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(€))) Sammendrag

Fremgangsmater og blandinger for anvendelse deri er
beskrevet for & uttrykke et polypeptid av interesse i en
frocelle som et fusjonsprotein med et olje-
legemeprotein. Pa denne méte oppseker
fusjonsproteinet olje-legemene 1 en frocelle. Olje-
legemet blir lett adskilt fra annet cellemateriale etter
lysing av frecellen, f.eks. ved anvendelse av
oljelegemets fordelings/overflateegenskaper.
Fusjonsproteinet kan isoleres f.eks. ved
affinitetskromatografi ved anvendelse av antistoffer
rettet mot olje-legemeproteinet. Om ensket, kan
polypeptidet av interesse gjenvinnes ved behandling
av fusjonsproteinet med f.eks. en protease som er i
stand til & gjenkjenne et proteolytisk
gjenkjenningssted i olje-legeme-proteinet ner til N-
terminus av polypeptidet av interesse.
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Denne oppfinnelsen vedrarer en fremgangsméte for & oppné ekspresjon av
et peptid av interesse i fro, fusjonspolypeptid fremstilt ifelge fremgangsmaten, kimeer
DNA-konstruksjon som koder for fusjonspolypeptidet, ekspresjonskassett som
omfatter den kimaere DNA-sekvensen, samt plantecelle som omfatter nevnte
ekspresjonskassett. '

Oppfinnelsen vedrarer en fremgangsmaéte for rekombinant fremstilling av et
protein av interesse, og som lett blir renset fra vertscellekomponenter. Det er gitt
eksempler pa fremgangsméaten ved ekspresjon av proteinef av interesse i planter,
saerlig fra, som et kimaart peptid omfattende et olje-legeme-protein og proteinet av
interesse.

Flere forskiellige proteiner er blitt uttrykt i planter. Selv om det er blitt vist at
det vanligvis er greit & oppna ekspresjon av fremmede proteiner i planter, er det
imidlertid noen begrensninger forbundet med & oppnéa rensede proteiner fra denne
kilde. Disse begrensninger omfatter det rensetrinn som er nedvendig for & oppna
rent protein i alt vesentlig fritt for planteavledede materialer, og den nedbrytning som
kan forégé i ekstrakter fremstilt under renseprosessen nar de fremstilte
rekombinante proteiner er i kontakt med vandige buffere.

Oljefrebeerende planter som soyabenner, rapsfra, solsikke og flere andre
plantearter slik som mais, guirot osv., lagrer triglycerider i freene. | planten virker
disse triglycetider som energikilde for et spirende fra og den pafeigende kimplante.
Triglyceridene blir bredt anvendt som vegetabilske oljer i matvarer og ved
tilberedning av mat, og ogsa for noen industrielle anvendelser.

Triglyceridene er ikke blandbare med vann og skiller seg ved a flyte opp pa
overflaten av vandige lesninger, eller ved & danne sma draper eller liposomer som
en suspensjon i den vandige fase. Slike draper vil naturligvis lepe sammen dersom
de ikke stabiliseres med et modifisert overflatesjikt. Denne sammenigping kan fare
til en suspensjon av sméadraper av vilkarlige starrelser. 11ra, nér triglycerid blir
lagret, et oljedrapene i virkeligheten innkapslede lipid- eller oljelegemer vanligvis
med jevn starrelse. Assosiert til overflaten av disse olie-legemer er en halv
enhetsmembran besatt med flere proteiner, vanligvis referert til som olje-legeme-
proteiner. |
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Minst én gruppe av olje-legemeproteiner har noen egenskaper som er godt
konservert mellom artene. Det refereres til denne gruppe at olje-legemeproteiner
som et "oleosin”. De hydrofile N- og C-termini av disse proteiner synes & vaere
ganske avvikende, mens den lipofile indre region (sentralkjernen) synes & veere godt
konservert mellom artene. Oleosinene er sterkt assosiert til olje-legemene; denne
sterke assosiasjon til olje-legemene kan hovedsakelig skyldes den lipofile karakter
av denne sentralkjerne. Det er derfor av interesse & bestemme hvorvidt olje-
legemeproteiner som oleosiner kan vaere anvendelige i en fremgangsmate for
fremstilling av rekombinante proteiner ved & tilveiebringe en mate til separasjon av
de rekombinante proteiner fra planteavledede materialer.

