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(57) Abstract

The invention relates to cassettes for the expression of storable gene products in leaves and specifically in seeds, especially single-chain
antibody fragments in leaves and seeds of transgenic tobacco and pea plants. The fields of application of the invention are biotechnology,
medicine (diagnosis and therapy), foodstuffs and plant control and agriculture. The expression cassette of the invention comprises constitutive
or seed-specific promoters, the LeB4 signal peptide, a gene to be expressed and an ER retention signal. Preference is given to an expression
cassette containing the CaMV 35S promoter as the constitutive promoter, the gene for a single-chain antibody fragment as the gene and the
amino acid sequence KDEL as the ER retention signal.

(587) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft Kassetten fur die Expression von lagerstabilen Genprodukten in Blittern und spezifisch in Samen, insbesondere
von Einketten-Antikérperfragmenten in Blittern und Samen transgener Tabak- und Erbsenpflanzen. Anwendungsgebiete der Erfindung
sind die Biotechnologie, die Medizin (Diagnostik und Therapie), die Lebensmittel- und Pflanzenkontrolle sowie die Landwirtschaft.
Die erfindungsgemiBe Expressionskassette umfat: konstitutive bzw. samenspezifische Promotoren; das LeB4-Signalpeptid; ein zu
exprimierendes Gen und ein ER-Retentionssignal. Bevorzugt ist eine Expressionskassette, die als konstitutiven Promoter den CaMV
35S-Promoter, als Gen das Gen fiir ein Einketten-Antikorperfragment und als ER-Retentionssignal die Aminosduresequenz KDEL enthilt.
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Kassetten zur Expression von lagerstabilen Proteinen in
Pflanzen

Beschreibung

Die Erfindung betrifft Kassetten fiir die Expression von
lagerstabilen Proteinen in Pflanzen, insbesondere von
Einketten-Antikdrperfragmenten in transgenen Tabak- oder
Erbsenpflanzen.

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnologie, die
Medizin (Diagnostik und Therapie), die Lebensmittel- wund
Pflanzenkontrolle sowie die Landwirtschaft.

Etablierte und 2zuverldssige Methoden der Genklonierung und
der Gentechnik und Jjlingste Entwicklungen der Technologie
transgener Pflanzen ermdglichen weitere Fortschritte in der
Pflanzenbiotechnologie. Pflanzenteile koénnen mehr und mehr
als Produktionsstédtten fur Stoffe, die sonst schwer
zugdnglich sind, dienen. So ist es gelungen, Immunglobuline
in Bléadttern transgener Tabakpflanzen 2zur Expression 2zu
bringen. Die dabei erzielten Ergebnisse liegen 2zwischen 0.1
und 1.3 % des gesamten 1l6slichen Proteins des Blattes. Die
Expression erfolgte entweder <cytoplasmatisch oder in
Apoplasten pflanzlicher Zellen.

Durch Anhéangen eines Signals zur Retention im
endoplasmatischen Retikulum (ER) an ein Einketten-
Antikdrpergen (scFv-Gen) kann der Antikorper in diesem
speziellen Kompartiment von Blattzellen transgener Pflanzen
fixiert werden. Diese Fixierung fiuhrt zu einer Steigerung der
Expressionsrate von Einketten-Antikdérperfragmenten in
Blattern transgener Pflanzen auf 4.8% des gesamten léslichen
Proteins (Artsaenko et al., Plant J. 8, 745-750 (1995)).
Diese Befunde wurden prinzipiell von anderen bestédtigt, wenn
auch die absoluten Expressionswerte nicht erreicht wurden.

Weitere Arbeiten betreffen die spezifische Expression von
Genprodukten in pflanzlichen Speicherorganen, vor allem in
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Samen. Mit Hilfe eines samenspezifischen Promoters konnten
Einketten-Antikérperfragmente stabil bis zu 0,67% des gesamten
16slichen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpflanzen
exprimiert werden (Fiedler und Conrad, Bio/Technology 10, 1090~
1094 (1995)).

Trotz dieser Fortschritte waren die erreichten Expressionsraten
in Pflanzen bisher zu gering, um eine pflanzenbiotechnologische
Produktion der gewiinschten Stoffe darauf zu begriinden.

Ziel der Erfindung war es, die samenspezifische Expression in
transgenen Pflanzen auf eine fiir eine Stoffproduktion geeignete
Basis 2zu stellen. Ein weiteres Ziel besteht darin, eine
biologische Basis fiir den Einsatz einer einfachen und
handhabbaren Ernte- und Verarbeitungstechnologie zu schaffen,
vor allem 2zu sichern, daB das in der Pflanze gebildete
Genprodukt im Zeitraum zwischen der unmittelbaren Ernte und
den nachfolgenden Extraktions- und Reinigungsschritten in
Menge und gewilinschter Aktivitit bei normalen Temperaturen
ohne Kihlung stabil erhalten bleibt.

