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Resumo

A eritropoietina (EPO) € um hormdnio que pertence a um grupo de fatores de
crescimento hematopoiético, controlando a proliferacdo e a diferenciacdo de células da
medula 6ssea. Ela age induzindo a elevagdo da producdo de células vermelhas,
aumentando a quantidade de hemoglobina e o oxigénio circulante.

Este hormoénio € principalmente secretado pelo rim, e € amplamente usado na
medicina no tratamento de anemias, desordens renais e cardiacas, tumores e diversas outras
doencas. A EPO recombinante tem sido produzida em células de mamiferos (COS-1 e
CHO) em culturas in vitro e tem sido expressa experimentalmente em células de insetos,
leveduras e bactérias. Até o momento, ha somente uma descri¢do da expressio transgénica
desta proteina em plantas sem, no entanto, sucesso na regeneracio de plantas saudaveis e
férteis. No presente trabalho, plantas transgénicas de arroz (Oryza sativa) e tabaco
(Nicotiana tabaccum) contendo o gene da EPO foram geradas, nas quais foi avaliada a
expressao génica e detectada a presenca da proteina recombinante.

O gene recombinante da EPO utilizado foi sintetizado baseado na técnica de
“overlapping” de nucleotideos. Um fragmento de 582 pb correspondente ao cDNA da EPO
foi clonado e submetido a seqiienciamento automdtico. Uma mutac¢io no nucleotideo 252
(G—A) foi identificada, o que ndo modificou o aminoécido codificado pelo c6don, uma
glicina. O fragmento foi transferido para o vetor de expressdo pWUbi.tm1, o qual contém o
promotor do gene da ubiquitina e o terminador tml'. Este cassete de expressdo foi
transferido para o vetor bindrio pWBVec4a, que foi transformado nas cepas AGLI1 e
LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens. Estas cepas foram utilizadas na transformacio
de arroz e de tabaco, respectivamente.

A integracdo do transgene no genoma da planta foi comprovada por PCR. A
expressio da EPO nas plantas de tabaco foi detectada por RT-PCR convencional e
quantitiativa, e a presenca da proteina foi avaliada por SDS-PAGE e Western blot,
provando o sucesso da obtengdo de plantas transgénicas de tabaco expressando EPO. Foi
obtida por auto-fecundagdo a geracdo T1, a qual apresentou segregacdo mendeliana.
Nenhuma das plantas avaliadas apresentou qualquer tipo de deformidade ou mal-formacgao.

Nao foi possivel a obtencdo de plantas de arroz transgénicas devido a deficiéncia das



mesmas no processo de regeneracio, possivelmente em conseqiiéncia da super-expressao

do transgene em funcdo do promotor escolhido.



Abstract

Erythropoietin (EPO) is a hormone that belongs to a group of growth hematopoeitic
factors, which control the proliferation and differentiation of marrow bone’s cells. It acts
inducing the production of blood red cells, increasing the amount of circulating
hemoglobin and oxygen. This hormone, mostly secreted by kidneys, is widely used in
medicine as a treatment for anaemia, kidney and heart disorders, tumors and numerous
diseases. Recombinant EPO has been produced in mammalian cells (COS-1 and CHO)
cultured in vitro and has been also experimentally inserted into insect, yeast and bacterial
cells. Up to now, to the best of our knowledge, there is only one description of transgenic
expression of this protein in plants but without success in the generation of healthy, fertile
plants. In the present work we evaluated the expression of human EPO in plants such as
rice (Oryza sativa) and tobacco (Nicotiana tabaccum). The recombinant EPO gene was
synthesized based on the nucleotide “overlapping” technique. A fragment of 582 bp
corresponding to the EPO cDNA was cloned and then submitted to automatic sequencing.
At that time, a mutation on nucleotide 252 (G—A) was identified. It did not modify the
encoded amino acid of the codon, a glycine. This fragment was transferred to the
expression vector pWUbi.tml, armed with the promoter of the ubiquitin gene and the
terminator tm1’. This expression cassette was transferred to the binary vector pWBVec4a,
which was then transformed into strains ALG1 and LB4404 of Agrobacterium
tumefaciens. These strains were employed in the transformation of rice and tobacco,
respectively. Transgenic integration into plant genomes was evaluated by PCR. The
expression of EPO in tobacco plants was detected by conventional and quantitative RT-
PCR and the presence of the protein was evaluated by SDS-PAGE and western blot,
successfully proving the generation of transgenic tobacco plants expressing EPO. By self-
crossing it was obtained a collection of T1 plants, which presented mendelian segregation
of the transgene, and none of the plants presented any kind of miss-formation or deformity.
It was not possible to obtain rice transgenic plants due to their deficiency in the
regeneration process, possibly due to the transgene over-expression driven by the ubiquitin

promoter.
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1.1 Introdugdo

A eritropoietina (EPO) é uma citocina enddgena essencial para o desenvolvimento
e maturacdo de células progenitoras de eritrides, que regula os niveis de células vermelhas
circulantes do sangue (Graber & Kranz, 1978; Kranz & Goldwasser, 1984; Cheung &
Miller, 2001). E uma proteina glicosilada que executa um papel central na eritropoiese por
auxiliar na proliferacio e diferenciacao das células na medula 6ssea (Jelkmann, 1992).

A produgdo de EPO ocorre nos rins, sendo posteriormente secretada na circulacio
dos tecidos hematopoiéticos, assim como no figado de fetos, em resposta a hipdxia e a
cloreto de cobalto (CoCly). A hip6xia é o principal estimulo fisiolgico para o aumento da
expressdo do gene da EPO. Esta relacdo foi primeiramente observada pelo aumento de
células vermelhas do sangue em grandes altitudes ja em 1882, por P. Bert (Goldwasser et
al., 1958; Graber & Kranz, 1989; Jelkmann, 1992).

O oxigénio é requerido por células de mamiferos para a respiracdo oxidativa e
outras reagdes bioquimicas. O excesso de oxigénio, entretanto, leva a um dano oxidativo
de multiplos componentes celulares, causando a morte celular. A hemoglobina, presente
nos eritrdcitos, carrega o oxigénio dos pulmdes e disponibiliza-o a outros tecidos, sendo o
nimero de eritrdcitos circulantes o maior determinante da oxigenacao dos tecidos. A cada
dia, humanos normais removem 1% dos eritrdcitos da circulagdo e os repde em nimero
igual de reticuldcitos. Contudo, esta producio diaria de eritrdcitos € estritamente regulada e
o mediador deste controle homeostatico perfeito do nimero de eritrécitos para oxigenagao
do tecido € a EPO (Koury, 2005).

O gene da EPO humana esta situado no cromossomo 7q11-22, e consiste de cinco
éxons e quatro introns, os quais produzem um unico polipeptideo contendo 193
aminoacidos. A massa molecular do polipeptideo e da sua forma glicosilada é estimada em
18 kD e 30 kD, respectivamente (Ng et al., 2003).

Em situagéo de hipéxia, o figado de adultos € estimulado a aumentar a expressao de
EPO por intermédio de uma proteina de ligagdo ao DNA chamada de fator-1 induzido por
hipéxia (HIF-1). A secre¢do da EPO ocorre no plasma e, apds sua chegada na medula
Ossea, a mesma se liga ao receptor de EPO (EPO-R) sobre a superficie de células

progenitoras de eritréides. Essa associag¢do dispara uma cascata de reacdes no interior da
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célula progenitora de eritrécitos que resulta no amadurecimento deste eritrocito e na
liberacdo do mesmo na corrente sanguinea (Ng et al., 2003).

Com finalidades clinicas, a EPO ¢ utilizada no tratamento de anemias devido a
doencas renais cronicas, pacientes em didlise e transplante renal, anemia associada a
malignicéncias, transplantes, cirurgias e associadas a infeccdo por HIV. Novas aplicacdes
potenciais tém sido descobertas nos tltimos anos, como em doencas auto-imunes, danos de
isquemia cerebral, injirias na medula espinhal e recuperacdo neuroldgica, além de doencas
cardiacas congestivas (Winearls, 1998; Weiss, 2003; Ng, 2005).

O melhor marcador para o beneficio da introdugdo da EPO recombinante na pratica
clinica € a reducdo da necessidade de transfusdes sanguineas regulares (Sundal, 1991). No
Brasil, as hemoglobinopatias sdo um problema de satide pitblica, e o principal tratamento
utilizado é a administragdo da EPO recombinante. Em pacientes com doencas renais, a
producido enddégena de EPO acaba comprometida, tendo como conseqiiéncia a anemia
crOnica, além de outras implicacdes como hipertrofia ventricular em decorréncia da
hemodindmica destes pacientes, que € associada a altas taxas de mortalidade. Em 2005, por
exemplo, dos 70.000 brasileiros doentes renais, apenas 3.362 conseguiram ser
transplantados. Estima-se que 1,5 milhdes de pessoas em todo o mundo atualmente
dependam de didlise (Mascarenhas, 2007; Valadares, 2007).

A EPO comercializada no Brasil é importada de Cuba. Segundo o Ministério da
Saide, o Governo teve em 2006 gastos de R$ 4,2 bilhdes na compra de medicamentos,
sendo 500 milhdes investidos na importagdo da EPO e de um interferon. Isto significa 11%
do orcamento da Saidde investidos exclusivamente em medicamentos. O medicamento
Epogen (Amgien, Sankio), uma das formas comerciais da EPO recombinante, gerou em
vendas globais U$ 5.772.000.000,00 no ano de 2001, representando 52% da
comercializa¢do de medicamentos produzidos de forma recombinante.

As plantas sdo um dos sistemas possiveis para a producdo de proteinas
recombinantes, os quais também incluem culturas de células microbianas, flngicas e
animais, assim como animais transgénicos. A producdo de proteinas recombinantes em
plantas, incluindo as despesas com infra-estrutura para cultivo, processamento e estoque de
sementes, pode reduzir em muito a quantidade de investimento capital requerido para sua
producdo comercial (Giddings, 2001). Os valores dos custos estimados para a produgdo de

proteinas recombinantes em plantas sdo entre 10 e 50 vezes menores se comparados a

12



mesma proteina produzida em Escherichia coli. (Kusnadi et al, 1997; Fischer & Emans,
2000). Além disso, deve-se considerar o fato de que nem sempre as bactérias t€m a
capacidade de realizar todo o processamento necessdrio para que a proteina em questdo
seja ativa no organismo em que se deseja utilizd-la como, por exemplo, em mamiferos. J4 a
expressdo em sistema de células animais sintetiza produtos de mamiferos corretamente.
Porém, além de caros, estes sdo bastante sensiveis a mudancas ambientais, especialmente
quando cultivados em escala industrial (Giddings, 2001).

Assim, plantas transgénicas possuem vantagens em relacdo a todos os sistemas de
expressdo heter6loga ja estabelecidos em termos de capacidade, flexibilidade, escala e
custo de producdo. A drea de plantas transgénicas plantada pode ser adaptada e alterada de
acordo com a demanda de um ano para o outro sem muitos custos adicionais (Boehm,
2006).

Altos indices de pureza de produtos humanos sdo obtidos em plantas que possuem,
ainda, a distinta vantagem de serem livres de patdgenos que contaminam o sistema de
producd@o animal e microbiano. Devido a esta e demais vantagens, é grande o niimero de
proteinas expressas com sucesso em plantas, sendo esperado um rapido crescimento desta
tecnologia no futuro. Os tipos de proteinas-alvo para esta tecnologia incluem anticorpos,
aditivos alimentares, produtos para saide humana e animal, e enzimas de interesse
industrial (Hood, 2004).