Fremstillingen av fremmede (rekohbinante) peptider i planter er blitt
undersokt ved a bruke flere forskjellige tilnaerminger omfattende
transkripsjonsfusjoner som anvender en kraftig konstitutiv plantepromotor (f.eks. fra
blomkalmosaikkvirus--Sijmons et al. (1990) Bio/Technology, 8:217-221) og kodingen
av et fremmed protein; transkripsjonsfusjoner med organspesifikke sekvenser
(Radke et al. (1988) Theoret. Appl. Genet., 75:685-694); og translasjonsfusjoner
som krever pafalgende spalting av et rekombinant protein (Vander Kerkove et al.
(1989) Bio/Technology, 7:929-932). Fremmede proteiner som er blitt uttrykt i
planteceller omfatter aktive proteiner fra bakterier (Fraley et al. (1983) Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA, 80:4803-4807), dyr (Misra og Gedamu (1989) Theor. Appl. Genet.,
78:161-168), sopp og andre plantearter (Fraley et al. (1983) Proc. Nat'l. Acad. Sci.
USA, 80:4803-4807).

Noen proteiner, vanligvis integrasjonsmarkarer, er blitt uttrykt pa en
vevsspesifikk méate, innbefattet noen i fra (Sen Gupta-Gopalan et al. (1985) Proc.
Nat'l. Acad. Sci. USA, 82:3320-3324); Radke et al. (1988) Theor. Appl. Genet.,
75:685-694). Disse rapporter har konsentrert seg spesifikt om anvendelsen av fro-
lagringsproteinpromotorer som et middel til & aviede fro-spesifikk ekspresjon. Ved &
anvende et slikt system har Vanderkerkove et al. (1989) Bio/Technol., 7:929-932,
uttrykt et hoyverdi peptid (leu-enkephalin) i fro av Arabidopsis thalinana og Brassica
napus. Utbyttet av dette peptid var ganske lavt, men demonstrerer at det er godt
mulig a uttrykke et animalsk peptidhormon i plantevev. Maisoleosin er blitt uttrykt i
fraolje-legemer i Brassica napus transformert med et maisoleosingen. Genet ble
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uttrykt under kontroll av regulatoriske elementer fra et Brassica gen som koder for
napin, et viktig fralagringsprotein. Den temporale regulering og vevsspesifisitet av
ekspresjonen ble rapportert & veere korrekt for en napingenpromotor/terminator. Se,
Lee et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. (USA) (1991) 88:6181-6185.

De sma oljedraper som frembringes i frg, synes alle a vaere av lignende
starrelse, hvilket viser at de er stabilisert (Huang A.H.C. (1985) i Modern Meths.
Plant Analysis, Vol. 1:145-151 Springer-Verlag, Berlin). Ved nesermere undersgkelse
er det blitt funnet at disse ikke er enkle sma olje-draper, mén heller olje-legemer
omgitt av en membran. Disse olje-legemer er gitt forskjellige navn av
elektronmikroskopister, oleosomer, lilpidiegemer og sferosomer (Gurr MI. (1980) i
The Biochemistry of Plants, 4:205-248, Acad. Press, Orlando, Fla). Olje-legemene
hos noen fa arter er blitt student, og den generelie konkiusjon er at de er innkapslet
av en uvanlig "halv-enhets"-membran omfattende ikke et klassisk lipid-dobbeltsjikt,
men heller et enkelt amfofilt sjikt med hydrotobe grupper pa innsiden og hydrofile
grupper pa utsiden (Huang A.H.C. (1985) i Modern Meths. Plant Analysis, Vol.
1:145-151 Springer-Verlag, Berlin).