Die Zielstellung der Erfindung wird mit den in den Anspriichen
1-11 beschriebenen Expressionskassetten erreicht.

Die erfindungsgem&#Ben Expressionskassetten enthalten einen
Promoter (bevorzugt einen konstitutiven Promoter wie den CaMv
BSS-Pfomoter oder einen samenspezifischen Promoter), das
LeB4-Signalpeptid, das 2u exprimierende Gen und ein ER-
Retentionssignal.

Der Aufbau der Kassetten ist in den Abbildungen 1 und 2 am
Beispiel eines Einketten-Antikérpergens (scFv-Gen)
schematisch dargestellt.

Die Expressionskassette gem&8 Abb. 1 wird bevorzugt zur
Expression von Genen von Einketten-Antikérperfragmenten
eingesetzt. Vorteilhaft ist auch die Verwendung von Genen
rekombinanter Antikérperfragmente als Translationsfusion mit
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anderen funktionellen Proteinen wie zum Beispiel einem zwei-
ten rekombinanten Antikérper, Enzymen, Toxinen, Chromophoren
und Bindungsproteinen. Als ER-Rententionssignal wird
bevorzugt die Aminosduresequenz KDEL (= Lysin,
Asparaginsdure, Glutaminsdure, Leucin) verwendet.

Von besonderer Bedeutung filr den erfindungsgeméfen Erfolg der
Kassette gemd8 Abb. 2 ist das Anhdngen des spezifischen ER-
Retentionssignals SEKDEL, die durchschnittliche Expressionshéhe
wird damit verdreifacht bis vervierfacht. Es kénnen auch andere
Retentionssignale, die natirlicherweise bei im ER lokalisierten
pflanzlichen und tierischen Proteinen vorkommen, fiir den Aufbau
der Kassette eingesetzt werden.

Im Falle des Einsatzes des LeB4-Promoters betragt die
samenspezifische Expression ca 1,9% des gesamten 1ldéslichen
Proteins, wobei die Einketten-Antikérperexpression ab Tag 16
der Samenentwicklung beginnt. Besonders vorteilhaft ist der
Einsatz des USP-Promoters 2zum Aufbau der Expressionskassette.
Er wird wéhrend der Samenentwicklung friher aktiv, wodurch der
zur Anreicherung des exprimierten Produkts zur Verfiigung
stehende Zeitraum verléngert wird. Die Expressionsrate liegt
daher hdher als bei Kassetten mit dem LeB4-Promoter.

Die Expressionskassetten werden erfindungsgeméds durch
Elektroporation in Bakterienstéamme transferiert. Die
entstandenen rekombinanten Klone werden zur Transformation
von dicotylen Pflanzen verwendet. Pflanzen, die Genprodukte
expriﬁieren, werden selektiert und als genetisch stabile
Linien gezlichtet. Die Genprodukte (u. a. Einketten-
Antikoérperfragmente) werden nach der Ernte, ggf. nach einer
Trocknung des Pflanzengewebes, extrahiert. Als dicotyle
Pflanzen sind Tabak- und Erbsen-~pflanzen besonders geeignet.

Die Wirkung der erfindungsgem&fen Kassetten war uberraschend,
weil aus eigenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen
bekannt ist, daB stabil exprimierte Antikérper z. B. im Samen
auch ohne ER-Retentionssignal im ER oder in ER-abgeleiteten
Vesikeln liegen. Deshalb war nicht 2zu erwarten, daB die
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erfindungsgemdBe Fusion mit einem Retentionssignal eine
deutliche Steigerung der Expressionshéhe bewirkt.

Durch die Erfindung wird erméglicht, sonst schwer zugéngliche
Stoffe, z. B. Immunglobuline, mit hoher Expressionsrate in
Pflanzen zu exprimieren und dadurch fir eine biotechnologische
Nutzung zur Verfligung zu stellen. Uberraschenderweise hat sich
herausgestellt, daB Einketten-Antikérperfragmante bei der
Lagerung z. B. in Tabaksamen l&ngere Zeit (mindestens ein
Jahr)stabil bleiben.

Ebenso Uberraschend war, daB Einketten-Antikbrperfragmente,
die in Blédttern exprimiert wurden, nach Trockung dieser
Bldtter bei Raumtemperatur ebenfalls fiir mehrere Tage stabil
bleiben.