A EPO ja foi expressa de forma transgénica em células de mamiferos COS-1
(Jacobs et al., 1985), CHO (Lin et al., 1985), COS-7 e BHK (Jerry et al, 1986) com
sucesso. Outros sistemas também ja foram utilizados como a produgao de EPO no leite de
porcos, mas que resultou em uma alta taxa de mortalidade dos animais hospedeiros, além
de esterilidade de alguns animais (Park et al, 2006). Trabalhos que relatam a expressdo de
EPO em células de insetos (Quelle et al., 1989), bactérias (Lee-Huang, 1984) e leveduras
(Elliott et al., 1989) também sdo encontrados na literatura cientifica, mas estes sistemas sdo
incapazes do correto processamento pds-transcricional e pds-traducional necessarios para a
atividade da proteina in vivo.

Matsumoto et al. (1995) produziram EPO em células vegetais em cultura, mas a
atividade das proteinas foi detectada apenas in vitro, ndo havendo resultados de atividade

da proteina recombinante in vivo. Um tnico trabalho descreve a expressao de EPO em
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plantas, mas foram relatadas deformidades morfologicas e esterilidade em tabaco e

Arabidopsis (Cheon et al., 2004).
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1.2 Objetivo Geral

Testar a seqiiéncia correspondente ao RNA mensageiro do gene da EPO quanto a
capacidade de expressdo em plantas transgénicas utilizando como modelo Nicotiana

tabaccum (tabaco) e Oryza sativa (arroz).

1.3 Objetivos Especificos

¢ Construgdo dos cassetes de expressdo contendo o gene da EPO humana sob
o controle do promotor da ubiquitina e do terminador tm1’;

e Obtencdo dos vetores plasmidiais bindrios portando os cassetes de
expressdo de EPO;

e Geracdo de plantas transgénicas de tabaco e arroz, transformadas com EPO
e respectivo grupo de plantas-controle;

e Andlise da estrutura e do padrdo de expressdo do transgene;

e Determinacdo dos niveis da proteina recombinante presente em tecidos
foliares e sementes das plantas transgénicas;

e Obtengdo da geracdo Ty;

e Andlise das plantas transgénicas da geracdo T1 quanto a segregacdo do

transgene e os niveis de expressdo da EPO, e fenétipo geral.
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2 Revisdo Bibliografica

2.1 Eritropoietina

O corpo humano gera cerca de 2,5 milhdes de novas células vermelhas sanguineas
por segundo na medula dssea, para repor a continua remogdo destas mesmas células da
corrente sanguinea. A producdo destas células (eritropoiese) € controlada por uma
intrincada relag@o entre vérios fatores humorais e citocinas. Uma citocina especifica, uma
sialoglicoproteina conhecida como eritropoietina (EPO), age diretamente nas células
progenitoras de eritrécitos e precursores da medula Ossea, controlando a proliferagio,
diferenciacdo e maturacio das células vermelhas do sangue (Ng et al., 2003).

A EPO age em uma via fisioldgica classica de feedback pela ligacdo ao seu receptor
(EPO-R) e subseqiiente ativacdo de uma via de transdugio de sinal intracelular (Graber &
Kranz, 1978; Kranz & Goldwasser, 1984; Cheung & Miller, 2001). Apds a liberacdo na
circulagdo, ela se liga ao receptor das células progenitoras de eritrdcitos e estimula a
producdo das células vermelhas sanguineas. Um aumento na massa das células vermelhas
no sangue, por sua vez, alivia a hipdxia, conseqiientemente diminuindo a producio de
EPO.

A EPO ¢ produzida primeiramente nos rins, sendo posteriormente secretada na
circulagdo dos tecidos hematopoiéticos, assim como no figado de fetos, particularmente em
resposta ao estresse por hipéxia e a CoCl,. Adicionalmente, a EPO é produzida no figado
de adultos e, apesar desta quantidade ser menos de 10% da produgdo de EPO do corpo, ela
¢ suficiente para manter a producio de células vermelhas do sangue (embora em um nivel
muito mais baixo que o normal) mesmo apds a nefroctomia total (Zhu et al., 2002).
Entretanto, a expressdo da EPO pode ndo estar confinada somente nos rins e figado, sendo
que seu mRNA ¢ detectado em pulmdes, testiculos e cérebro, mas ndo em misculos,
intestinos e medula 6ssea de roedores (Tan et al.,1992).

A hipdxia € o principal estimulo fisioldgico para o aumento da expressdo do gene
da EPO. Esta relagdo foi primeiramente observada como a existéncia de um fator humoral
que regula a producdo de células vermelhas do sangue j4 em 1882 por P. Bert, que
percebeu um aumento destas células em grandes altitudes (Goldwasser et al., 1958), mas

foi em 1906 que a primeira descrigdo foi feita, baseada em experimentos de transfusdo de
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sangue em coelhos no trabalho de Carnot & DeFlandre (1906). Em 1948, Bonsdorff &
Jalavisto batizaram este fator humoral como EPO (Fischer 1998). Em 1950, o ainda ndo
conhecido fator responsdvel pela eritropoiese foi identificado por ser estimulado na
respiragdo de ratos em baixa atmosfera de oxigénio, estabelecendo os elementos de sua
regulacdo biolégica. Na década de 1960, a sua fonte foi identificada como sendo nos rins,
mas foi apenas no ano de 1977 que a EPO humana foi purificada pela primeira vez por T.
Miyake, C.K. Kung e E. Goldwasser na Universidade de Chicago (Miyake et al., 1977). A
partir dai, quantidades limitadas desta proteina humana nativa foram usadas para tratar
doentes com anemia.

O oxigénio é um componente primordial para manutencéo da vida, pois € requerido
para a respiracdo aerdbica celular, que tem como objetivo principal produzir energia a
partir da decomposi¢@o de carboidratos, gorduras e aminoacidos. As reacdes quimicas de
decomposicdo envolvidas com a producdo de energia para a célula estdo baseadas em um
mecanismo eletroquimico caracterizado pela transferéncia de elétrons entre os substratos
degradados participantes da reacdo. O oxigénio funciona como um reagente responsavel
justamente por esse transporte de elétrons, de modo a garantir que algumas substincias
recebam elétrons e outras, os percam (sdo as chamadas reac¢des de 6xido-reducdo, em que
um substrato recebe elétrons, portanto, fica reduzido, e outro que perde elétrons, o
oxidado). Uma vez iniciadas essas reagoes, a energia liberada é imediatamente armazenada
em moléculas contendo, como elemento principal, o fésforo. Sdo as famosas moléculas de
ATP. Os ATPs podem ser considerados os protagonistas da fosforilacdo oxidativa;
fosforilagdo por dar origem a moléculas de ATP, ou a outras contendo fésforo, e oxidativa
por haver participagdo do oxigénio. A fosforilacdo oxidativa é responsdvel pela producio
de 90% do ATP dos organismos aerébicos. O excesso de oxigénio, entretanto, causa danos
oxidativos de multiplos componentes celulares, superando a capacidade antioxidante e
conduzindo a um desequilibrio redox, causando a morte celular. Por isso, a producdo diaria
de eritrécitos € estritamente regulada e o mediador deste controle homeostatico perfeito do
numero de eritrécitos para oxigenagdo do tecido é a EPO (Koury, 2005).

A adaptacdo a hipdxia é um tdpico de considerdvel relevancia clinica, pois ela
influencia a patofisiologia da anemia, da policitemia, da isquemia tissular e do céncer
(Bunn & Poyon, 1996; Ratcliffe et al., 1998). Diversos genes fisiologicamente relevantes

sdo conhecidos por ter sua expressdo aumentada em resposta a mudancas na tensdo de
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oxigénio intracelular. Estes incluem a EPO, que regula a producio de células vermelhas, o
fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF), o qual tem a expressdao aumentada em
tumores e em isquemia tissular, a tirosina hidroxilase, uma enzima critica para sintese de
dopamina nos corpos carotideos e enzimas glicoliticas, que respondem de forma a manter a
producdo de ATP apesar da baixa disponibilidade de oxigénio. Este e outros genes
biologicamente importantes t€m em comum o promotor ou elementos de enhancer que
respondam a hipdxia (Ebert & Bunn, 1999).

O gene da EPO humana esta situado no cromossomo 7q11-22 e consiste de cinco
éxons e quatro introns, os quais produzem um unico polipeptideo contendo 193
aminoacidos. Apds sua sintese, este polipeptideo sofre as seguintes modificagdes:
glicosilagdo com a adicdo de trés ligacdes N (na Asn-24, Asn-38 e Asn-83) e um
oligossacarideo acidico ligado a O (na Ser-126), a formagéo de duas pontes dissulfeto da
Cys-7 a Cys-161 e da Cys-29 a Cys-33, concomitante com a remocdo da seqiiéncia
secretora do aminodcido hidrofébico 27. Além disso, acredita-se que o residuo Arg-166 na
porcdo C-terminal seja clivado antes da liberacdo da EPO na circulacdo, com a estrutura
primaria da EPO madura contendo 165 aminodcidos (Fig.1). A massa molecular do
polipeptideo e da sua forma glicosilada é estimado em 18 kD e 30 kD respectivamente (Ng

et al., 2003).
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Figura 1: Estrutura priméria da EPO. (CH)n, sitio de glicosilacdo N-ligado aos residuos
aspartil 24, 38, 83; (CH)o, sitios de glicosilacdo O-ligado ao residuo seril 126; tracejado,
ARG-166 na extremidade carboxi-terminal que é removida antes da liberacdo da EPO na

circulacao (Ng et al.,2002).

19



O elemento crucial que determina o aumento da expressdo do gene da EPO durante a
hipdxia reside em um enhancer na regido 3’ do gene. Este enhancer pode ligar um fator de
transcrigdo, o fator de transcri¢do induzido por hipéxia (HIF-1), que forma um complexo
com receptores nucleares altamente conservados HNF-4, e um adaptador transcricional
critico, o p300 (Zhu et al., 2002). Apds o estimulo de HIF-1 e o aumento da expressdo de
EPO, ocorre a secre¢do da EPO no plasma e, apés sua chegada na medula 6ssea, a mesma
se liga ao receptor de EPO-R sobre a superficie de células progenitoras de eritréides. Essa
associacdo dispara uma mudanga conformacional que aproxima moléculas de uma
proteina-quinase tirosina 2 (JAK2) da familia Janus associadas ao EPO-R , estimulando
sua ativacdo por transfosforilacdo. Subseqiientemente, moléculas de JAK?2 fosforilam oito
residuos de tirosina no dominio citoplasmético do EPO-R, o qual ent@o serve como sitio de
depésito para vdrias proteinas de sinalizacdo intracelular. Estas proteinas sdo tirosinas
fosforiladas e ativas, sendo uma delas um sinal transdutor e ativador de transcri¢io
(STATS) que, sob fosforilacdo por JAK2, dissocia-se de EPO-R, dimeriza e depois
transloca-se para o nucleo para ativar numerosos genes alvos, incluindo o inibidor de
apoptose Bcl-x (Weiss, 2003). A inibicdo da apoptose pela via JAK2/STATS/Bcl-x ativada
por EPO ¢ muito importante para a diferenciacdo de eritrocitos. A EPO pode também
reprimir a morte celular pela ativacdo de genes anti-apoptdticos ou pela supressdo de
caspases, como & o caso nas células precursoras de eritréides, onde a EPO ativa a
expressao dos genes anti-apoptdticos bcl-2 e bel-xL (Silva et al., 1996).

Em adicdo a STAT-5, a EPO induz a ativacdo de diversas outras proteinas intracelulares.
Exemplos incluem a Shc, que pode ativar a via de sinaliza¢do envolvida na proliferacao
celular; a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), que pode promover a sobrevivéncia de células
eritréides; e a fosfolipase C-y1, que pode desempenhar um papel na proliferacdo de células
eritréides (Weiss, 2003).