Analyse av innholdet av lipidlegemer har vist at i tillegg til triglycerid- og
membranmateriale, er det ogsa flere polypeptider/proteiner bundet til overflaten eller
lumen av olje-legemet (Bowman-Vance og Huang (1987) J. Biol. Chem., 262:11275-
11279, Murphy et al. (1989) Biochem. J., 258:285-293, Taylor et al. (1990) Planta,
181:18-26). Olje-legemeproteiner er blitt identifisert i et bredt omrade av taksono-
misk forskjellige arter (Moreau et al. 1980) Plant Physiol., 65:1176-1180; Qu et al.
(1986) Biochem. J. , 235:57-65) og er blitt vist & vaere unikt lokalisert i olje-legemer
og ikke funnet i organeller i vegetativt vev. | Brassica napus (rapsfra) er det minst
tre polypeptider bundet til olje-legemene i freg under utvikling (Taylor et al. (1990),
Planta, 181:18-26). Antallet og sterrelsen av olje-legemebundede proteiner kan
variere fra art til art. | mais finnes det f.eks. to immunologisk adskilte
polypeptidgrupper i olje-legemer (Bowman-Vance og Huang (1988) J. Biol. Chem.,
263:1476-1481). Det er blitt vist at oleosiner omfatter regioner med alternerende
hydrofilisitet, hydrofobisitet og hydrofilisitet (Bowman-Vance og Huang (1987) J. Biol.
Chem., 262:11275-11279). Det er blitt oppnddd aminosyresekvensene av oleosiner
fra mais, rapsfre og guirot. Se hhv. Qu og Huang (1990) J. Biol. Chem., 265:2238-
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2243, Hatzopoulos et al. (1990) Plant Cell, 2:457-467. | et oljefra slik som rapsfre
kan oleosin omfatte mellom 8% (Taylor et al. (1990) Planta, 181:18-26) og 20%
(Murphy et al. (1989) Biochem. J., 258:285-293) av totalt froprotein. Et slikt niva er
sammenlignbart med det som finnes for mange fralagringsproteiner.

Gener som koder for olje-legemeproteiner er blitt rapportert for mais (Zea
mais, Bowman-Vance og Huang (1987) J. Biol. Chem., 262:11275-11279; og Qu og
Huang (1990) J. Biol. Chem., 265:2238-2243), gulrot (Hatzopoulos et al. (1990)
Plant Cell, 2:457-467), Arabidopsis (EMBL Nucleic Acid Sequence Database,
tilgangsnr. X62353, 1992, release 31), var Rooijen, Plant Mol. Biol., 1992, 18, s.
1177-1179, rapsfre (Batchelder et al., J. Exp. Bot. Suppl.) og Brassica (Lee og
Huang, Plant Physiol., 1991, 96: s. 1395-1-397. Lee et al. (PNAS USA, 1991, 88:

s. 6181-6185) beskriver ekspresjon av naturlig maisolesin i rapsfre.

Det tilveiebringes fremgangsmaéter og blandinger for fremstilling av peptider
som lett kan renses fra vertsproteiner. Fremgangsmaten omfatter trinn for
fremstilling av et kimaert DNA-konstrukt som omfatter en sekvens som koder for en
olje-legeme spesifikk sekvens omfattende kodesekvensen for et fre-spesifikt olje-
legemeproteingen, eller en sekvens som koder for minst en porsjon av den
hydrofobe kjene av et olje-legemeprotein, og en kodesekvens for et peptid av
interesse, hvorifra det kan fremstilles en ekspresjonskassett som inneholder det
kimaere DNA-konstrukt; transformering av en vertscelle med ekpresjonskassetten
under genomiske integreringsbetingelser; og dyrking av den resulterende transgene
plante til & frembringe fra, hvori polypeptidet av interesse er uttrykt som et
fusjonsprotein med oleosinet.

Polypeptidet av interesse kan renses ved isolering av olje-legemer fra cellene
i froet, og sprengning av olielegemene slik at fusjonsproteinet blir frigjort. Olje-
legemeproteinet blif deretter lett adskilt fra andre proteiner og planteaviedet
materiale ved faseseparasjon. Eventuelt kan det lokaliseres et spaltingssted i det
minst ett for N-terminus og etter C-terminus i polypeptidet av interesse, hvilket tillater
fusjonspolypeptidet a bli spaltet og adskilt ved faseseparasjon i sine
komponentpeptider. Produksjonssystemet sarger sdledes for malsgking av det
kimeaere peptid ved sin olje-legemeproteinfunksjonalitet til olje-legemene, som i sin
tur tillater hurtig rensing av polypeptidet av interesse. Dette produksjonssytem finner
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anvendelse ved fremstilling av mange peptider slik som dem med farmasoytiske,
enzymiske, rheologiske og adhesive egenskaper. ' _