Damit ist ausreichend Zeit gegeben, den Transport vom Feld in
die verarbeitende Einrichtung durchzufiihren bzw. sogar eine
gewisse Zeit zu lagern, ohne daB Ausbeuteverluste eintreten.
Ursache dieser Stabilit&t ist das durch die Erfindung
bewirkte kompartimentspezifische Vorkommen der Genprodukte,
was bedingt, daB sie vor proteolytischem Abbau geschitzt
sind.

Die Erfindung soll nachfolgend durch Ausfihrungsbeispiele
néher erléutert werden.

seispiel I

Expression und Anreicherung des Einketten-Antikérper
fragmentes scFv-ox im endoplasmatischen Retikulum von
transgenen Tabaksamen

Ausgangspunkt der Untersuchungen war ein monoklonaler
Antikérper (NQ10.-12.5, Berek and Milstein, 1988), dessen
Epitope gegen ein pnicht in Pflanzen vorkommendes Antigen
(Phenyloxazolon) gerichtet sind, um eventuelle Einflisse auf
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den pflanzlichen Metabolismus auszuschlieBen und der auBerdem
eine hohe Bindungsaffinitdt aufweist. Die Hybridomazellinie
NQ 10/12.5 ist dadurch charakterisiert, daB die sekretierten,
gegen das Antigen Phenyloxazolon gerichteten monoklonalen
Antikoérper eine hohen Affinitat aufweisen

(Dissoziationskonstante 1x10~ M) und die spezifischen
Sequenzen der Immunglobulingene verfigbar sind (Berek et al.,
1985). Dieser monoklonale Antikérper war Ausgangpunkt fir die
Konstruktion des Einketten-~Antikoérperfragmentes -scFv-ox.
Zundchst wurde mRNA aus den Hybridomzellen isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Diese cDNA diente als Matrize fir die
Amplifikation der variablen Immunglobulingene VH und VK mit
den spezifischen Primern VH1 BACK und VH FOR-2 fiar die
schwere Kette sowie VK2 BACK und MJK5 FON X flur die leichte
Kette (Clackson et al., 1991). Die 1isolierten variablen
Immunglobulingene waren Ausgangspunkt flir die Konstruktion
eines Einketten~-Antikoérperfragmentes (scFv). Bei der
nachfolgenden Fusions-PCR wurden drei Komponenten VH, VK und
ein Linkerfragment in einem PCR-Reaktionsansatz vereinigt und
das scFv-ox amplifiziert (Abb. 3). Das konstruierte scFv-ox-
Gen hatte eine GréBe von 735 bp. Die variablen Domdnen wurden
in der Reihenfolge VH-L-VL miteinander fusioniert.

Die funktionelle Charakterisierung (Antigenbindungsaktivitét)
des konstruierten scFv-ox-Gens erfolgte nach Expression in
einem bakteriellen System. Das scFv-ox wurde dazu als
l6sliches Antikérperfragment synthetisiert (Hoogenboom et
al., 1991). Die Aktivitdt und die Spezifitadt des
konstruierten Antikérperfragmentes wurde in ELISA-Tests
Uberprift (Abb.4).

Um eine samenspezifische Expression des Antikoérperfragmentes
in Tabak zu ermdglichen, wurde das scFv-Gen stromabwédrts vom
LeB4-Promoter kloniert. Der aus Vicia faba isolierte LeB4-
Promoter =zeigt eine streng samenspezifische Expression von
verschiedenen Fremdgenen in Tabak (B&dumlein et al., 1987,
1991). Durch Transport des scFv-Proteins in das
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endoplasmatische Retikulum wurde eine stabile Akkumulation

hoher Antikérperfragmentmengen erreicht.

Das scFv-Gen wurde

dafir mit einer Signalpeptidsequenz, die den Eintritt in das

endoplasmatische

1992),

fusioniert.

(Abb.

Retikulum

5).

und dem

ER-Retentionssignal
SEKDEL, das ein Verbleiben im ER gewdhrleist (Wandelt et al.,

Die konstruierte Expressionskassette (Konstrukt 11) wurde in
den bindren Vektor pGSGLUCl (Saito et al., 1990) kloniert und

durch Elektroporation

in den Agrobakterium-Stamm EHA 101

transferiert. Rekombinante Agrobakterienklone wurden fir die
nachfolgende Transformation von Nicotiana tabacum verwendet.
Pro Konstrukt wurden 70-140 Tabakpflanzen regeneriert. Von

den

regenerierten

transgenen

Tabakpflanzen

wurden

nach

Selbstbefruchtung sowohl reife als auch Samen verschiedener
Entwicklungsstadien geerntet.

