucocercbrosidase Tobacco (plant
and seed)
Alpha-trichosantin Tobacco
Human Tomato
acetylcholinesterase
Dog gastric lipase Tobacco
Human Tobacco
transglutaminase
Others Hirudin Tobacco,
Colza
Endostatin Tobacco

Tobacco, rice

Figural.l Elenco esemplificativo di proteine terapeutiche prodotte in pianta
(da Lienard et al., 2007)

‘1.1.3 IL TABACCO COME SIEEM@ODELLO

Il tabacco (Nicotiana tabacumL.) &€ una pianta dicotiledone, appartenente alla famiglia delle

Solanacee. Delle 64 specie appartenenti al gehécetiang soltantoN. tabacumL. (Figural.2) eN.

rustica(anche se meno importante) sono oggi diffusamente coltivate (Ceriotti e Amandola, N279).
tabacum O HY I'mETFny 0 8
diploidi (2n=24),N. sylvestrise N. tomentogormis approssimativamente 6 milioni di anni fa
(Okamuro e Goldberg, 1985). Il ciclo di una pianta di tab&cdaNJ:
genera fino a un milione di semi. La brevita del ciclo vitale e la facilita di coltivazione rendono questa

dzy’

Ffft20S0N) L 2ARS

specie particolarmente adatta alla ricerca scientifica (Ceriotti e Amandola, 1979).

LJr

Yy I GdzNI £ S

I £3fmesh ¢ (ha piddia
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Figural.2 Nicotiana tabacumL.

Gia verso la meta de{VllIsecolo furono esaminati alcuni dei primi ibridi e loro discendenti. Studi
classici di genetica, citologia e fisiologia sono stati compiuti sulle speliieatiang tra i principali

LINPOf SYA &A0GdzRAFGA @A az2y2 f Q& abBraoii leiddoSainiche,y S 3
f Qil2dx y O2 Y LI { A 0 Atitbplasniaticd, @ SimieSi BdgliialcdidSriicotina), la fotosintesi, la
fotorespirazione e la virologia (Ceriotti e Amandola, 1979). La maggior parte delle scoperte nel
campo della celluladelle colture cellulari e della biologia molecolare applicate ai vegetali derivano
RFfEF ALISNRAYSyYyGrETAz2yS O2y LALFYyGS RA GlFol 0020 |
diventare il tabacco un sistema modello nel campo della biologiatatg(Ganapathi et al., 2004).
Lavorando con piante e colture cellulari di tabacco, Murashige e Skoog hanno sviluppato un terreno

di colturain vitro la cui formulazione & diventata uno standard nella trasformazione e rigenerazione

di molteplici specie wgetali (Murashige e Skoog, 1962). Stadvitro con colture cellulari di tabacco

hanno permesso di ampliare la conoscenza sul controllo della crescita e del differenziamento dei
G§Saadzia @S3ASGFEA oDFyYyLFLIFGKA SG I tvazione enlam 0 @ ¢
NAISYSNITA2YyS RA LAIYGS RIFE LINRBG2LX FadGA 2 £ QA0 NJ
tabacco, e da qui applicate ad altre specie. Gran parte dei metodi di trasformazione attuali sono stati
sviluppati per la prima volta aaptire dal sistema tabaccd ébellal.2).

11
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Metodo Riferimento

Uptake diretto del DNA Paszkowski et al., 1984
Mediato daAgrobacterium Horsch et al.1985
Elettroporazione Shillito et al., 1985
Mediato da liposomi Deshayes et al., 1985
Microiniezione Crossway et al., 1986
Biolistico Klein et al., 1988

Tabellal.2 Metodi di trasformazione genetica utilizzati in tabacco

Lt dlrolO00O2 8§ adGliz2 fQ2alLAisS RQStSTA2yS LISNI It A
pianta, e molte molecole sono state prodotte utilizzando questo sistérabdllal.3). La produzione

di proteine in tabacco rappresenta infatti un sistema ideale: la proteina eterologa viene espressa
generalmente in foglia (vengono prodotte approssimativamente 40 tonnellafeglie per acro) e il
sistema produttivo non richiede che le piante siano in fase di fioritura. Le foglie contengono il 10% in
peso di proteina, e si stima che possano venir prodotti circa 2kg0@i proteina per acro ad anno

(Ganapathi et al., 2004).