A EPO ¢é amplamente utilizada na medicina, no tratamento de anemias devido a
doencas renais cronicas, na manutencdo da didlise, pré-didlise e transplante renal, na
anemia de criancas em decorréncia de nascimento prematuro, anemia associada a
malignicéncias como tumores sélidos, canceres hematoldgicos, desordens de células tronco
pré-leucémicas, anemias ligadas a transplante de medula dssea e células tronco, anemia

N

devido a cirurgias e associadas a infeccdo por HIV. Antes da utilizacdo da EPO
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recombinante, em avaliagdes realizadas ha 18 anos, 25% dos pacientes renais em didlise
necessitavam de transfusdes sanguineas regulares para reposicdo de células vermelhas
(Jelkman, 2004). H4 ainda outras aplica¢des potenciais como em doengas auto-imunes,
hemdlise, insuficiéncia renal aguda, pacientes criticos com necessidade de transfusdo
sanguinea, possui também atividade neuroprotetora, evitando os danos de isquemia
cerebral, injirias na medula espinhal e auxilia na recuperagdo neuroldgica, além de
participar na recuperacdo de doencas cardiacas congestivas (Winearls, 1998; Weiss, 2003;
Ng et al., 2005). O melhor marcador para o beneficio da introducdo da EPO recombinante
na prética clinica é a reducdo da necessidade de transfusdes sanguineas regulares (Sundal,
1991), o que acarreta na diminui¢do de possiveis contaminagdes e aumenta a qualidade de

vida destes pacientes (Ng et al., 2005).

2.2 Plantas Transgénicas

As plantas tém sido utilizadas para o beneficio humano de forma discriminada desde
o inicio da civilizagdo, abastecendo populagdes com alimentos, fibras, madeira e
substancias terapéuticas. Assim, as plantas foram, além dos animais, o sistema bdsico de
bioprodu¢@o mais importante para gerag¢do de substincias.

O uso de plantas e seus extratos para tratamentos medicamentosos pré-datam os
primeiros registros de civiliza¢des, que remete pelo menos ao periodo Neanderthal. Até o
século 16, jardins botanicos forneceram uma riqueza de matérias primas para a medicina,
tanto para o ensino quanto para o uso terap€utico. No século 17, as ervas medicinais foram
descobertas e amplamente usadas para produzir remédios. Posteriormente a estas
descobertas, muitos principios ativos de plantas medicinais foram identificados e, em
muitos casos, purificados para uso terapéutico (Goldstein & Thomas, 2004).

Mas € na biotecnologia moderna que residem as maiores expectativas para a
producdo de substdncias de interesse farmacé€utico em plantas e em outros organismos,
levando a um aumento na busca pela obtenc¢do de novos agentes medicinais, sejam eles de
origem boténica ou animal. Uma das colaborag¢Ges para este aumento tem sido o advento

da engenharia genética, onde plantas podem ser utilizadas para a producdo de uma
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variedade de proteinas que incluem anticorpos de mamiferos, substituintes do sangue,
vacinas e outras entidades terapéuticas (Goldstein & Thomas, 2004).

Especialmente no setor dos produtos farmacéuticos, as plantas oferecem uma enorme
variedade de metabdlitos secunddrios com efeitos terap€uticos. Estas substincias,
desenvolvidas evolutivamente pelas plantas para se proteger contra patégenos e predadores
ou para atrair polinizadores, apresentam propriedades na cura de ferimentos, anti-
inflamatérias, anti-microbianas ou psico-ativas, contribuindo para a manutencio da satde
humana e animal (Boehm, 2006).

Meétodos biotecnoldogicos modernos podem produzir estas substincias terapéuticas de
uma maneira controlada e previsivel em culturas de células derivadas das respectivas
plantas medicinais. Mas muitas vezes, a produgdo em larga escala é dificultada porque a
espécie vegetal original € de dificil cultivo ou rara na natureza. Exemplos bem sucedidos
para este tipo de bioprodutos sdo os alcaldides (Verpoorte et al., 2002), paclitaxel (Zhong,
2002) e chiconina (do inglés, shikonin; Yazaki et al., 1999).

Com o advento da tecnologia genética, tornou-se também vidvel alterar o genoma
vegetal pela adi¢do ou substitui¢do de genes especificos e sua seqiiéncia de DNA
reguladora como, por exemplo, no tabaco (Horsch et al., 1985) ou no girassol (Everett et
al., 1987), primeiros modelos de estudo de sucesso. Isto, em primeira instincia, foi usado
para melhorar ou modificar os produtos secundarios de valor terap€utico que ji eram
produzidos por culturas de células vegetais. Ao mesmo tempo, foram produzidos os
primeiros relatos de que células vegetais também eram capazes de expressar anticorpos de
maneira correta e biologicamente ativa. Isso abriu um novo campo de aplicacdo para as
plantas transgénicas. Entdo, a melhoria das substincias derivadas de plantas ou as plantas,
nio sdo mais o centro de interesse mas, sim, o uso delas como uma ferramenta exclusiva
para a produgdo de proteinas recombinantes de praticamente qualquer origem. Estas
proteinas podem ser purificadas apds a colheita das plantas e aplicadas para beneficio
humano (Boehm, 2006).

Deve-se salientar que a escala temporal para a comercializagdo de culturas
transgénicas ainda € bastante lenta como, alids, qualquer outra variedade. No caso dos
tomates de amadurecimento tardio e denominados FLVR-SAVR, vendidos primeiramente
no Reino Unido em 1996, que foram desenvolvidos a partir de um projeto académico que

remonta ao inicio de 1980 (Dunwell, 1999).
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2.3 Utilizacdo de Plantas na Geracdo de Biofarmacos

Um novo conceito foi introduzido na ciéncia com o advento das técnicas de DNA
recombinante e com a transformacdo celular com DNA exdgeno visando a producdo
comercial de proteinas de interesse industrial, a denominada “agricultura molecular”. Por
definicdo, a agricultura molecular € a identificacio de uma proteina com atividade
terapéutica ou envolvida em diagndstico, cuja seqiiéncia de DNA ou proteina esteja
disponivel e possa ser expressa em hospedeiro heterélogo (Fischer & Emans, 2000; Ma et
al., 2003).

Um exemplo cldssico de agricultura molecular é a expressdo da insulina
recombinante em bactérias. A atividade anti-diabética da insulina foi identificada em 1921,
e em 1951 sua seqiiéncia completa de aminoacidos ja havia sido determinada. A insulina
foi um alvo atraente para a expressio em um microrganismo, pois seu pequeno
polipeptideo requer um processamento pds-transcricional minimo para que a mesmo seja
funcional. A expressdo em bactérias foi um sucesso e em 1982 a primeira proteina de
interesse terapéutico havia sido aprovada para uso (Walsh, 1998).

O potencial para o uso de plantas como um sistema para producdo de firmacos
recombinantes foi estabelecido entre 1986 e 1990 com o sucesso da expressdo da proteina
de fusdo do hormdnio de crescimento humano, de um interferon e da albumina sérica
humana (Barta et al., 1986; De Zoeten et al., 1989; Sijmons et al., 1990). Outro avango
crucial foi o sucesso da expressdo de anticorpos humanos em plantas em 1989 (Hiatt et
al.,1989) e 1990 (Diiring et al., 1990). Este foi um importante passo para provar o potencial
de plantas para producdo de proteinas complexas de mamiferos de forma correta, segura,
barata e em grande escala (Fischer & Emans, 2000).

O sistema de expressdo ideal deve produzir material seguro (livre de
contaminagdes), ser biologicamente ativo e de baixo custo. Kusnadi er al (1997) por
exemplo, tem estimado que o custo de produgdo de proteinas recombinantes em plantas
pode ser entre 10 e 50 vezes menor que o custo da mesma proteina produzida em
Escherichia coli.

O uso de células de mamiferos modificadas com técnicas de DNA recombinantes

apresenta a vantagem de resultar em produtos que sio idénticos aqueles da origem natural.
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Entretanto, a cultura de células é cara e permite somente uma escala de produgdo limitada
(Fischer & Emans, 2000; Ma et al., 2003).

O uso de microrganismos como bactérias e leveduras permite a producdo em larga
escala, mas possui a desvantagem dos produtos apresentarem diferencas acentuadas se
comparadas ao produto de origem. Um exemplo sdo as proteinas humanas usualmente
glicosiladas, atividade que as bactérias ndo s@o capazes de realizar. Adicionalmente, as
proteinas humanas expressas em altos niveis em E. coli freqlientemente adquirem uma
conformagdo ndo natural acompanhada por precipitacdo intracelular devido a falta de
dobramentos e pontes dissulfeto (Daniell, 2001).

Além das vantagens econdmicas, existem beneficios  qualitativos
favorecendo o uso de plantas transgénicas como fabricas para a produgdo de proteinas
recombinantes, em especial para produtos farmacéuticos. Sistemas de expressdo em células
animais sintetizam produtos de mamiferos corretamente, mas sdo caros e particularmente
sensiveis a alteracdes ambientais, especialmente quando cultivados em escala industrial.
Um cuidadoso controle da cultura é necessdrio para garantir as condi¢des de pureza do
produto. Culturas microbianas e fingicas s3o mais resilientes, mas podem nao
necessariamente sintetizar proteinas de mamiferos corretamente, devido a diferencas no
uso de codons e modificacdes pds-traducional. Sintese protéica, secrecdo e modifica¢des
pos-traducionais sido processos semelhantes em células vegetais e animais, havendo apenas
pequenas diferencas na glicosilagdo das proteinas. Pequenas diferencas no uso de cédons
das plantas podem ser compensadas ajustando a seqiiéncia do transgene permitindo a
montagem correta das proteinas de mamiferos multiméricas. Além disso, os produtos a
partir de plantas transgé€nicas sd@o improvdveis alvos de contaminagdo por patdgenos
animais, micrdbios, toxinas ou seqiiéncias oncogénicas (Giddings, 2001).

Porém, ainda sdo muitos os desafios presentes nesta drea da ciéncia, com muitos
pontos a serem melhorados. Um deles é o nivel de proteinas farmacéuticas produzidas por
plantas transgénicas, que tem sido baixo (menos de 1% do total de proteinas soliveis), mas
que geralmente € suficiente para produzir moléculas farmaceuticamente ativas de interesse
comercial (Goldstein & Thomas, 2004).

A maioria das proteinas de interesse comercial € produzida em quantidades
extremamente pequenas em suas fontes nativas. A sintese quimica é possivel para alguns

peptideos pequenos, mas ndo € possivel para proteinas grandes ou complexas (Brandle et
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al, 2001). A producdo de algumas das proteinas terapéuticas mais complexas em plantas
tem representado um grande desafio. Os desafios técnicos a serem superados sdo
numerosos, mas podem ser sumarizados pelas seguintes perguntas: (1) Poderemos obter
niveis suficientes de proteinas recombinantes em plantas para obter um sistema de
producdo economicamente vidvel? (2) As plantas poderdo sintetizar proteinas
funcionalmente equivalentes? Em caso negativo, poderemos manipular a maquinaria de
modifica¢des pds-transcricionais das células vegetais? (3) Podera a proteina recombinante
produzida pela planta ser purificada em sua forma fisioldgica ativa e funcional? Isto podera
ser feito para satisfazer alvos comercialmente importantes? Estas perguntas visam o
desenvolvimento de métodos para o processamento da proteina recombinante visando o
aumento de producdo, purificagdo e processamento in vitro (Howard, 2005; Kermode,
2006).