~ Ifelge den foreliggende oppfinnelse tilveiebringes et fusjonspolypeptid,
fremstilling ifelge fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen i stand til & malseke et olje-

legeme, omfattende:
a) et farste peptid fra et olje-legemeprotein med formelen

aa®-aa®-v-vV-T-L-aa%-P-
A A A T

aa®-G-G-aa®-aa”-L-aa®-L-aa" -

G-l-aa**-L-aa*®-aa"-T-L-1-
S L S VYV

aa® -L-aa®-V-A-T-P-L-aa*-L-
\Y; v

L-F-S-P-V-L-V-P-A-A-L-aa?-aa"-
| | L |

aa™®-aa™®-aa’®-aa”’ -aa’®-G-F-L-

G L
S-aa®®-aa®-2aa%-2a®®-G-V-aa®®-aa®-L-aa”-
T A I I
aa®-aa®-S-aa®-aa® -aa®-aa*-aa'”- aa'”

T

hvor
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aa® kan vaere en hvilken som helst aminosyre;

aa®® er en neytral alifatisk aminosyre;

aa’! er en naytral ikke-substituert alifatisk aminosyre pa fra 3-6 karbonatomer;
aa® er en neytral ikke-substituert alifatisk aminosyre pa fra 3-6 karbonatomer;
aa® er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre pa fra 3-5 karbonatomer;
aa® er en neytral ikke-substituert aminosyre;

aa> er en ngytral alifatisk ikke-substituert aminosyre;

aa*'eren noytral alifatisk ikke-substituert eller oksy-substituert aminosyre;
aa* er en noytral alifatisk ikke-substituert eller oksy-substituert aminosyre;
aa*® er en noytral alifatisk ikke-substituert eller en oksy-substituert aminosyre;
aa¥ er en noytral alifatisk ikke-substituert aminosyre;

aa®! er glycin, leucin, alanin, valin eller isoleucin;

aa™ er alanin, glycin, valin, leucin, isoleucin eller treonin;

aa® er en noytral alifatisk eller aromatisk ikke-substituert aminosyre;

aa’® er treonin, alanin eller leucin;

aa’ er valin, leucin eller treonin;

aa’” er alanin eller glycin;

aa’® er leucin eller treonin; |

aa’® er en noytral alifatisk ikke-substituert eller tio-substituert aminosyre;

aa’’ er isoleucin, alanin eller valin;

aa’® er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre;

aa® er en noytral alifatisk ikke-substituert eller oksy-substituert aminosyre;
aa® er glycin;

aa® er glycin eller alanin;

aa® er fenylalanin eller leucin;

aa® er alanin, treonin eller glycin;

aa”® er alanin eller glycin;

aa® er en noytral alifatisk aminosyre med en oksy-substitusjon;

aa™ er valin eller serin;

aa® er fenylalanin eller leucin;

aa® er en naytral alifatisk tio-substituert aminosyre eller en naytral aromatisk
heterocyklisk aminosyre;
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aa” er en neytral alifatisk ikke-substituert eller tio-substituert aminosyre;

aa® er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre eller en aromatisk oksy-
substituert aminosyre;

aa® kan veere en hvilken som helst aminosyre;

aa'® er en oksy-substituert aminosyre, enten alifatisk eller aromatisk; _
aa'" er en neytral ikke-substituert alifatisk eller aromatisk aminosyre, fusjonert til;

b) et andre peptid med den forutsetning at nevnte andre peptid er forskijellig fra
en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa et fusjonspolypeptid fremstilt
ifelge fremgangsmaten ifelge foreliggende oppfinnelse i stand til & oppsgke et olje-
legeme, kjennetegnet ved at det omfatter:

(a) et forste peptid omfattende en del av et olje-legemeprotein som er tilstrekkelig
til at fusjonspolypeptidet kan oppsake et olje-legeme; og

(b) et andre peptid med det unntak at nevnte andre peptid er forskjellig fra en del
av et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

Fusjonspolypeptidet ifalge foreliggende oppfinnelse kan foretrukket veere et
hvor det forste peptidet omfatter:

(a) den felgende aminosyresekvens:

M-M-G-R-D-R-D-Q-Y-Q-M-S-G-R-G-S-D-Y-S-K-
S-R-Q-1-A-K-A-A-T-A-V-T-A-G-G-S-L-L-V-L-
S-S-L-T-L-V-G-T-V--A-L-T-V-A-T-P-L-L-V-
|-F-S-P-1-L-V-P-A-L-}-T-V-A-L-L-I-T-G-F-
L-S-S-G-G-F-G--A-A-l-T-V-F-S-W-I-Y-K'Y-
A-T-G-E-H-P-Q-G-S-D-K-L-D-S-A-R-M-K-L-G-
S-K-A-Q-D-L-K-D-R-A-Q-Y-Y-G-Q-Q-H-T-G-G-
E-H-D-R-D-R-T-R-G-G-Q-H-T-T; eller

(b) et peptid som har konservative aminosyresubstitusjoner av aminosyre-
sekvensen i (a).
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Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer dessuten en kimeer DNA-
konstruksjon omfattende:
(a) en farste DNA-sekvens som koder en tilstrekkelig del av et clje-legemeprotein
som er gjer fusjonspolypeptidet i stand til & oppseke et olje-legeme; og
(b) enandre DNA-sekvens som koder et peptid med det unntak at nevnte peptid
er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer enn videre en ekspresjonskassett
omfattende :

som komponenter, i transkripsjonsretningen:
- en reguiator DNA-sekvens omfattende en tilstrekkelig del av regionen 5’ til
translasjonsstartsetet av et gen uttrykt i fré for & tilveiebringe ekspresjon av en DNA-
sekvens i fro;
- en kimaer DNA-sekvens som koder et fusjonspolypeptid og omfatter (a) en
ferste DNA-sekvens som koder en tilstrekkelig del av et olje-legemeprotein for &
tilveiebringe oppseking av fusjonspolypeptidet til olie-legemet, nevnte farste DNA-
sekvens inkluderer minst ett restriksjonssete, og {b) en andre DNA-sekvens som
koder et peptid med unntak av at nevnte peptid er forskjellig fra en del av et naturlig
forekommende olje-legemeprotein; og .
- en translasjons- og transkripsjonstermineringsregion;
hvor nevnte komponenter er operativt forbundet og uttrykkes av nevnte kimaere
DNA-sekvens regulert av nevnte regulator-DNA-sekvens.

Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer foretrukket en ekspresjonskassett
omfattende:
- et olje-legemeprotein (OBP : oil body protein) gen som inkluderer en
tilstrekkelig del av regionen ' til translasjonsstartstedet for a tilveiebringe ekspresjon
av nevnte genien fracelle og som inkluderer minst ett restriksjonssete mellom
umiddelbart 5’ til kodonet for det initierende metioninet og &' til
translasjonsstoppsignalet av nevnte OBP-gen, og
- en DNA-sekvens innskudd i nevnte restriksjonssete i leseramme med nevnte
OBP-gen, hvor nevnte DNA-sekvens koder et peptid som er forskjellig fra en del av
et naturlig forekommende olje-legemeprotein.
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Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer dessuten i en foretrukket utferelse
en ekspresjonskassett omfattende:

en ferste DNA-sekvens sorﬁ koder for et peptid under forutsetning av at
nevnte peptid er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-
legemeprotein, innskutt i leseramme i et olje-legemeprotein (OBP) -gen som
inkluderer en tilstrekkelig del av regulatorregionen 5' til translasjonsstarisetet av
nevnte OBP-gen for 4 tilveiebringe ekspresjon av nevnte gen i fra, hvor nevnte
sekvens er innskutt ved et sete i nevnte gen slik at det uttrykkes under nevnte
regulatorregion.

| enda et ytterligere aspekt tilveiebringer foreliggende opfinnelse en
plantecelle kjennetegnet ved at den omfatter ekspresjonskassetten i henhold til
foreliggende oppfinnelse.

Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer enn videre en fremgangsméte til &
oppna ekspresjon av et peptid av interesse i fro, kjennetegnet ved at
fremgangsmaten omfatter:

tfansformering av en vertsplantecelle med en ekspresjonskassett under
genomiske integrasjonsbetingelser, hvor nevnte ekspresjonskassett omfatter som
komponenter, i transkripsjonsretningen, en farste DNA-sekvens omfattende en
tilstrekkelig del av regionen 5’ til translasjonsstartsetet av et gen uttrykt i fre for &
oppna ekspresjon av en DNA-sekvens i fre; en andre DNA-sekvens som koder en
tilstrekkelig del av et olje-legemeprotein for a tilveiebringe oppseking av peptidet av
interesse il et olje-legeme, nevnte andre DNA-sekvens inkiuderer minst ett naturlig
eller syntetisk restriksjonssete inn i hvilket er innskutt i leseramre en tredje DNA-
sekvens som koder et peptid av interesse med det unntak at nevnte peptid er
forskjellig fra en de! av et naturlig forekommende olje-legemeprotein; og en
translasjons- og transkripsjonstermineringsregion, hvor nevnte komponenter er
operativt forbundet, og ekspresjon av nevnte andre DNA-sekvens er regulert av
nevnte farste DNA-sekvens for & oppna ekspresjon i fra.

