342 BIOTECHNOLOGIE

Pflanzenbiotechnologie

Molecular Pharming — Produktion von
Biopharmazeutika in Pflanzen
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The moss Physcomitrella is a promising production platform for green
biopharmaceuticals. To further increase production yields of this plat-
form, we identified terminator sequences to be used in future applica-
tions. In addition, we investigated which attributes make a terminator
a good choice for biomanufacturing. Overall, our results improve plant-
based biotechnology platforms and further our understanding of how
terminators influence gene expression in plants in general.
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B Der Markt fiir die Produktion von Bio-
pharmazeutika hat ein prognostiziertes
Potenzial von 3 Billionen US-Dollar in den
Jahren 2030-2040 [1]. Dartiber hinaus hat
die COVID-19-Pandemie die Notwendigkeit
fiir innovative und vielseitige Forschung im
Bereich der Biotechnologie vor Augen
gefiihrt. Wahrend der GroBteil der Produk-
tion in Mikroben oder Sdaugetierzellen erfolgt,

sind Pflanzen eine attraktive Alternative fiir
die Produktion von eukaryotischen Proteinen
[2].

Pflanzenbasierte Produktionssysteme ope-
rieren bei niedrigen Kosten, besitzen hohe
Skalierbarkeit und sind frei von fiir den Men-
schen gefahrlichen Pathogenen und Endo-
toxinen [3]. Ein populdres Pflanzensystem ist
das Laubmoos Physcomitrella (Physcomi-

A Abb. 1: Das Laubmoos Physcomitrella. A, Die Protonemazellen des Mooses Physcomitrella
wachsen als fadiges Geflecht und weisen einen haploiden Chromosomensatz auf. B, Die Moos-
zellen werden in 5-L-Photobioreaktoren kultiviert. Das LED-Licht und CO, werden iiber Photosyn-
these in Zucker umgewandelt und dienen dem Moos als Energiequelle.

trium patens). Die Produktion in Physcomi-
trella findet in dem haploiden Entwicklungs-
stadium, dem Protonema, statt, das durch
sein fadiges Wachstum gekennzeichnet ist
(Abb. 1A). Der einfache Chromosomensatz
sowie die hohe Rate fiir homologe Rekombi-
nation erlauben das prazise Ausschalten und
Einbringen von Genen [4]. Dies erleichtert
die Veranderung der pflanzenspezifischen
Glykosylierung von rekombinanten Protei-
nen zu einer humanspezifischen Glykosylie-
rung [5]. Diese Anpassung der posttranslati-
onalen Modifikationen von Proteinen in
Physcomitrella ist essenziell fiir die Effizienz
und Wirksamkeit von in Pflanzen produzier-
ter Biopharmazeutika. Das Protonema wird
in Photobioreaktoren kultiviert (Abb. 1B).
Diese funktionieren @hnlich wie bei Mikro-
ben oder Saugetierzellen, jedoch besteht die
Energiequelle aus Licht, das tiber Photosyn-
these zu Zuckern umgewandelt wird. Den
Moosbioreaktoren werden keine Antibiotika
oder tierischen Produkte zugefiigt, sodass die
so produzierten Pharmazeutika als vegan
angesehen werden konnen, selbst wenn es
sich um Proteine des Menschen handelt. Die
Kultivierung von Physcomitrella in Photobio-
reaktoren ist konform mit den Vorschriften
der Guten Herstellungspraxis (GMP) und
entspricht damit den gesetzlichen Standards
fiir die Produktion von Medikamenten. Das
erste im Moos hergestellte Protein wurde von
den Behorden zur Testung an Menschen
zugelassen und hat in einer klinischen Stu-
die bereits sehr erfolgreich die erste klini-
sche Phase absolviert [6].

Der Terminator - ein essenzielles
Element der Proteinbiosynthese

Die Proteinbiosynthese beschreibt die Syn-
these von Proteinen und besteht aus zwei
Schritten. Wéahrend der Transkription wird
die DNA, die fiir ein bestimmtes Protein
codiert, abgelesen und eine Kopie erstellt, die
Boten-RNA (mRNA). In der Translation wird
der Code der mRNA {iibersetzt und das ent-
sprechende Protein synthetisiert. Diesen
Prozess macht man sich in der Biotechnolo-
gie zunutze indem man Zellen, z. B. Bakte-
rien, Hefen oder auch Pflanzenzellen, nutzt,
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um Proteine fiir verschiedenste Anwendun-
gen zu produzieren. Dieser Prozess ist kom-
plex und wird von einer Reihe unterschiedli-
cher Faktoren beeinflusst. Diese Faktoren zu
kennen und zu verstehen, ermoglicht uns,
diesen Prozess effizienter zu gestalten und
vielfaltige Produkte herzustellen [7].