A viabilidade comercial de purificagdo de certas proteinas algumas vezes
desencoraja pesquisadores e empresas, pois seus niveis em extratos sao bastante baixos,
como observado nos exemplos da albumina sérica humana, onde esta compreendia apenas
0,020% das proteinas soliveis totais (Kusnadi et al., 1997); da proteina C humana, um
anticoagulante, que representou 0,001% das proteinas soldveis totais (Cramer et al., 1999);
da prépria EPO produzida em células vegetais, com cerca de 0,003% do total de proteinas
soldveis; do interferon humano, com menos de 0,001% (Kusnadi et al., 1997), assim como
um gene sintético que codifica um fator de crescimento epidérmico humano, o qual foi
expresso e resultou em apenas 0,001% do total de proteina solivel em tabaco transgénico.
Apesar de varios relatos de sucesso de alto nivel de expressdo em proteinas ndo-humanas
(por exemplo, fitase, glucanase) por intermédio da transformag¢do do genoma nuclear de
plantas (Daniell et al., 2001), no caso de proteinas sanguineas humanas ainda € necessario
aumentar os niveis de expressdo das mesmas para permitir a producdo comercial em
vegetais.

Resta ainda outro desafio, no entanto, devido a uma parte significativa da sociedade
ndo aceitar estas novas tecnologias e argumentar fervorosamente contra a producgdo
e uso de organismos geneticamente modificados (OGMs), independentemente de se tratar
de plantas, micrébios ou animais. Entre as preocupacdes levantadas pelos opositores aos
OGMs e plantas GMs, em particular, estd o potencial de o transgene “escapar”’ e

contaminar o ambiente, o aumento potencial de reacdes alérgicas resultantes da presenca
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do transgene ou seu produto, altera¢des inesperadas resultantes da manipulacio genética na
introdug@o de novos antigenos em plantas e incertezas em geral sobre como o crescimento
e testes de plantas utilizadas na producdo de compostos bioativos para humanos seria
monitorado (Teli & Timko, 2004).

O cultivo de plantas transgé€nicas ou geneticamente modificadas tem sido agora
uma atividade comum na agricultura da América do Norte, mas em certos paises da Europa
ainda ha grande relutancia na aceitacdo de sua introdugdo. Mas apesar destas incertezas, o
potencial desta tecnologia é muito evidente para o comércio mundial, e uma extensa gama
de material experimental tem sido testada, em laboratdrio e em campo (Dunwell, 1999).
Alguns exemplos de proteinas recombinantes de mamiferos produzidos a base de vegetais
tém sido relatados, essencialmente em nivel de escala de laboratério, em tabaco, incluindo
proteinas do sangue (Cramer et al. 1996; Dieryck et al. 1997), proteinas lacteas (Salmon et
al. 1998), proteinas estruturais (Ruggiero et al. 2000), anticorpos (Ma and Hiatt 1996;
Hood and Jilka 1999), antigenos e vacinas (Mason et al. 1992; Haq et al. 1995), fatores de
crescimento (Higo et al. 1993) e enzimas (Grill 1997; Ma et al. 1997).

Até o momento, ndo hd produtos farmacéuticos oriundos de proteinas
recombinantes obtidos a partir de plantas transgénicas no mercado (Boehm, 2006). Varios
produtos estdo em ensaios clinicos em humanos, essencialmente anticorpos, mas também
ha algumas plantas transformadas com genes codificadores de peptideos vacinais
comestiveis, principalmente contra uma enterotoxina de E. coli e do virus da hepatite B
(Gruber, 2001).

Durante as tltimas duas décadas, aproximadamente 95 produtos biofarmacéuticos
foram aprovados por uma ou mais agéncias reguladoras para o tratamento de vdrias
doencas humanas, incluindo diabetes Mellitus, perturbacdes do crescimento, problemas
neuroldgicos e genéticos, condi¢des inflamatdrias, e discrasias do sangue. Acredita-se que
cerca de 500 agentes estdo em desenvolvimento em todo o mundo, com cerca de 370
biofarmacos nos E.U.A., incluindo 178 agentes dirigidos ao tratamento contra o cincer ou
condi¢des relacionadas, 47 contra as doencas infecciosas, € o restante contra importantes

variedades de condicdes médicas (Goldstein & Thomas 2004).
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2.4 Producdo de EPO recombinante

A producdo recombinante da EPO tem sido realizada em diversos sistemas, os
quais incluem células de mamiferos, como COS-1 (Jacobson et al., 1985) e CHO (Lin et
al., 1985). De forma experimental, a EPO foi introduzida em células de insetos (Quelle et
al., 1989), bactérias (Lee-Huang, 1984), e leveduras (Elliott et al., 1989). Nenhum dos
sistemas testados, com exce¢do das células de mamiferos, teve sucesso em produzir EPO
recombinante ativa devido a incapacidade destes sistemas em processar corretamente as
glicosilagdes, que possuem importante papel na atividade da proteina.

A EPO foi expressa com sucesso de forma transgénica em leite de porcos (Park et
al., 2006), apresentando atividade funcional na eritropoiese, apresentando apenas pequenos
problemas fisioldgicos nos animais, como baixa qualidade do esperma, disfungao erétil em
alguns machos e elevadas quantidades de reticuldcitos e hematdcritos em ambos 0s sexos.

Experimentos conduzidos em plantas para expressdo da EPO recombinante foram
realizados em cultura de células de tabaco BY2, que apresentaram aproximadamente
0,0026% do total de proteinas de extrato bruto, mas as proteinas foram ativas apenas in
vitro e ndo in vivo (Matsumoto et al., 1995).

Em outro esforco para produzir EPO recombinante em plantas, tabaco e arabidopsis
foram transformadas. A super-expressdo do gene causou efeitos pleiotrépicos no tabaco,
incluindo crescimento vegetativo retardado, nanismo, arranjo das folhas em roseta e tanto o
tabaco quanto Arabidopsis apresentaram esterilidade masculina (Cheon et al. 2004). A
proteina expressa apresentou um tamanho de aproximadamente 1,5 kDa menor que a
proteina controle, ndo tendo sido feitas andlises da viabilidade e atividade da mesma. No
entanto, nenhuma explicacdo conclusiva foi atribuida para esclarecer estes problemas

apresentados pelas plantas.
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Capitulo 3

Transgenic expression of human erythropoietin in plants

(Manuscrito a ser submetido a Transgenic Research)
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Abstract

Erythropoietin (EPO) is a hormone that belongs to a group of growth
hematopoeitics factors, which control the proliferation and differentiation of marrow
bone’s cells. It acts inducing the elevation of the production of blood red cells, increasing
the amount of circulating hemoglobin and oxygen. In the present work we intend to
evaluate the expression of human EPO in plants such as rice (Oryza sativa) and tobacco
(Nicotiana tabaccum). The EPO gene was synthesized based on the nucleotide
“overlapping” technique. A fragment of 582 bp correspondente ao cDNA da EPO was
cloned, a mutation on nucleotide 252 (G—A) was identified. It did not modify the encoded
amino acid, a glycine. This fragment was transferred to the expression vector pWUbi.tm1,
armed with the promoter of the ubiquitin gene and the terminator tm1’. This expression
cassette was transferred to the binary vector pWBVec4a, which was then transformed into
strains ALG1 and LB4404 of Agrobacterium tumefaciens. These strains were employed in
the genetic transformation of rice and tobacco, respectively. Transgenic integration into
plant genomes was evaluated by PCR and Southern blot hybridization. The expression of
EPO in plants was detected performing RT-PCR and Real-Time PCR analysis and the
presence of the protein was evaluated by SDS-PAGE and Western blot, successfully
proving the obtainace of transgenic plants expressing EPO. By self-fecundation, it was
obtained Generation T1, which has presented mendelian segregation, and none of the
plants had presented any kind of miss-formation or deformity. It was not possible to obtain
rice transgenic plants due to de deficiency of them in the regeneration process, possibly

due to the overexpression of the transgene.

Keywords: FErithropoietin, transgenic expression, ubiquitin promoter, tobacco, rice,

biopharmaceutical protein.
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Introduction

Oxygen is required by the cells of mammals for oxidative respiration and
other biochemical reactions. The excess of oxygen, however, leads to an oxidative damage
of multiple cellular components resulting, at the end, in cellular death. The hemoglobin in
red cells loads the oxygen from the lungs and makes it available to others tissues. The
number of circulating red cells is the main determinant of tissue oxygenation. Each day a
normal human being removes 1% of the red cells of the circulation and restitutes them in
equal number of reticulocytes. However, this daily production of red cells is strictly
regulated, and the mediator of this perfect homeostatic control of the number of red cells
for oxygenation of the tissues is EPO (Koury, 2005).

The erythropoietin (EPO) is an endogenous cytokine essential for the
development and maturation of red cell ancestors, capable to regulate the circulating levels
of red cells in the blood. Its production occurs in the kidneys as well as in the livers of
embryos, being secreted in the circulation of hematopoiethics tissues as a consequence of
some states of hypoxia and in response to cobalt chloride (CoCl,). Hypoxia is the main
physiological stimulation to increase the expression of the EPO gene (Jelkmann, 1992).

The human EPO gene is located in chromosome 7q11-22, consisting of five
exons and four introns. Post-transcriptionally, it generates one single mature transcript,
which produces a polypeptide that contains 193 amino acids. During post-translational
modifications, glycosylation occurs with the addition of three N-linked oligosaccharides to
Asn-24, Asn-38 and Asn-83, and an acidic O-linked oligosaccharide to Ser-126.
Additionally, two disulphide bonds are formed between Cys-7 and Cys-161 and between
Cys-29 and Cys-33, concomitantly to the removal of the 27 amino acid hydrophobic
secretory sequence. It is given credit that the Arg-166 in the COOH-terminal portion is
cleaved off before the release of EPO in the circulation, with the primary structure of this
mature protein containing 165 amino acids. The molecular mass of the polypeptide and its
glycosylated form is esteemed in 18 kD and 30 kD, respectively (Ng et al., 2003).

Under clinical purposes, EPO is used in the treatment of anemia caused by
chronic renal diseases, in the maintenance of the dialysis and renal transplant, anemia
associated to malignance such as tumors and cancers, those related to marrow bone and

stem cells transplants, anemia resulting from surgeries and those associated to infections
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by the Human Immunodeficiency Virus (HIV). There are still other potential applications
of EPO like in auto-immune diseases, haemolysis, acute renal insufficiency, patients in
critical health state and with the need of sanguineous transfusion, cerebral ischemic
damages, injuries in the spinal marrow and neurological recovery, beyond congestive
cardiac diseases (Winearls, 1998; Weiss, 2003; Ng, 2005).

The EPO gene has already been transgenically expressed with success in
cells of mammals of type COS-1 (monkey kidney; Jacobs et al., 1985), CHO (chinese
hamster ovary; Lin et al., 1985), COS-7 and BHK (baby hamster kidney; Jerry et al.,
1986). Other systems have already been used for the production of recombinant EPO, for
instance, milk of pigs. However, such transgenic expression resulted in a high tax of
mortality, besides sterility of animals (Park et al., 2006). There are also works that
mentioned the expression of EPO in cells of insects (Quelle et al., 1989), bacteria (Lee-
Huang, 1984) and yeasts (Elliott et al., 1989), but these systems are incapable to execute
the correct post-transcriptional and pos-translational processing necessary for the activity
of the protein in vivo.

An alternative to reduce costs and to facilitate EPO production is the
expression of the recombinant protein in plant systems. Similar to other animal proteins of
pharmacological importance expressed in plants (Ma et al, 2003; Fischer & Emans; 2000),
transgenic plants are one of the feasible alternatives for the production of EPO. The
production of recombinant proteins in plants presents several advantages in relation to the
other methods. It is esteemed that the production cost of recombinant proteins in plants
could be 10 to 50 times lesser if compared with the same protein produced in Escherichia
coli. Classic methods of protein expression require significant investments in the
purification steps of due amounts of the recombinant protein or in the employment of
expensive media for cell or tissue culture (Fischer & Emans, 2000).