1l6slichen

Proteine

Von diesen Samen wurden die

nach Extraktion

in einem

wéssrigen

Puffersystem erhalten. Die Analyse der transgenen Pflanzen
der Serie 11 2zeigt, daB durch die Fusion des scFv-Gens mit
der DNA-Sequenz des ER-Retentionssignals SEKDEL eine maximale

Akkumulation von 1,9 % scFv-Proteine im reifen Samen erzielt
werden konnte (Tab. 1).

Konstrukt |Anzahl Anzahl Anzahl durch- durch-
der der der scFv- [schnitt- schnitt-
regene- |transge- |Protein liches/ liche
rierten [nen exprimie- |h6chstes |spezi-
Pflanzen |[Pflanzen |renden Expres— fische

Pflanzen |[sions- Akti-
niveau vitéat
(¥ vom (OD/ug
TSP) ScFv)

11 LeBa- 103 65 63 0,98/1,90 1,36

SP-scFv-

Tag-KDEL

Tab. 1: Zusammenfassende Darstellung des verwendeten

samenspezifischen Konstruktes, der Anzahl getesteter

und transgener

Pflanzen,

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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scFv-Proteinexpression im reifen Samen sowie die
Antigenbindungsaktivitdt der Antikérperfragmente. Die
Expressionsniveaus wurden durch Western-Blot -
Analysen, die spezifische Bindungsaktivitdt mittels
direktem ELISA bestimmt.

Neben Untersuchungen 2zur Akkumulation sollte der Frage
nachgegangen werden, ob die im reifen Samen abgelagerten
Antikérperfragmente noch ihre biologische Aktivitdt besitzen,
d. h. das entsprechende Antigen Oxazolon noch spezifisch
binden. Die spezifische Aktivitdt wurde in den Extrakten der
reifen Tabaksamen mit einem direkten ELISA bestimmt. Die
dabei erhaltenen Werte, die in Tab. 1 aufgefihrt sind, zeigen
deutlich, daB die aus trockenem Tabaksamen hergestellten
Proteinextrakte funktionell aktive Antikérperfragmente
enthalten. In weiteren Experimenten wurde die Stabilit&t der
im reifen Samen akkumulierten Antikérperfragmente nach
Lagerung untersucht. Dazu wurden die Tabaksamen ca. 1 Jahr
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Untersuchungen ergaben,
daB die Menge und die AKktivitdt der akkumulierten Antikdrper-
fragmente auch nach einjédhriger Lagerung erhalten bleibt.

Das pflanzliche Wachstum und die Samenentwicklung bzw. -
produktion wurden durch die Synthese der rekombinanten
Proteine nicht beeinfluBt.

Beispiel 3

Samenspezifische Expression und Anreicherung von Einketten-
Antikérperfragmenten im endoplasmatischen Retikulum von
Zellen transgener Tabaksamen kontrolliert durch den USP-
Promotor

Ausgangspunkt der Untersuchungen war ein ein Einzelketten-
Antikérperfragment gegen das Phytohormon Abscisinsdure
(Artsaenko et al., 1994).

Die funktionelle Charakterisierung (Antigenbindungsaktivitéat)

dieses konstruierten scFv-aABA-Genes erfolgte nach Expression

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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in einem bakteriellen System und nach Expression in
Tabakblattern (Artsaenko et al., 1994, 1995). Die Aktivitéat
und die Spezifitdt des konstruierten Antikérperfragmentes
wurde in ELISA-Testen iiberprift.

Um eine samenspezifische Expression des Antikérperfragmentes
in Tabak zu ermdglichen, wurde das scFv-Gen stromabwédrts vom
USP-Promoter kloniert. Der aus Vicia faba isolierte USP-
Promoter zeigt eine streng samenspezifische Expression von
verschiedenen Fremdgenen in Tabak (Fiedler et al., 1993).
Durch Transport des scFv-Proteins in das endoplasmatische’
Retikulum wurde eine stabile Akkumulation hoher
Antikérperfragmentmengen erreicht. Das scFv-Gen wurde dafir
mit einer Signalpeptidsequenz, die den Eintritt in das endo-
plasmatische Retikulum und dem ER-Retentionssignal SEKDEL,
das ein Verbleiben im ER gewdhrleistet (Wandelt et al.,
1992), fusioniert (Abb. 6).