Terminatoren sind ein wichtiges Element
zur Steuerung der Proteinbiosynthese und
folgen auf die Protein-codierende Sequenz
eines Gens [8]. Wahrend der Transkription
geben sie das Ende des Ableseprozesses vor
und leiten die Spaltung der mRNA ein. Poly-
adenylierungssignale im Terminator leiten
das Anfiigen von >20 Adenin-Basen an die
Schnittstelle ein, die Polyadenylierung, und
stabilisieren die entstandene mRNA [9]. Bei
der anschlieBenden Translation rekrutieren
der Poly-A-Schwanz und andere genetische
Elemente die notwendigen Enzyme fiir
das Ablesen der mRNA und die Synthese des
Proteins. Neben den Promotoren - der
funktionalen Einheit eines Gens, das die
Transkription initiiert - gehoren Terminato-
ren zu grundlegenden genetischen Elemen-
ten der Genexpression. Trotzdem wurde ihr
Potenzial zur Verbesserung der Produktion
rekombinanter Proteine lange vernachlas-
sigt.

Multifaktorielle Analyse von
Terminatoren in Physcomitrella

In unserer aktuellen Studie [10] haben
wir 14 neue Terminatoren aus den iber
53.000 Kandidaten des Moosgenoms selek-
tiert. Die Auswabhl erfolgte anhand verschie-
dener Kriterien, z. B. der Abundanz der ent-
sprechenden mRNA, der Funktion des codier-
ten Proteins und der Lange des Terminators.
Im Anschluss testeten wir den Effekt der
ausgewahlten Kandidaten auf die Proteinbio-
synthese in Physcomitrella. Dazu kombinier-
ten wir die Terminatoren mit einem Lucifera-
se-Gen und schleusten die Luciferase-Termi-
natorsequenzen in Mooszellen ein. Die trans-
latierten Luciferaseproteine geben ein star-
kes Lichtsignal von sich, die Biolumineszenz,
das wir auslesen konnen und das uns ermog-
licht, Riickschliisse auf den verwendeten
Terminator zu ziehen. Der Vergleich mit viel
genutzten Terminatoren ergab, dass neun
der 14 Terminatoren die gleichen Expres-
sionsstarken erzielten und somit interessant
fiir die weitere biotechnologische Anwen-
dung sind. Zur Validierung wurden die Ter-
minatoren mit zwei anderen Promotoren
kombiniert und abermals getestet. Das
Ergebnis bestatigte zwar die positiven Effek-
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A Abb. 2: Die Hauptkomponentenanalyse veranschaulicht komplexe Zusammenhénge mehrerer
Faktoren. Spitze Winkel zwischen zwei Vektoren deuten auf einen starken Zusammenhang der
Faktoren hin. Winkel von ca. 90° deuten auf einen fehlenden Zusammenhang hing. Unsere Daten
zeigen, dass die Anzahl der Poly-A-Signale einen starken Effekt auf die Hohe der gemessenen

Luciferase-Signale hat.

te der ausgewdhlten Terminatoren, zeigte
jedoch auch, dass Promotoren in Physco-
mitrella wesentlich starkere Modulatoren der
Proteinbiosynthese sind als Terminatoren.
In einem weiteren Experiment testeten wir
Doppelterminatoren bestehend aus zwei glei-
chen oder unterschiedlichen Einzeltermina-
toren. Das Ergebnis zeigt, dass Doppeltermi-
natoren das Potenzial haben, die Produktaus-
beute weiter zu steigern. Obwohl die Mecha-
nismen der Doppelterminatoren noch nicht
vollstandig geklart sind, weisen unsere
Daten auf funktionelle Interaktionen zwi-
schen einzelnen Terminatoren hin. Einige
Terminatorpaare verhielten sich unter-
schiedlich in Physcomitrella im Vergleich zu
anderen Pflanzensystemen, z. B. Arabidopsis
und Tabak [11, 12]. Dies deutet auf evolutio-
ndare Unterschiede in der Regulierung von
Genexpression durch Terminatoren in
Samenpflanzen und Moosen hin. Abschlie-
Bend ermittelten wir, welche Attribute der
Terminatoren maBgeblich deren positiven
Effekt auf die Genexpression bestimmen. Die
durchgefiihrte Hauptkomponentenanalyse
zeigt, dass die Anzahl an Polyadenylierungs-
signalen und Polyadenylierungsstellen eines

Terminators maBgeblichen Einfluss auf des-
sen Effekt auf die Genexpression haben
(Abb. 2). Die Attribute ,Terminatorldnge”
sowie ,mRNA-Abundanz“ haben lediglich
einen geringen Einfluss.

Im Rahmen dieser Studie haben wir
14 neue Terminatoren aus Physcomitrella
beschrieben, mit breitem Anwendungspoten-
zial innerhalb der Pflanzenbiotechnologie.
Dariiber hinaus bestimmten wir Attribute fiir
die Selektion von Terminatoren mit groBem
Effekt auf die Genexpression. Beobachtete
Unterschiede zwischen Samenpflanzen und
Moosen sind ein Hinweis auf unterschiedli-
che Regulierung der Genexpression durch
Terminatoren.
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