The expression of genes in animal cell cultures allows the correct synthesis
of human and other mammal products. However, besides being expensive systems of
production, the products and the cells in culture are very sensible to ambient changes,
especially when cultivated under industrial scale (Giddings, 2001). Transgenic plants,
however, produce high levels of functional and safe recombinant proteins that can be
cultivated in agricultural scale and requires only the transgenic plant, water, minerals and

sun light (Fischer & Emans, 2000), having advantages in relation to all expression systems
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already established in terms of capacity, flexibility, scale and cost of production. Besides,
the area where transgenic plants are planted can be adapted and altered according to the
demand of the product per year, without additional costs (Boehm, 2006).

Matsumoto et al. (1995) had produced EPO in plant cells in culture, but the
activity of the proteins was detected only in vitro, not demonstrating results of activity of
the recombinant protein in vivo.

The work of Cheon e al. (2004) describes the expression of EPO in plants,
but morphologic deformities and masculine sterility were also mentioned in tobacco and
Arabidopsis thaliana plants as a result of strong expression of the EPO gene in the tissues.

In the present work we tested the expression of a sequence of cDNA
corresponding to the mRNA of the human EPO in transgenic plants using Nicotiana
tabacum (tobacco) and Oryza sativa (rice) as models. Differently from the previous
mentioned works, we tested a different promoter sequence with known mild expression in
plant tissues. The resulting transgenic tobacco plants expressed the EPO gene as well as
accumulated the recombinant protein in leaves and other tissues. Additionally and equally
important, transgenic tobacco plants were morphologically normal in relation to the
control, non-transgenic plants, and generated descendants with the proven presence of

transgene.
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Materials and Methods

Construction, cloning and sequencing of a human EPO cDNA clone

The full coding sequence of the human erythropoietin (EPO) cDNA was
synthesized using the oligonucleotide “overlapping” technique (Santos et al., 2005).
Sequences of the synthetic oligonucleotides (Invitrogen) are represented in Figure 1. The
final PCR product with 582 bp was cloned into pCR-Blunt vector (Invitrogen) according to
manufacturer’s instructions. Recombinant plasmid clones were fully sequenced in an
ABI3100 Automatic Sequencer (Applied Biosystems) platform (ACTGene, Centro de
Biotecnologia, UFRGS), confirming the identity of the synthetic human EPO cDNA

sequence (Figure 2).

Construction of the EPO expression cassette for plant transformation

The corresponding EPO cDNA sequence was excised from pCR-Blunt using the
endonuclease EcoRl, and transferred to pWUbi.tm1 (Wang et al., 2002) cut with EcoRI. In
doing so, the EPO cDNA was ligated between the promoter followed by the first intron of
the maize ubiquitin gene and the terminator mml'. The expression cassette was than
transferred to the pWBVec4a binary vector (Wang et al., 2002) using the EcoRI and Notl
endonucleases. The resulting recombinant plasmid was introduced in Agrobacterium
tumefaciens AGL1 or LBA4404 by heat shock (Sambrook & Russell; 2001). Transformed

agrobacteria were selected in LB medium containing 50 pg/mL spectinomycin and 50

pLg/mL rifampicin.

Tobacco leaf transformation

The genetic transformation of leaf disks of Nicotiana tabacum cultivar SR1 "Little
Havana' was carried out in accordance with the protocol established by Horsch et al.

(1991). About 100 leaf disks had been placed in infection plates containing MS medium,
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100 puM acetoseringone and 0.75 mL of a stationary-stage culture of A. tumefaciens
LBA4404::pWBVec4a-EPO, for about 20 min. After infection by agrobacteria, leaf disks
were transferred to the co-culture medium (MS medium, 0.1 pg/mL naftalaenoacetic acid
and 1 pg/mL benziladenine purine), being kept in the dark for 48 h at 26 °C and under a
photoperiod of 16 h. After that, tissues were placed on selection and regeneration medium
(MS medium, 100 mg/L cefotaxime and 10 mg/L Basta) for a period of 40 days under the
same conditions. Regenerated seedlings were transferred to isolated bottles containing
complete MS medium increased by cefotaxime and the herbicide Basta. After the
elimination of residual agrobacteria and reaching the expected size, plants were transferred
to vases containing vermiculite and black soil (1: 1) in a green house at 26 °C and

photoperiod of 16 h.

Rice callus transformation

The transformation of Oryza sativa cultivar Nipponbare calli was carried in
accordance with the protocol established by Hiei et al. (1994). About 120 calli were placed
in Erlenmeyer flasks containing liquid NB, 100 uM acetoseringone and bacteria emptied
from one Petri dish with LB medium and A. tumefaciens AGL1::pWBVec4a-EPO grown
for 3 days. After incubation at room temperature for approximately 10 minutes, infected
calli were transferred to co-culture medium (NB medium and 100 uM acetoseringone),
being kept in the dark for 48 h at 28°C. After that, tissues were washed with sterile water
containing 150 mg/L timetine, dried on sterile filter paper and placed on selection and
regeneration medium (NB medium, 100 mg/L cefotaxime, 150 mg/L timetine and 10 mg/L
Basta) for a period of 40 days. Proliferating calli were transferred to isolated plates
containing complete NB medium increased by cefotaxime, timetine and Basta to fully
eliminate resident agrobacteria. Established transformed callus lines were transferred to
pre-regeneration medium for 10 days, followed by 30 more days in regeneration medium at
25 °C under a photoperiod of 16 h. Regenerated seedlings were transferred to vases with

black soil and vermiculite (1:1) under the same conditions of temperature and light regime.
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Analysis of transgenic plants by PCR

Plant DNA extraction was carried out in accordance to the protocol established by
Doyle & Doyle (1987). Approximately 50 ng of genomic DNA from each potential
transgenic plant as well as from control untransformed plants were used in polymerase
chain reaction (PCR) analyses. Reactions were carried in a total volume of 25 ul
containing 1X reaction buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10 pmol of corresponding
EPO primers El and E16, and 2.5 U Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen).
Reaction conditions were 94 °C for 5 min followed by 30 cycles of 94 °C for 30 s, 60 °C
for 30 s, 72 °C for 45 s, and a final step of 72 °C for 10 min. PCR products were
horizontally electrophoresed in 1% agarose gels and visualized by ethidium bromide
staining under UV light (254 nm). Best specific primer pairs were designed with the
employment of the GenScript Corporation’s Real-Time PCR Primer Design Tool

(www.genscript.com/ssl-bin/app/primer). Primers were synthesized by the Integrated DNA

Technologies Inc.

Southern blot hybridization

Twenty pg of genomic DNA were digested with EcoRI and Hindlll separately, and
resolved by electrophoresis in 0.8% agarose gel. A fragment corresponding to the ~580 bp
human EPO cDNA was used as probe, derived from the endonuclease digestion of pCR-
Blunt-EPO. Southern blot, probe labeling and hybridization, stringency washings and
probe detection were carried out essentially according to the specifications of the AlkaPhos

Direct Labeling kit (GE Healthcare).

Reverse-transcription PCR

Total RNA was extracted using the Purelink Plant RNA Reagent (Invitrogen) in
accordance with the miniprep protocol of the manufacturer instructions. RNA samples
were than treated with DNAse I (Invitrogen) at 25 °C for 15 min. One pg of DNase I-
treated total RNA was used for cDNA first-strand synthesis using the Superscript III RT

Pre-amplification System (Invitrogen) and the VT,s-primer. The following amplification
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by PCR was performed using the pair of primers E1 and E16, specific to the EPO
sequence, as well as RT5.1 (5’-CATGTGGATAAAGCCGTCAG-3’) and RT3.1 (5’-
AGCAGTGATTGTTCGGAGTG-3), specific to a tobacco tubulin gene TUB FOR (5°-
GCAAGTACATGGCTTGCTGT-3’) and TUB REV (5-
CACACTTGAATCCTGTTGGG-3’). PCR products of 500 bp and 125 bp are respectively

expected after amplification under the same conditions described above.

Quantitative RT-PCR

Quantitative reverse-transcription PCR (qQRT-PCR) was carried out in an Applied
Biosystems 7500 Real-time cycler. Reaction settings were composed of an initial
denaturation step of 5 min at 94 °C followed by 45 cycles of 10 s at 94 °C, 15 s at 60 °C,
and 15 s at 72 °C. Samples were kept for 2 min at 40 °C for reannealing and then heated
from 55 to 99 °C with a ramp of 0.1 °C/s to acquire data to produce the denaturing curve of
the amplified products. qRT-PCRs were performed in 20 pl final volume composed of 10
ul of each RT-sample diluted 50 times in 2 pl of 10X Platinum Taq PCR buffer
(Invitrogen), 1.2 pl of 50 mM MgCl,, 0.4 pul of 5 mM dNTPs, 0.4 ul of primer pairs at 10
UM each, 4.95 pl ultra pure water, 1.0 pl of SYBR Green (1:100,000, Molecular Probes),
and 0.05 pl of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen). The melting temperatures of
all primers were adjusted to 60 °C. Tubulin gene sequences were used as internal controls

to normalize the amount of mRNA present in each sample.

SDS-PAGE and Western blot

Leaf total proteins were prepared according to Jefferson & Wilson (1994) with the
following modifications: protein samples were extracted with 0.1 M sodium phosphate
buffer, pH 7.0, 10 mM EDTA, 0.1% (w/v) Sarcosyl, 0.1% (v/v) Triton X-100 and 10 mM
B-mercaptoethanol. After centrifugation (10 min at 13,000 rpm), the supernatant was
collected and dialyzed against 100 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, exceeding 100
times sample volume. Total protein was determined using the BCA Protein Assay Kit
(Pierce). Twenty ug of protein were separated in denaturing (SDS) 12% polyacrilamide gel
electrophoresis (PAGE). Other 20 pg of total protein and 2.5 ng of recombinant EPO were
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resolved in a second SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane (GE Healthcare) by
gravity according to Memelink et al., 1994. The membrane was blocked with 5% skim
milk dissolved in 1X PBS. The membrane was incubated with anti-EPO antibody
(1:10,000) and secondary antibody (1:5,000) in TPBS. After, the membrane was revealed
essentially according to the specifications of the ECL Western Blot Detection and Analysis

System (GE Healthcare) and exposed to an X-ray film.

Molecular and genetic analysis of T1 plants

Control and EPO-transformed tobacco plants were self-pollinated and
corresponding seeds were superficially sterilized with 1% hypochlorite for 20 min and
70% ethanol for 1 min, followed by 3 washings with sterile distilled water. Seed
germination and viability were evaluated by incubation of 100 seeds in triplicates in Petri
dishes containing MS medium with or without 10 mg/L. Basta for approximately one
month at 25 °C with a photoperiod of 16 h. Viable T1 (or Fl-control) plants were
transferred to individual jars containing MS medium and 10 mg/L Basta. T1 (and F1) plant
leaves, stems and roots were analyzed by PCR and qRT-PCR to evidence the presence of

the EPO transgene and mRNA
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Results

Cloning of the human erythropoietin (HSEPO) gene

Based on HSEPO gene sequence available at the GenBank (NM_000799 and
NM_000799.2 [gi:62240996]), a cDNA version of it was synthesized employing the
nucleotide overlapping technique (Santos et al., 2005). One PCR fragment product of 582
bp was cloned into the pCR-Blunt vector (Invitrogen; Figure 1A). The resulting full coding
sequence of the HSEPO was submitted to automatic sequencing in order to confirm its
integrity and fidelity (Figure 2A, B and C). In this process, a single mutation at nucleotide
252 (G—A) was identified and, since this modification (GGG — GGA) did not change the

encoded amino acid (glycine), the identity of the sequence was confirmed.