Die konstruierte Expressionskassette wurde in den bindren
Vektor pGSGLUC1 (Saito et al., 1990) kloniert und durch
Elektroporation in den Agrobakterium-Stamm EHA 101
transferiert. Rekombinante Agrobakterienklone wurden fir die
nachfolgende Transformation von Nicotiana tabacum verwendet.
Von den regenerierten transgenen Tabakpflanzen wurden nach
Selbstbefruchtung sowohl reife als auch Samen verschiedener
Entwicklungsstadien geerntet. Von diesen Samen wurden die
l6slichen Proteine nach Extraktion in einem wassrigen
Puffersystem erhalten. Die Analyse der transgenen Pflanzen
zeigt, daB durch die Fusion des scFv-Gens mit der DNA-Sequenz
des ER-Retentionssignals SEKDEL unter Kontrolle des USP-
Promotors bereits ab Tag 10 der Samenentwicklung Einketten-
Antikérperfragmente synthetisiert wurden.

Im Verlaufe der Samenentwicklung kam es zu einer deutlich
stédrkeren Anreicherung des Einketten-Antikérperfragmentes im
Vergleich zur LeB4-Promotor-kontrollierten Expression.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Beispiel 3

Expression und stabile Akkumulation des Einketten-Antikor-
perfragmentes scFv-ox im Blatt transgener Tabakpflanzen und
Erhalt der biologischen Aktivitdt nach Ernte bzw. Trocknung
des Blattmaterials

Die Konstruktion des Einketten-Antikérperfragmentes scFv-ox
aus dem monoklonalen Antikdérper NQ 10-12.5 (Berek und
Milstein, Immunol. Rev. 105, 5 - 26 (1988)) und dessen
funktionelle Charakterisierung nach Expression im
bakteriellen System siehe Beispiele 1 und 2. Um eine
ubiquitdre Expression des Antikérperfragmentes in der
Pflanze, speziell in Blé&ttern, zu erreichen, wurde das scFv-
ox-Gen stromabwidrts vom CaMV 35S-Promoter kloniert. Dieser
starke virale, konstitutive Promoter vermittelt eine
Expression von Fremdgenen in nahezu allen pflanzlichen
Geweben (Benfey und Chua, Science 250, 956- 966 (1990)).
Durch Transport des scFv-Proteins in das endoplasmatische
Retikulum wurde = eine stabile Akkumulation hoher
Antikdérperfragmentmengen im Blattmaterial erreicht. Das scFv-
Gen wurde 2zundchst mit einer Signalpeptidsequenz, die den
Eintritt in das endoplasmatische Retikulum und dem ER-
Retentionssignal KDEL, das ein Verbleiben im ER gewdhrleistet
(Wandelt et al., Plant J. 2, 181 - 192 (1992)), fusioniert
(Abb. 1).

Die Kkonstruierte Expressionskassette (Konstrukt 9) wurde in
den bindren Vektor pGSGLUC1 (Saito et al., Plant Cell Rep. 8,
718 ~ 721 (1990)) kloniert und durch Elektroporation in den
Agrobakterium-Stamm EHA 101 transferiert. Rekombinante
Agrobakterienklone wurden fir die nachfolgende Transformation
von Nicotiana tabacum verwendet. Es wurden ungefdhr 100
Tabakpflanzen regeneriert. Von den regenerierten transgenen
Tabakpflanzen wurde Blattmaterial verschiedener Entwicklungs-
stufen entnommen. Von diesem Blattmaterial wurden die
léslichen Proteine nach Extraktion in einem wéassrigen
Puffersystem erhalten. Nachfolgende Analysen (Western-Blot-
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Analysen und ELISA-Tests) zeigten, daB in Blé&ttern der Serie
9 eine maximale Akkumulation von etwa 4% an biologisch
aktivem, antigenbindendem scFv-Protein erzielt werden konnte
(Tab. 2). Die hohen Expressionswerte wurden in ausgewachsenen
gritnen Blattern ermittelt, selbst in senszenten

Blattmaterial konnte das Antikérperfragment noch nachgewiesen

aber

werden.

Konstrukt Anzahl Anzahl Anzahl burch- Durch-
der der der schnitt- schnitt-
regene- |trans- |scFv- liches/ liche
rierten |genen Protein |héchstes Antigen-
Pflan- |Pflan- expri- Expres- bindungs-
zen zen mieren- |sions- aktivitat

den niveau im |im Blatt
Pflanzen |Blatt (OD/ug
(¥ vonm sScFv)
TSP)
9 CaMVv 96 77 74 1,1/4,0 2,5
35S-SPp -

scFv-Tag-

KDEL

Tab. 2: Zusammenfassende Darstellung des verwendeten
Konstruktes, das eine ubiquitdre Expression des scFv-~Gens

vermittelt, der Anzahl getesteter und transgener Pflanzen,
deren durchschnittliche scFv-Protein Expression im Blatt und
die Antigenbindungsaktivitit der Antikoérperfragmente in den
Blattextrakten. Die Expressionsniveaus wurden durch Western-
Blot-Analysen und die Antigenbindungsaktivitit mit
direkten ELISA bestimmt.