Proteina Applicazione Livello di espressione Riferimento
Proteina C umana Anticoagulante 0.001% SLP Cramer et al., 1999
GM-CSF umano Neutropenia NR Giddings et al., 2000

Somatotropina umana Ormone della crescita 7 %SLP (cloroplasti) Staub et al., 2000

Eritropoietina umana Anemia 0.01% SLP Kusnadi et al., 1997
Riparazione delle ferite
EGF umano e proliferazione 0.001% SLP Cramer et al., 1999
cellulare
IR (S Epatite B e C 0.01% FW Kusnadi et al., 1997
umano
Emoglobina alfa e beta . 0 Cramer e
umane Sostituto del sangue 0.05% SP Weissenborn, 1996
CEllEgene Collagene 0.01% FW Ruggiero et al., 2000
omotrimerico umano
Enzima di conversione . -
RSt f QF y3A Ipertensione NR Giddings et al., 2000
Alfa tricosantina ¢ SNF LA F 2% SLP Giddings et al., 2000

Tabellal.3 Molecole di interesse farmaceutico prodotte ipiante di tabacco transgenico
FW: fresh weight, peso fresco; SLP: soluble leaf protein, proteina solubile da foglia;
SP:seed protein, proteina di seme; NR: dato non riportato
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71.1.4 TECNICA DI TRASFORMME MEDIATA DYGROBACTERIUM TUMEHRANS

Agrobacteriumtumefaciensé un batterio fitopatogendGram presente nei suoli agrari  &gente Q
STA2t23A02 RSA 02 ai RieSdipisdonaivérsizsgdidivegSid iparraldr f S G i 2
modo dicotiledoni. & presenza del tumore a livello del colletto impedisce il normale flusso xilematico

delle sostanze nutritive dalla radice ghifzarato fogliarg(Stachel et al., 19§GFigural.3).

Figural.3 Untumore al collettogenerato daAgrobacterium tumefaciens

Un fattore determinante per l'insorgenza della malattia & la presenza di una ferita a livello dei tessuti
dell'ospite dove la pianta rilascia un succo cicatriziale comete sostanze fenoliche come
acetosiringone e idrossiacetosiringone che, oltre a favorire la neosintesi di lignina, richiamano la
presenza dA. tumefacien® inducono nel batterio I'attivazione di gevir, fattori determinanti per la
patogenicita (Glick Pasternak, 1999)l metodo di trasformazione mediato d&a tumefaciensfrutta

la capacita intrinseca del batterio di infettare le piante attraverso l'introduzione stabile di un
frammento di DNA batterico nel genoma della cellula vegetale odgitétopatogenicita del batterio

e strettamente legata alla presenza di geir a loro volta localizzati in unlgsmidechiamato pTi
(plasmid Tumor inducindGlick e Pasternak, 199@igural.4).

DNA genomico

—
|
Cromosoma
\ T-DNA
T-DNA I ’
plasmide Ti 1 i A ] - / ! Tumore del
P o, | ~ o ‘ y i colletto
(( \) ), ) ..':.f:' J |

. Agrobacterium

Cellula vegetale
tumefaciens £

trasformata

Figural.4 Processo di infezione di\. tumefaciens
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Un plasmide € un frammento di DNA extramack di forma circolare capacegl caso di molti
fitopatogeni, di portare ulteriori informazioni genetiche funzionali all'instaurazione della malattia. Il
plasmide presente id. tumefaciengpTi)é uno dei piu grandi plasmidi presenti in natura (superiore
a 200 kb)(Zaenen et al., 195 (Figural5). All'interno del plasmide si possono distinguere due
regioni distinte:ilT5 b ! S f Q2 LIS NRIyFBANTArRzfghtg Geequenze nucleotidiche
conservate chiamateight e left border repeat(RBR e LBR) (HanseiCkilton, B99), contiene gli
oncogeni che concorronallo sviluppo détumore del collettoe i geni responsabili della sintesi di
opine fmas ocs e nog, amminoacidi modificati metabolizzabili unicamente dal pgeno
(Drumnond e Chilton, 1978)La presenza dei gewir all'interno del plasmide Ti & invece necessaria
ad A. tumefacienger stabilire le fasi iniziali del rapporto ospjatogeno e introdurre stabilmente
nel genoma della cellula vegetale iIDNA sotto forma di singolo filamento nucleotidico (E3YA).