~4082bp
3500bp

3500b§

564bp

=>

Figure 1: (A) Lane 1, A DNA cleaved with EcoRI/HindIII as molecular size marker; lane 2:
pCR-Blunt::HsEPO exhibited the expected 582 bp fragment corresponding to the HSEPO
cDNA. (B) Lane 1, GeneRule 1 kb DNA Ladders as molecular size marker; lane 2,
pWUbi-tm1’; lane 3, pWUbi-tm1’::HSEPO exhibited the expected fragment corresponding
to the HSEPO cDNA. (C) Lane 1, A DNA cleaved with EcoRI/HindIll as molecular size
marker; lane 2: pWBVec4a::HsEPO exhibited the expected 4082 bp fragment

corresponding to the P,;,-HsEPO-T,,,; expression cassette.
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A

gatgggggtgcacgaatgtcctgcctggectgtggecttctectgtcecctgetgtecgeteecctctgggecteccca
gtcctgggcgccccaccacgcectcatcectgtgacageccgagtcecctggagaggtacctecttggaggeccaaggagg
ccgagaatatcacgacgggctgtgctgaacactgcagcttgaatgagaatatcactgtcccagacaccaaagt
taatttctatgcctggaagaggatggaggtcgggcagcaggccgtagaagtctggcagggecctggececctgetg
tcggaagctgtcctgcggggccaggceccctgttggtcaactcttecccagecgtgggageccctgecagcetg
tggccttcgcagcecctcaccactctgecttcgggectctgecgagecccagaaggaagceccat
ctccecctccagatgcggectcagetgectcecacteccgaacaatcactgectgacacttteccgcaaactcttecga
gtctactccaatttcctccggggaaagectga

B

ref|NM_000799.2| Homo sapiens erythropoietin (EPO), mRNA

Length=1340
: 2056 EPO | erythropoietin [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)

GENE ID
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ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTICTICCTGTCCCTGCTGTCGCTCCCT

Frrrrrrrrerrrrerrrrrerrr e et e ettt
ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTCGCTCCCT

CTGGGCCTCCCAGTCCTGGGCGCCCCACCACGCCTCATCTGTGACAGCCGAGTCCTGGAG

Ferrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrrrr e e rr e e e e e
CTGGGCCTCCCAGTCCTGGGCGCCCCACCACGCCTCATCTGTGACAGCCGAGTCCTGGAG

AGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGC

Ferrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrrrr e e rr e e e e e
AGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGC

AGCTTGAATGAGAATATCACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGG

Ferrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrrrr e e rr e e e e e
AGCTTGAATGAGAATATCACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGG

ATGGAGGTCGGACAGCAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCT

Frrrrrrrerr rerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
ATGGAGGTCGGGCAGCAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCT

GTCCTGCGGGGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTGCAGCTG

Frrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GTCCTGCGGGGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTGCAGCTG

CATGTGGATAAAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGA

Frrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
CATGTGGATAAAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGA

GCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACAATC

Frrrrrrrrerrrrerrrrrrrrr e et e et e e
GCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACAATC

ACTGCTGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAAGCTG

Frrrrrrrrerrrrerrrrrrrrr e et e e et e e e
ACTGCTGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAAGCTG

AAGCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGA 581

FEErrrrrrrrrrrr e e e e
AAGCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGA 763

481

359

541

419
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C

GENE ID: 2056 EPO | erythropoietin [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)

Score = 271 bits (693), Expect = 2e-71
Identities = 193/193 (100%), Positives = 193/193 (100%), Gaps = 0/193 (0%)
Frame = +2

Query 2 MGVHECpawlwlllsllslplglpvlgappr ] ICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC 181
MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENI TTGCAEHC
Sbjct 1 MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHC 60

Query 182 SLNENITVPDTKVNEYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQL 361
SLNENITVPDTKVNEYAWKRMEVGQQOAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQL
Sbjct 61 SLNENITVPDTKVNEYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQL 120
Query 362 HVDKAVSGlrslttllralraQKEaisppdaasaapLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKL 541
HVDKAVSGLRSLTTLLRALRAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKL
Sbjct 121 HVDKAVSGLRSLTTLLRALRAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKL 180
Query 542 KLYTGEACRTGDR 580

KLYTGEACRTGDR
Sbjct 181 KLYTGEACRTGDR 193

Figure 2: (A) mRNA sequence of the EPO. Start codon (underline), primer E1 (yellow),
primer E16 (green), primer RT5.1 (pink), primer RT3.1 (blue) and stop codon (dotted) are
represented. (B): Alignment of the sequence of clone containing EPO by Blastn. Mutate

codon in red. (C): Alignment of the sequence of clone containing EPO by Blastx.

The corresponding sequence of the HSEPO cDNA was transferred to the pWUbi.tml
vector (Wang et al., 1998), between the promoter of a maize ubiquitin gene (Christensen &
Quail, 1996) with its first intron and the terminator tm/’ that is part of the Agrobacterium
tumor morphology large gene terminator. This expression cassette named “P,;-HsEPO-
Tyr” was transferred to the pWBVec4a binary vector (Wang et al., 1998), between right
and left borders of the T-DNA. As shown in Figure 2C, cloning of the correct cassette into
both vectors was proved to be correct by endonuclease digestion followed by agarose gel
electrophoresis. Binary vector pWBVecd4a contains the plant selectable marker
phosphinothricin acetyltransferase gene (ppf) from Actinomyces coelicolor, also under the
control of the 35S promoter and the #ml' terminator, capable to confer tolerance to the
Basta herbicide. Finally, the resulting recombinant binary plasmid was introduced into A.
tumefaciens AGL1 and LBA4404 in order to respectively transform rice (Oryza sativa) and

tobacco (Nicotiana tabacum) plants.
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Generation of transgenic plants containing the HSEPO and DNA analysis

Using the protocol defined by Hiei et al. (1994) for rice callus transformation, 30
primary transformed calli were clearly tolerant to 40mg/L Basta. These calli were isolated
and transferred to the regeneration medium in the presence of Basta, but only few plants
did survive. At the end, only two plants were successfully regenerated and transferred to
soil in order to set seeds. Although DNA extracted from leaf tissues of these plants proved
to be transformed by the HSEPO cDNA when PCR analysis was carried out (results not
shown), both plants were morphologically normal but did not survive after transfer to the
soil.

Using the traditional tobacco leaf disc transformation method described by Horsch
et al. (1991), only two transgenic tobacco plants were recovered after transformation and
selection under 40 mg/L. of Basta. Considering that 100 leaf discs were initially treated
with A. tumefaciens, such efficiency of 2% was considered very low when compared to our
previous experiences with transformation efficiencies of up to 45%. In those cases, we
employed binary vectors containing the kanamycin resistance gene (nptIl) like pMOG402
(Kern, 2003) and pCAMBIA2300 (Felippes 2005).

Primary PCR analysis of the two regenerated tobacco plants proved their transgenic
state since a band of approximately 600 bp was generated with the HSEPO specific 5°- and
3’-flanking primers, and no band was visualized when DNA from the wild-type,
untransformed tobacco plant was assayed (Figure 3).

Southern blot analysis was further carried out in order to confirm the integration of
the transgene into the genome of tobacco plants as indicated by the PCR result. After many
trials to hybridize the HSEPO probe (~600 bp) to the endonuclease-digested tobacco DNA,
the only visible signal perceived was the positive control (cold-probe; results not shown).
Therefore, we could not prove unequivocally the transgenic state of the regenerated plants

by Southern blot analysis.
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3500bp
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Figure 3: PCR analysis of HSEPO-transgenic and wild-type tobacco plants. The image
represents the result of an agarose gel electrophoresis where products of PCR employing
the HsEPO 5’- and 3’-flanking primers were resolved. Lanes 1 and 2: HSEPO-transgenic
plants 1 and 2; lane 3: wild-type tobacco (negative control); lane 4: pCR-Blunt::HsEPO
(positive control); line 5: PCR mix without template DNA (negative control); line 6: A
DNA cleaved with EcoRI/HindIIl as molecular size marker. DNA samples derived from
transgenic plants and pCR-Blunt::HSEPO exhibited the expected 582 bp fragment
corresponding to the HSEPO cDNA.

RNA and protein expression of tobacco transgenic plants containing the HSEPO cDNA

The transcriptional expression of the HSEPO transgene in tobacco plants was confirmed by
RT-PCR and gqRT-PCR. The amplified HSEPO cDNA presented the expected product size
of 600 bp when assayed by RT-PCR employing the two 5’- and 3’-flanking primers
(Figure 4A) and 125 bp when using internal primers). The electrophoresis analysis of the
RT-PCR products revealed that transgenic tobacco plant “2” accumulate about twice the
amount of HSEPO compared to the plant “1”. In order to confirm such assumption,
quantitative (real-time) RT-PCR was carried out using the pair of internal primers. Results
shown in Figure 4B proved that plant “2” presented 2.15 times more HSEPO mRNA than
plant “1”.
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Figure 4: (A) RT-PCR analysis for transgenic tobacco plants. The transgenic samples
showed the amplified 500 bp fragment with epo specific primers. Lane 1, wild-type
tobacco as a negative control, lanes 2 and 3 transgenic plants 1 and 2 respectively; lane 4,
positive control; line 5, molecular marker A/EcoRI/Hind/II. (B): Quantitative (real-time)
RT-PCR analysis of the HSEPO relative expression from total RNA isolated from
transgenic and control tobacco plants. Results are expressed as the relative quantitation of
HsEPO amplification products against the independent internal tubulin control gene and
the control, untransformed tobacco plant. To establish a comparison between the level of

expression of the two plants, the plant 1 was determined as 1.

Transgenic tobacco plants were also tested for the presence of the HSEPO protein
by SDS-PAGE and western blot. After many SDS-PAGE assays employing different
amounts of total protein extracts resulted from different extraction procedures, it was not
possible to clearly visualize distinguishing bands of around 20-30 kDa among transformed

and wild-type plants (Figure 5SA). Such results indicated that the HSEPO protein, if present,
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may accumulate in very low concentrations in leaf, stem or root tissues of the transgenic
tobacco plants.

Nevertheless, the employment of anti-HsEPO antibody in western blot assays
allowed us to visualize a 30 kDa band corresponding to the HsEPO protein in comparison
to the positive, commercially available control HSEPO protein (Figure 5B). Interestingly,

the tobacco-derived HsEPO seemed to be heavier than the control sample.

Figure 5: (A) SDS-PAGE analysis of HSEPO transgenic and control tobacco plants.
Twenty micrograms of total proteins extracted from leaves of transgenic lines 1 (Lane 2), 2
(Lane 3) and wild-type (Lane 4) tobacco. Lane 1 corresponds to the weight molecular
marker (Invitrogen). A band of 20-30 kDa corresponding to the HSEPO protein could not
be clearly visualized in the figure. (B) Western blot analysis of transgenic and control
tobacco plants. Twenty micrograms of total proteins extracted from leaves of wild-type
(Lane 1), transgenic lines 1 (Lane 2), 2 (Lane 3) tobacco and positive control (Lane 4)

using commercial HSEPO.

Morphology and viability of HsEPO-transgenic tobacco plants

Earlier trials to express the HSEPO gene in plants resulted in either abnormal phenotypes
or infertility (Cheon et al., 2004). Transgenic tobacco plants generated in the present work
kept in vitro, as well as plants transferred and maintained on soil in greenhouse presented
no morphological modifications in comparison with control plants of the same age and

under identical conditions (Figure 6A). The HSEPO transgenic plants blossomed at the
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same time as wild-type tobacco with normal appearance and visible floral structures
(Figure 6B and 6C). They were allowed to self-fertilize and set seeds like wild-type plants.
A T; progeny sample of 12 individuals from each transgenic plant were grown on selective
MS medium containing Basta. Only two plants of each transgenic line presented recessive
for the ppt transgene. Such result was also confirmed by detection of the HSEPO cDNA
and mRNA respectively by PCR (Figure 6) and qRT-PCR.
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Figure 6: Plants and flowers from transgenic tobacco lines expressing HSEPO and a wild-
type line. (A) 2-month old plants kept on soil in a greenhouse. General phenotypes of
transgenic and untransformed plants were indistinguishable. (B) Entire and (C)

longitudinally-cut flowers showed no clear anatomical or morphological modifications.