einem

Da bei der Isolierung von Antikérperfragmenten im gréBeren,
auch industriellen MaBstab,

unvermeidlich sein kénnen,

l&ngere Inkubationszeiten
sollte getestet werden, ob das
scFv-Protein nach Extraktion aus dem jeweiligen Gewebe in dem

verwendeten Puffersystem stabil ist. Dazu wurden von scFv-

Fragment exprimierenden Pflanzen Extrakte aus Blittern her-
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gestellt und fir 1 bis 4 h bei Raumtemperatur ohne Zusatz von
Proteaseinhibitoren inkubiert. Es zeigte sich, daB es
innerhalb des getesteten Zeitraumes 2zu keinem nachweisbaren
Abbau der Antikérperfragmente in den Extrakten von Bl&ttern
kam. Ursache der Stabilit&t kann das kompartimentspezifische
Vvorkommen der Antikérperfragmente sein, was dazu fuhrt, das
diese sich nach Homogenisierung des Gewebes nicht 2zusammen
mit den Proteasen im 1éslichen Uberstand befinden.

Neben der Stabilit&t in dem fir die Extraktion verwendeten
Puffersystem spielt die Méglichkeit der Lagerung des scFv-
Proteins eine ebenso groBe Rolle, da oftmals keine direkte
Verarbeitung des geernteten Materials erfolgen kann. 1In
Beispiel 1 ist bereits beschrieben worden, daB bei Expression
im Samen eine Lagerung fiir mindestens ein Jahr bei RT, ohne
einen meBbaren Verlust des akkumulierten Antikérpers oder
dessen Aktivitdt, erfolgen kann. Die Lagerung von griinem
Gewebe unter Erhalt der Antikdérpermenge und -aktivitdt ist
jedoch nicht ohne weiters zu erwarten. Trotzdem wurde dies in
Trocknungsversuchsreihen lberprift. Dazu wurden ausgewachsene
Bladtter von 5 Pflanzen der Serie 9 geerntet. Ein Teil des
Blattes wurde sofort eingefroren (Lagerung bei -20°C) und ein
anderer bei RT getrocknet und eine Woche unter den gleichen
Bedingungen gelagert. Parallel dazu wurden Bl&tter bei 50°C
getrocknet und drei Wochen bei Raumtemperatur gelagert. Das
Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Abb. 7 dargestellt.

Es zeigte sich, daB die Antikdérperfragmente der |Dbei
Raumtemperatur getrockneten Bl&tter selbst nach einwéchiger
Lagerung noch vorhanden sind. In einem anschlieBenden ELISA
mit Extrakten der getrockneten Bl&tter konnte ebenfalls die
Antigenbindungsaktivitét des Antikorperfragmentes
nachgewiesen werden. Dabei waren keine Unterschiede 2zwischen
dem bei =-20°C gelagerten und dem bei Raumtemperatur ge-
trockneten und gelagerten Blattmaterial feststellbar. Im

Gegensatz dazu konnte in bei 50°C getrockneten Bléttern im

Western-Blot kein scFv-Protein nachgewiesen werden (Abb. 7).
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Das pflanzliche Wachstum wurde durch die Produktion der
rekombinanten Proteine nicht beeinflust.

Beispiel 4

Stabile Akkumulation des Einketten-Antikérperfragmentes gegen
das Phytohormon Abscisinsdure im endoplasmatischen Retikulum
und Erhalt der biologischen Aktivitd&t nach Ernte bzw.
Trocknung des Blattmaterials transgener Tabakpflanzen

Ausgangspunkt der Untersuchungen war ein in Tabakpflanzen
exprimiertes Einketten-Antikérperfragment gegen das
Phytohormon Abscisinsdure (Artsaenko et al., Plant J. 8, 745
= 750 (1995)). Menge und Aktivitdt des synthetisierten scFv-
Poteins wurden in Western-Blot-Analysen und ELISA-Tests
bestimmt.