C}tho,],(j_nj n

- - Opine

T-DNA Region

Left Bordey Right Border

Ti Plasmid ‘
Opine

Catabolism

4

Origin of
Replication (ORI)

Virulane
Region

Figural.5 Struttura del plasmide pTi

| prodotti dei genivirA e virGsono espressi costitutivamente nallcellula batterica a bassi livelli e
sono responsabili dell'attivazione a valle di altri geinj in seguito al riconoscimento di molecole
segnale rilasciate dalla pianta in prossimita della ferita. Le proteine VirA e VirG mostrano somiglianze
con altri sistemi di regolazione a due componenti riscontrate nei batteri (Winans, 1992). Gli altri geni
vir sono invece coinvolti nel trasporto del sBNA dalla cellula batterica alla cellula vegetale,
mediante la formazione di un pilo di trasferimento i cui camenti sono codificatidai geni

R SdpérdpevirB (Laie Kadqg 2000). Il taglio del-DNA avviene in corrispondenza del LBR e del RBR
ed & eseguito da un'endonucleasi codificatawiid®1 e virD2.1 prodotti dei genivirC aumentano

Ay @SOS QS FoeehsO fassgtiartdosi Ré fun'ultediore sequenza chianmaterdrive in
corrispondenza della quale viene specificamente reclutata I'endonucleasi VirD1 (Primrose et al.,
2001). Nel trasferimento alla cellula vegetale, il-BA nedformato si associa a divemonomeri

della proteina VirE, in grado di prevenire la degradazione del DNA da parte di esonucleasti prese
nel citoplasma dell'ospiteSuccessivamente la presenza di proteine quali MME® VirF, mediate
dall'azione di ricombinasi presenti nelicleo della cellula eucariote, favorgstintegrazione del T

DNA nel genoma dell'ospite secondo meccanismi ancora non del tutto c{iagiiral.6).
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Figural.6 Interazione ospitepatogeno: attivazione e ruolo deigenirA y dzy QA YAWF ST A2y S
tumefaciens

[ Qdzii A A. iuinéfazienRella trasformazione di cellule vegetali & reso possibile daititspione

della sequenza del-DNA originario, presente sul plasmide Ti, con la sequenza genica di interesse. In
questo modo, alla fase dtifezione della cellula ospi@ S3dzS f QAY G NRRdzZl A2y S RA
Sa23Sy2 | ffQAYGdSNYyA fikkSd ovwdi® ya@ Ndune PdBaReBistithé Begative
intrinseche del plasmide Ti, quali il basso numero di copie e la facilita di rottura, sono state apportate
alcune modifiche strutturali; la regione delDINA risulta infatti fisicamente separata da dael
codificante i genvir perché portata su un diverso plasmide, consentendo quindi la trasformazione

delle cellule bersaglio solo in presenza di entrambi i plasmidi internamente alla cellula batterica.
vdzSaid2 aaradsSyYl oAyl NR 2revBlihents & HindBsioi Set plaSndide MiAiR dzO S
jdzl yG2 LISNXYSGGS ftQStAYAYITA2YyS RSA 3ISyA O02Ay @2
coniugazione e altri geni codificanti funzioni non essenziali. La creazione di cefgpNéi disarmati

estaB dzy YAIEA2NI YSyid2 yStftl GNIaAaF2NNITA2YySS YI
metodo alternativo per identificare i trasformati. Per risolvere il problema sono stati prepaBiA
contenenti marcatori di selezione, cosi che le celluleveoé i costrutti possono essere selezionate

sulla base della presenza di resistenze a farmaci o a erbicidr¢Berat al., 2004) [ QA y (i N2 Rdzl A
marcatori come i genihpt e nptlb Kl NI LILINBASYy Gl G2 Af LINR Y2 Y
semplificata dei trasformati vegetali. marcatore eil transgene vengonanfatti clonati in tandem

sullo stesso -DNA (Sheng e Citovsky, 1996).

1.1.5 LE STRATEGIE DI ESPRONE IN PIANTA

Nelle piante tasformate e nelle loro progenie si registra spesso una considerevole variabilita di
espressione del transgene inserito. Considerato che tra il numero di copie integrate del transgene e il
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