Table 1: Efficiency of germination

Medium | Descendants | n.of | A(30 | B(30 | C(30 | Media | Standart Total of Efficiency
of seeds | seeds) | seeds) | seeds) deviation | germination %
Without control 90 28 30 30 29,33 1,15 88 97
basta 1 90 | 26 | 28 | 24 | 26 2 78 86
2 90 17 21 18 22 2,08 56 62
With 40 control 90 0 0 0 0 0 0 0
mg/L 1 90 | 23 | 25 | 21 | 23 2 69 76
Basta 2 90 | 12 | 10 | 7 | 966 | 251 29 32

The plants 1 and 2 were self-fertilization and seeds have germinated in MS medium

for testing the efficiency of germination and analysis of F1 generation (Table 1). For each
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line 90 seeds were placed to germinate. A, B and C represent different experiments. 97%
of the descendants of the control plant germinated, of the seed germinated, 86% of the
plant 1 germinated and 62% of the plant 2 germinated. When BASTA was added to the
medium the efficiency of germination decreased for plants 1 and 2 for respectively 76%
and 32%.

Only 3 plants did not show the segregation of the gene for erythropoietin and all positive
plants for the presence of the gene showed some level of expression.

In preliminary results, the plants 1/1 and 1/10 descendants of the plant 1 and plants 2/10
and 2/11 descendants of the plant 2 were those that had higher levels of expression of the

erythropoietin gene for Real-Time PCR (results not shown).
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Figure 7: PCR analysis of T and F; tobacco plants. Agarose gel electrophoresis of PCR
products employing the HsEPO 5’- and 3’-flanking primers. Lanes 1-12: T; samples
derived from the self-pollination of transgenic plant “17; lanes 13-23: T samples derived
from the self-pollination of transgenic plant “2”; lanes 24-26: F; samples of wild-type
tobacco; lane 27: molecular size marker A EcoRI/HindIIl. Transgenic samples exhibited

the 582 bp fragment correspondig to the HSEPO cDNA.
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Discussion

Since the first experiments lead by Paul Berg (Jackson et al., 1972) and Stanley
Cohen & Herbert Boyer (Cohen et al.,, 1973) proving the feasibility of heterologous
expression of proteins, scientists have promised and struggled with the dream of producing
high valuable medicines in the most straightforward way possible. Human genes encoding
pharmacologically-active peptides were among these valuable medicines, and plants,
essentially depending on sun and water, the very cheapest vectors for genetic engineering
(reviewed by Ma et al., 2003; Stoger et al., 2005; Boehm, 2006). After 36 years of
continuous research, it is surprising that only a few recombinant human proteins produced
by transgenic plants are commercially available (see, for instance, Daniell, 2001; Goldstein
& Thomas, 2004). Reasons for such poor applicable results span from basic difficulties
concerning trustable expression systems to biosafety and regulation policies to plant,
commercialize and consume genetically modified organisms and their derivatives.
Nevertheless, confident that genetic engineering will also prove itself in the area of
molecular farming, we tested the expression capabilities of a cDNA sequence encoding the
human erythropoietin (HSEPO) peptide in transgenic Nicotiana tabacum (tobacco) and
Oryza sativa (rice) plants.

Although HsEPO-transgenic rice plants could not be unambiguously regenerated
and kept in culture, we successfully generated two transgenic lines of tobacco containing
the HSEPO cDNA integrated in their genomes. The expression of HSEPO in transgenic
plant systems has already been previously published. In 1995, Matsumoto et al. generated
BY2-tobacco cells in suspension producing the EPO peptide up to 0.0026% of total
protein. That recombinant EPO was proved to have only in vitro activity. According to the
authors, no plants were regenerated from those cells, which forbids us to drawn more
comparisons to our work. To our knowledge, after 1995 only one single paper, published
by Cheon et al. in 2004, described EPO gene expression in transgenic plants. In that work,
Cheon et al. (2004) were able to transform and regenerate Arabidopsis and tobacco plants
containing a HSEPO cDNA. Unfortunately, all T, plants showed malformations and male
sterility. It was shown in that study that the over-expression of EPO causes pleiotropic

effects in plants including vegetative growth retardation, arrangement of leaves in rosette,
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and boom slowed, in addition to the sterility and deformation of flower buds. Details of the
real causes for such abnormal phenotypes were not specified.

Differently from the previous mentioned work, the plants obtained in the present
work did not show any type of malformation when compared to wild-type plants, both in
the two Ty tobacco lines as well as in both T, progenies. Vegetative growth and general
leaf, stem, leaf, root and flower organ anatomy were identical to control plants.
Additionally, our transgenic and control plants flourished, set seeds after self-fertilization
and generated viable descendants, showing that they were perfectly fertile. Seed
germination rates were similar for all plants and the fertilization rate of transgenic plants
performed even better than control plants when counting the number of fruits and seeds per
fruit (results not shown).

Our failure to obtain HSEPO-transgenic rice plants and the low efficiency of our
tobacco plant transformation (2 plants out of 100 leaf discs) might be due to some negative
effect of the HSEPO gene product over plant cells. In addition to the results here presented,
two other transformation attempts were performed in our laboratory with 200 tobacco leaf
discs in total and not a single plant was regenerated under Basta selection (results not
shown). As mentioned before, such low efficiency is not usual in our experiences. When
selecting transgenic events, only those plantlets with clear healthy phenotypes were
collected from Petri dishes and, therefore, we mostly believe that the HSEPO proteins does
have a negative effect on plant cells, as previously described by Cheon et al. (2004). This
was later corroborated by the observation that very low amounts of HSEPO are present in
leaves of the two transgenic lines obtained, and only and faintly detectable by anti-HSEPO
antibodies.

Some differences between the work done by Cheon et al. (2004) and ours are worth
to mention. First, we used a different version of the HSEPO cDNA, which contained a
silent mutation point. Both sequences are available at the GenBank under the access
numbers NM_000799 and NM_000799.2 [gi:62240996]. Secondly, we worked with
different varieties of tobacco. While we used the N. rabacum SR1 Little Havana, Cheon et
al. (2004) employed variety Xanthi. But the most important difference was the gene
constructions used. Our construction contained the ubiquitin (#bi) promoter and the tml’
terminator from maize controlling the HSEPO cDNA expression. The maize ubi 5’-

sequence is known to be a very strong promoter in monocotyledonous (monocot) cells, but
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not so effective in dycotiledonous (dicot) cells (Hauptmann et al, 1988; Christensen et al,
1992; Takumi et al., 1994Christensen & Quail, 1996; Tyagi et al., 1999; Upadhyaya et al.,
2000; Jeoung et al., 2002; Abumhadi et al., 2005). We employed this promoter to control
the expression of the HSEPO ¢cDNA in rice (a monocot) and tobacco (a dicot). Again, this
may explain, at least partially, the fact that we obtained two normal tobacco plants
expressing HSEPO mRNA and its protein, but none for rice. The higher expression of EPO
in the rice tissues might have resulted in toxic effects, not allowing the regeneration of
viable plants. Cheon et al. (2004) employed the Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S
promoter to drive the HSEPO cDNA expression, which is a promoter for high-level
transcription in dicot plants (Ma et al. 2003). Their results with such a strong expression in
both dicots tested (Arabidopsis and tobacco) were sterile and morphologically affected
phenotypes.

Although not always comparable due to differences in many other variables
involved, the scientific literature is rich in examples of works employing both ubi and 35S
promoters. For instance, Upadhyaya et al. (2000) demonstrated that the Ubi-1 promoter
produced 30-fold higher B-glucuronidase (GUS) activity in transgenic rice plants than the
35S promoter. In the optimization of sorghum transformation parameters using genes
encoding the green fluorescent protein (GFP) and the GUS protein as visual markers,
Jeoung et al. (2002) also tested the ubi and 35S promoters, proving that for both reporter
genes, the expression driven by the ubi promoter was higher than the expression driven by
the 35S 5’-end sequence. These works show how important is the choice of promoters.
According to Ma et al. (2003), the advantages of such strong promoters to drive gene
expression in transgenic plants include the increased stability of the encoded protein and
the protein accumulation in vegetative organs. This is true for non-toxic proteins, but it
seems not to be the case for the HSEPO peptide.

One of the prospects of this work will be introduce in the construction containing
the epo gene a promoter seed-specific such as the zein promoter of maize, which
demonstrably leads to gene expression only for the grain, testing the effectiveness of this
construction in maize (Shernthaner et al 1988; Fromm & Russell, 2004). We also want to
find ways to increase the percentage of recombinant protein produced, testing new
constructions or even trying determine whether some type of post-transcriptional or post-

traducional silencing can be reversed.
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The objectives of this study were achieved, proving that it is possible to get plants
expressing epo with normal morphology and reproduction capability. We believe that the
levels of recombinant proteins can be quite improved, not only for epo, but for various
human proteins expressed in plants, where there were found similarly low levels of
expression, in order to contribute to the progress in the production of human proteins of

pharmacological interest on a large scale.
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Annex 1: Quantitative (real-time) RT-PCR analysis of the HSEPO relative expression from
total RNA isolated from transgenic and control tobacco plants. Results are expressed as the
relative quantization of HSEPO amplification products against the independent internal

tubulin control gene and the control, untransformed tobacco plant.
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Discussao Geral

Neste trabalho, foram obtidas plantas transgénicas contendo o gene (cDNA) da
EPO humana. Para obter estas plantas, foram transformados por A. tumefaciens discos
foliares de tabaco e calos de arroz. Obtivemos apenas duas plantas transgénicas de tabaco
contendo o gene de interesse. Plantulas de arroz também foram obtidas, mas as mesmas
morreram antes que o ciclo de regeneracdo se completasse. A expressdao do gene epo nas
duas plantas de tabaco obtidas foi comprovada por RT-PCR convencional e quantitativa,
evidenciando-se que a planta denominada 2 apresentou maior expressao que a planta 1.

A baixa eficiéncia de transformacio para as duas espécies vegetais levantaram a
questionamentos, visto que os protocolos de transformacdo utilizados em nossos
laboratérios estdo bem estabelecidos, assim como as cultivares utilizadas, com Otimos
resultados obtidos para outros genes de interesse (Kern, 2003; Fellipes, 2005; Korbes,
2006), sugerindo que o problema deveria estar na constru¢do utilizada.

Em uma ampla revisdo bibliogréfica realizada, foram encontrados alguns trabalhos
demonstrando grandes diferencgas na expressdo de genes devido aos promotores escolhidos,
com especificidade desta eficiéncia relacionada ao fato de as plantas serem
monocotiledoneas ou dicotiledoneas (Christensen et al., 1992; Christensen & Quail, 1996;
Tyagi et al., 1999). Como estas diferencas ja4 eram previamente conhecidas, escolhemos
cultivares pertencentes aos dois grupos para as transformacdes: arroz, representando as
monocotileddneas, e tabaco, representando as dicotiledoneas para a expressao do gene epo.
No presente trabalho, foi utilizado o promotor do gene da ubiquitina de milho (Ubi-1),
juntamente com o primeiro intron do gene, promotor este conhecido por apresentar altos
niveis de expressdo em monocotiledoneas e também ser eficiente em dicotiledoneas, apesar
de apresentar niveis de expressdo mais baixos (Christensen & Quail, 1996; Tyagi et al.,
1999). Foram relatadas constru¢des baseadas no promotor do gene da ubiquitina de milho
(Ubil) capazes de produzir um aumento de 10 vezes na expressdo génica transiente em
protoplastos de milho eletroporados quando comparados a construcdes baseadas no
promotor CaMV 35S (Christensen et al., 1992), e de 3 a 50 vezes maior do que
construgdes utilizando o promotor e o primeiro intron do gene da dlcool desidrogenase

(Adhl) de milho (Taylor et al., 1993). No entanto, o promotor 35S é de 10 a 100 vezes
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menos eficaz em monocotiledoneas em comparacgdo com dicotiledoneas, como cenoura e
petinia (Hauptmann et al., 1988).