Um eine Expression des scFv-Gens im endoplasmatischen
Retikulum 2u erméglichen, wurde das Fremdgen unter Kontrolle
des CaMV 35S-Promoters als eine Translationsfusion mit dem
LeB4-Sinalpeptid (N-terminal) und der ER-Retentionssignal
KDEL (C~terminal) exprimiert. Durch Transport des scFv-
Proteins in das endoplasmatische Retikulum wurde eine stabile
Akkumulation hoher Mengen an aktivem Antikérperfragment
erreicht. Nach Ernte es Blattmaterials wurden Stiicke eines
Blattes bei -20" C eingefroren, lyophilisiert oder bei
Raumtemperatur getrocknet. Die 18slichen Proteine wurden aus
den jeweiligen Blattmaterialien durch Extraktion in einem
widssrigen Puffer erhalten und das scFv=-Protein
affinitédtschromatographisch gereigt. Gleiche Mengen (Abb. 8B)
an gereinigtem scFv-Protein (eingefroren, 1lyophilisiert und
getrocknet) wurden fir die Bestimmung der Aktivitdt des
Antikdérperfragmentes eingesetzt (Abb.8A). Dabei wurden etwa
gleiche Antigenbindungsaktivitéaten festgestellt.
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Legende zu den Abbildungen:

Abb.

Abb.

1: Schematische Darstellung der Kassette zur
lagerstabilen Expression des scFv-Gens in Blé&ttern
transgener Tabakpflanzen

Schematische Darstellung der Kassette zur
samenspezifischen Expression des scFv-Gens

Schematische Darstellung der Konstruktion des scFv-ox
(V-Gen fiir V (variable) Region, L-Linker).

Funktionelle Charakterisierung des scFv-ox 9 im
direkten ELISA.

Schematische Darstellung der Kassette zZur
samenspezifischen Expression des scFv-ox-Gens.

Schematische Darstellung der Kassette zur
samenspezifischen Expression des scFv-aABA.

Untersuchungen 2zur Stabilitdt des scFv-Proteins nach
Trocknung der Bl&tter der transgenen Pflanzen 9/21

und 9/22 bei RT und bei 50°C. Der Nachweis des scFv-
Fragmentes erfolgte durch Western-Blot-Analyse. 40 ug
gesamtlésliches Protein wurde aufgetragen. Spur 1:
Kontrollpflanze SNN, Spur 2: 100 ng scFv-Protein,
Spur 3: 9/21 RT vor Trocknung, Spur 4: 9/21 RT

Trocknung und 1 Woche Lagerung, Spur 5: 9/21 50°C vor
Trocknung, Spur 6: 9/21 50°C nach Trocknung, Spur 7:

9/21 50°C nach Trocknung und 3 Wochen Lagerung, Spur
8: 9/22 RT vor Trocknung, Spur 9: 9/22 RT Trocknung

und 1 Woche Lagerung, Spur 10: 9/22 50°C vor
Trocknung, Spur 11: 9/22 50°C nach Trocknung, Spur

12: 9/22 50°C nach Trocknung und 3 Wochen Lagerung.
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Die GrdéBen der Proteinmolekulargewichtsstandards sind
links dargestellt.

Nachweis des Erhaltes der Antigenbindungsaktivitat
des Antikérperfragmentes scFv-ABA in Blittern nach
Trocknung oder Lyophilisierung mittels ELISA-Tests.
In Abb. 3A ist die Antigenbindungsaktivitdt des aus
frischen (1), 1lyophilisierten (2) und getrockneten
Blattern gereinigten scFv~Proteins dargestellt. In
Abb. 3B sind die jeweiligen Mengen an scFv-Protein
(etwa 100 ng), die fir die ELISA-Analysen eingesetzt
wurden, mittels Western-Blot-aAnalysen bestimmt. Die
GréBen der Proteinmolekulargewichtsstandards sind
links dargestellt.
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Patentanspriiche

1. Kassetten zur Expression von lagerstabilen Proteinen in
Pflanzen, bestehend aus

einem Promoter
dem LeB4-Signalpeptid

einem zu exprimierenden Gen und

einem ER~-Retentionssignal.

2. Expressionskassetten nach Anspruch i, dadurch
gekennzeichnet, daB der Promoter ein konstitutiver Promoter
ist.

3. Expressionskassetten nach Anspruch 1, dadurch

gekennzeichnet, daB der Promoter ein samenspezifischer
Promoter ist.

4. Expressionskassette nach Anspruch 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, daB als konstitutiver Promoter der CaMV 35S-
Promoter eingesetzt wird.

5. Expressionskassette nach Anspruch 1 und 3, dadurch
gekennzeichnet, daB als samenspezifischer Promoter der USP-
Promoter eingesetzt wird.

6. Expressionskassette nach Anspruch 1 und 3, dadurch
gekennzeichnet, daB als samenspezifischer Promoter der LEB4-
Promoter eingesetzt wird.

7. Expressionskassette nach Anspruch 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, daB als 2u exprimierendes Gen das Gen eines
Einketten-Antikérperfragmentes eingesetzt wird.

8. Expressiqnskassette nach Anspruch 1 bis 6, dadurch

gekennzeichnet, daB als 2zu exprimierendes Gen das Gen eines
rekombinanten Antikdérperfragmentes als Translationsfusion mit
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anderen funktionellen Proteinen, wie zum Beispiel einem zwei-
ten rekombinanten Antikérper, Enzymen, Toxinen, Chromophoren
und Bindungsproteinen, eingesetzt wird.

9. Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch
gekennzeichnet, daB sie
- den CaMV 35S-Promoter
- das LeB4-Signalpeptid
das Gen fir ein Einketten-Antikérperfragment und
als ER-Retentionssignal die Aminosduresequen:z
KDEL enthélt.

10. Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch
gekennzeichnet, daB sie
- den USP-Promoter
- das LeB4-Signalpeptid
- das Gen fir ein Einketten-Antikérperfragment und
- als ER-Retentionssignal die Aminos&duresequenz
KDEL enthédlt.

11. Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch
gekennzeichnet, daB sie
- den LEB4-Promoter
- das LeB4-Signalpeptid
- das Gen fir ein Einketten-Antikérperfragment und
- als ER-Retentionssignal die Aminoséuresequenz
KDEL enthdlt.

12; Verwendung der Expressionskassette nach Anspruch 1-6,
dadurch gekennzeichnet, das die Kassette durch
Elektroporation in Bakterienstdmme transferiert wird und die
entstandenen rekombinanten Klone zur Transformation von
dicotylen Pflanzen verwendet, Pflanzen, die Genprodukte
exprimieren, selektiert, genetisch stabile Linien geziichtet
und die Genprodukte ohne Kithlung nach der Ernte, ggf. nach
einer Trocknung des Pflanzengewebes, extrahiert werden.
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13. Verwendung der Expressionskassette nach Anspruch 1-6,
dadurch gekennzeichnet, daB die Kassette durch
Elektroporation in Bakterienstdmme transferiert wird und die
entstandenen rekombinanten Klone zur Transformation von
dicotylen Pflanzen verwendet, transgene Einketten-
Antikérperfragmente exprimierende Pflanzen selektiert,
genetisch stabile Linien gezilichtet und die Einketten-
Antikérperfragmente aus getrockneten Blattern extrahiert

werden.

14. Verwendung nach Anspruch 12 und 13, dadurch
gekennzeichnet, daB als dicotyle Pflanzen Tabakpflanzen
ausgewdahlt werden.

15. Verwendung nach Anspruch 12 und 13, dadurch
gekennzeichnet, daB als dicotyle Pflanzen Erbsen ausgewdhlt
werden.

16. Verwendung der Expressionskassette nach Anspruch 1-6,
dadurch gekennzeichnet, daB die Kassette durch
Elektroporation in Bakterienstdmme transferiert wird die
entstandenen rekombinanten Klone zur Transformation von
dicotylen Pflanzen verwendet, Pflanzen, die Genprodukte
exprimieren, selektiert, genetisch stabile Linien gezichtet
und die in den Organen, vorzugsweise Bldttern und Samen,
enthaltenen Genprodukte nach der Ernte, ggf. nach einer
Trockﬁung und Lagerung an Nutztiere verfittert oder direkt
als Therapeutikum in der Humanmedizin eingesetzt werden.
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siehe das ganze Dokument
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CONRAD U ET AL: “Expression of engineered
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siehe das ganze Dokument
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Feld | HBemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt | auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17{2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestmmte Anspruche kemn Recherchenbericht erstellt:

1. Anspruche Nr. 16

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich

SIEHE WEITERE ANGABEN

2. D Anspruche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
dal eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich

3. D Anspruche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefalit sind.

Feld 11 Bemerkungen bei mangelinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehorde hat fesigestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche der internationalen Anmeldung.

2. D Da fir alle recherchierbaren Anspriche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hdtte, hat die Internatonale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen
Gebihr aufgefordert.

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriche der internationalen Anmeldung, fur die Geblhren entrichtet worden
sind, namlich auf die Anspriche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebithren micht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in foigenden Anspruchen er-
fait

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt

D Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch.
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Bemerkung: Obwohl der Anspruch 16 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kérpers (Diagnostizierverfahren, das am menschlichen/
tierischen Korper vorgenommen wird,) bezieht (Regel 39.1(iv) PCT), wurde die
Recherche durchgefihrt und grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen der
Verbindung/Zusammensetzung.
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