A eficécia das construgdes contendo os promotores de 35S, Ubil e Actl (actina) foi
analisada em células de trigo cultivado. A constru¢do pAHC27 contendo o promotor Ubil
teve atividade transiente com 39,9 a 46,4 vezes mais elevados que a construgio pBI221
contendo o promotor 35S (Takumi et al., 1994). Em um trabalho realizado por Jeoung et
al. (2002), que visou a otimizagdo dos sistemas de transformacgdo de sorgo utilizando os
genes gfp e gus sob acdo dos promotores Ubil, 35S, Actl, Adhl e HBT (promotor do gene
HOBBIT, essencial para a formagdo do meristema da raiz), os autores demonstraram
resultados em que o promotor Ubil foi o mais efetivo, e mostrou maior nimero de pontos
fluorescentes quando comparado com as constru¢cdes com os promotores 35S e também
HBT. Estes resultados foram comprovados em trés linhas de sorgo testadas. Quando os
testes foram conduzidos com o gene gus, o promotor Ubil também apresentou maior
nimero de pontos de expressdo transiente quando comparados ao promotor 35S. A ordem
de forca dos promotores analisados neste trabalho foi estabelecida como Ubil > 35S >
Actl> Adhl.

Considerando tais trabalhos, é possivel que a superexpressdo, gerada em maior
escala nas plantas de arroz, tenha levado as plantas & morte devido a um elevado
comprometimento da maquinaria celular e ao possivel efeito téxico da EPO expressa (veja
adiante), assim como nas plantas de tabaco, que por apresentarem um nivel de expressdo
um pouco menor, ainda permitiu a regeneracdo de apenas duas plantas com anatomia e
capacidade de reproducdo normais.

Proteinas foliares derivadas das plantas de tabaco foram submetidas a SDS-PAGE e
Western blot para a deteccio da EPO recombinante. As andlises por SDS-PAGE nio
permitiram visualizar a presenca de uma banda que diferenciasse as plantas transgénicas da
planta controle. Porém, por intermédio do Western blot, foi possivel visualizar as bandas
que, apesar de muito fracas, estavam presentes nas plantas 1 e 2 mas ndo na planta
controle. O fraco sinal pode ser devido a baixa expressdo do gene e, conseqiientemente,
baixo acimulo desta proteina, o que permitiu que essas plantas sobrevivessem.

Em diversos trabalhos em que foram realizados esforcos para a super-expressio de
genes humanos em plantas, uma baixa quantidade de proteinas geradas por estas plantas foi

observada, o nivel de proteinas de interesse farmac€utico produzido em plantas
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transgénicas tem sido menor que 1% das proteinas soldveis totais das plantas (Daniell,
2001; Goldstein & Thomas, 2004). Conforme apresentado na Revisdao Bibliogréfica desta
Dissertacdo, entre os exemplos observados, pode-se citar a albumina sérica humana, com
0,002% do total de proteinas soliveis, a proteina C humana, que apresentou apenas
0,001% das proteinas soluveis totais e, mesmo Matsumoto et al. (1995), que obtiveram
0,0026% ao tentar produzir EPO em células de tabaco em suspensdo. Estes dados mostram
que os niveis de sintese das proteinas farmacologicamente ativas necessitam ser otimizados
para a comercializagdo das mesmas (Daniell 2001).

Alguns fatores que podem explicar o baixo indice de proteinas recombinantes
produzidas por nossas plantas sdo os efeitos de silenciamento transcricional, silenciamento
pos-transcricional, inativacdo em trans e co-supressao (Finnegan & McElroy, 1994; Grant,
1999; Meyer, 1999). Estes mecanismos representam um sistema de defesa para a deteccéo
e inativacdo de DNAs invasivos como transgenes, transposons e virus, os quais poderiam
comprometer a viabilidade de células que expressam elevados niveis das proteinas e
mRNAs associados a estes elementos exogenos (Matzke & Matzke, 1998; Fu et al., 2000).
De modo geral, quando o transgene estd presente como cdpia Unica e a quantidade do seu
transcrito permanece abaixo de certo limiar, seu padrdo de expressdo ndo € afetado. No
entanto, ao transpor este limiar, o gene, 0 mRNA ou a proteina produzidos por ele tornam-
se alvos potenciais para a inativacdo em qualquer um destes niveis (Wassenegger, 2002).
No silenciamento génico transcricional, a sintese do mRNA correspondente ao transgene é
inibida devido a estrutura da cromatina associada e a metilacdes de residuos de citosinas
nas regides promotoras das seqiiéncias de DNA introduzidas. No silenciamento pés-
transcricional, as regides codificadoras estdo sujeitas a metilagGes e este processo estd
associado a hidrdlise de mRNAs produzidos de maneira aberrante (Grant, 1999). Na
inativacdo em trans, genes contidos em um T-DNA podem ser inativados por metilacdo
quando um segundo T-DNA ¢ introduzido no genoma da célula vegetal, enquanto na co-
supressdo ocorre o silenciamento de genes enddgenos que compartilham um alto grau de
homologia com o transgene inserido, resultando na inativagdo de ambos (Finnegan &
McElroy, 1994; Grant, 1999; Meyer, 1999; Kumar & Fladung, 2001, Kern, 2003).

Adicionalmente, quando hd a integra¢do simultinea de mais de uma cépia do
transgene no genoma de uma célula vegetal, a orientacdo fisica de cada cépia dentro do

loco transgénico também pode ser considerada uma fonte de variacio na expressdo do gene
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exdgeno. A introducdo de cOpias inversamente repetidas resulta em silenciamento por
orientacdo complementar das cadeias de mRNA produzidas, caracterizando o fendmeno de
silenciamento por RNA antisenso (Senior, 1998).

Uma vez ocorridos tais processos, a expressdo do transgene pode ser restaurada
ap0s a segregacdo do mesmo em geragdes subseqilentes, embora esta reversao ocorra com
uma freqiiéncia bastante pequena e sejam necessdrias vdrias geragOes para obter uma
desmetilagdo total ou mesmo parcial do transgene (Finnegan & McElroy, 1994; Deineko et
al., 2000). Por outro lado, ha evidéncias de que o silenciamento génico pode ocorrer de
novo em qualquer geracdo, mesmo na descendéncia de plantas expressando ativamente o
transgene e que efeitos de silenciamentos alternativos podem acontecer independentemente
em transgenes heter6logos adjacentes (Fu et al., 2000).

Estes fenomenos podem fornecer possiveis justificativas para os casos em que a
presenca do transgene € detectada no DNA de plantas transformadas, mas nenhuma ou
pequena quantidade de seu produto € sintetizada. Intimeros trabalhos relatam grande
variagdo nos niveis de expressdo de transgenes codificadores de proteinas
farmacologicamente ativas, o que reforca esta caracteristica como propriedade inerente aos
protocolos de transformagdo genética vegetal. Ndo raro, esta variabilidade é detectada nas
diferentes etapas do processo de expressdo génica, como nas quantidades de mRNA do
transgene e no contetido de proteina recombinante produzida.

Cheon et al. (2004) também realizaram uma tentativa de obter plantas transgénicas
expressando epo, utilizando como modelo de estudo plantas de tabaco e Arabidopsis. Este
trabalho se constitui no unico relato de tentativa de expressar epo em plantas, segundo
nossos conhecimentos. Estes autores também obtiveram plantas contendo o gene da epo
para os dois modelos de estudo, mas todas as plantas regeneradas apresentaram mal-
formagdes, como baixa estatura, inser¢do das folhas em rosetas, deformacdes nas flores e
esterilidade masculina, indicando um efeito toxico da proteina EPO codificada. Nossos
dados contrastam com os obtidos pelo referido grupo, visto que nossas plantas
apresentaram-se normais e vidveis, provavelmente devido a utilizagdo de uma construcio
diferente da utilizada por eles. Conforme ja discutido, nossa opcao de seqii€éncia promotora
foi 0 de um promotor de milho (Ubil), com expressao mais forte em monocotiledoneas, e
eles utilizaram o promotor 35S, conhecido por ser mais eficiente em dicotiledéneas. Outro

fator que diferenciou os dois trabalhos foi a escolha da variedade de tabaco utilizada para a
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transformacgdo, que no nosso caso foi a cultivar SR1 Litlle Havana e, no caso deles, a
cultivar Xhanti. Outra diferenca encontrada foi na seqiiéncia de epo utilizada nas
constru¢des. No presente trabalho foi utilizada uma seqiiéncia de cDNA construida por
overlapping de DNA, contendo uma base diferente no nucleotideo 252 (G—A), mas que
nao modifica o aminoacido codificado, sendo esta a nomeada versdo 2.0 do gene da EPO.
Nao € possivel determinar qual destes fatores influenciou para que fossem obtidas plantas
de morfologia e viabilidade normais, mas € possivel que o principal fator tenha sido a
escolha do promotor utilizado.

A obten¢do de plantas de tabaco contendo e expressando o gene epo € um fato
bastante promissor, visto que o tabaco € a planta mais utilizada para a produgéo de espécies
de proteinas recombinantes farmac€uticas em laboratérios de pesquisa em nivel 4. As
principais vantagens do tabaco incluem a tecnologia madura para a transferéncia genética e
expressao, a alta producdo de biomassa (100.000 kg por hectare de folhas de tabaco), o
potencial para o rdpido aumento de escala devido a prolifica producdo de sementes, bem
como a disponibilidade de infra-estrutura de grande escala para processamento de
proteinas. Embora muitas cultivares de tabaco produzam altos niveis de alcal6ides toxicos,
ha variedades com baixo contetido de alcaléides que podem ser utilizadas para a producao
de proteinas de produtos farmacéuticos.

Visando explorar todas as vantagens das plantas como hospedeiros para a expressao
heterdloga de proteinas descritas em “Revisdo Bibliografica”, uma das perspectivas deste
trabalho serd introduzir na constru¢do contendo o gene da epo um promotor de expressao
especifica de sementes como, por exemplo, o promotor das zeinas de milho, que
comprovadamente leva a expressdo gé€nica apenas para os graos, testando a efetividade da
expressdo desta construcdo em milho (Shernthaner et al 1988; Russell & Fromm, 2004).
Também pretendemos encontrar meios de aumentar o percentual final de proteina
recombinante produzida, testando novas constru¢cdes ou mesmo buscando determinar se
algum tipo de silenciamento pds-transcricional ou pds-traducional possa ser revertido.
Outra inten¢do é gerar métodos de purificacdo da EPO recombinante mais féaceis e baratos,
aliando, por exemplo, a fusdo do gene epo com o gene da oleosina, como proposto por
Rooijen & Moloney (1995), onde com apenas alguns passos de centrifugacdo e a clivagem

da porcao protéica de interesse, se obtém o produto desejado purificado.
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Os objetivos deste trabalho, portanto, foram atingidos, comprovando-se que ¢é
possivel obter-se plantas expressando epo com morfologia e capacidade de reproducio
normais. Acreditamos que os niveis de proteinas recombinantes possam ser bastante
melhorados, ndo sé para epo, mas para as diversas proteinas humanas expressas em
plantas, onde se observaram niveis similarmente baixos de expressdo, de forma a contribuir
para o avanco na producdo em grande escala de proteinas humanas de interesse

farmacoldgico.
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