Den foreiiggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa i en foretrukket utfarelse en
fremgangsmate for & oppna et renset peptid av interesse, kjennetegnet ved at
nevnte fremgangsmate omfatter:
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transformering av en vertsplantecelle med en DNA-konstruksjon under
genomiske integrasjonsbetingelser, hvor nevnte DNA-konstruksjon omfatter en
farste DNA-sekvens som koder for et peptid av interesse, under forutsetning av at
nevnte peptid er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-
legemeprotein, innskutt i leseramme inn i olje-legemeprotein (OBP) -genet som
inkluderer en tilstrekkelig del av regulatorregiohen 5' til translasjonsstartsetet av
nevnte OBP-gen for & oppna ekspresjon av nevnte gen i fre, hvor nevnte sekvens er
innskutt i et sted i nevnte gen slik at ekspresjon av nevnte DNA-sekvens kontrolleres
av nevnte regulatorregion, hvor nevnte DNA-konstruksjon blir integrert inn | genomet
av nevnte plantecelle;

dyrking av nevnte plante for & proddsere fra, hvor nevnte peptid av interesse
uttrykkes som et fusjonsprotein med ekspresjonsproduktet av nevnte OBP-gen;

isolering av olje-legemer fra cellene av nevnte fra,

wdelegging av nevnte olje-legemer, hvor nevnte fusjonsprotein blir frigjort; og

rensing av nevnte peptid av interesse.

KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

Fig. 1A viser nukleotidsekvensen og den avledede aminosyresekvens (17
kDa protein) for et olje-legemeproteingen (oleosin) fra Arabidopsis thaliana.
Understreket er de direkte gjentagelser (R1 og R2) og den omvendte gjentagelse
(T), et CACA, TATA, TAAT og polyadenyleringssignaler. Intronsekvensen er trykket
med sma bokstavtyper, og et antatt ABA-bindingssted er angitt med fete typer.

Fig. 1B viser en sammenligning av sekvensene i olje-legeme 16 Kd protein fra
gulrot, et 18 Kd og et 16 Kd olie-legemeprotein fra mais og et 17 Kd clje-
legemeprotein fra Arabidopsis thaliana som viser konserverte og avvikende regioner
av proteinene; aminosyresekvensense er innrettet for & vise konserveringen av
sekvensen i den sentrale region av proteinene.

Fig. 2 viser konstrukter anvendt for fusjon av olje-legemeproteingener med
gener som koder for fremmede peptider. 1A er en C-terminal fusjon av et gnsket
peptid til OBP; IB er en N-terminal fusjon av et gnsket peptid til OBP; Il er en indre
fusjon av et ensket peptid innenfor OBP; og HI er en inter-dimer translasjonsfusjon
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av gnsket peptid innelukket mellom to i alt vesentlig fullstendige olje-legemeprotein-
malsgkingsekvenser. | den gvre del av figuren (A) er vist DNA-konstruktene
anvendt for translasjonsfusjoner a\) gnskede peptider til olje-legemeproteiner. [ den
nedre ned av figuren {B) er vist konfigurasjonene av genproduktene, vist pa den
gvre del av translasjonen og avgivelsen til olje-legemene. Nokkelen til figuren er
som fgiger: boks skravert nedenfra til venstre - oppover mot heyre representerer en
OBP-promotor eller annen fraspesifikk promotor; boks skravert nedentra til hoyre -
oppover mot venstre representerer en ansket peptidkodende sekvens; apen boks
representerer en olje-legeme-proteinkodende sekvens eller syntetisk malseking
sekvens basert pa OBP-konserverte motiver; vertikalt og horisontalt skravert boks
representerer en genterminator inneholdende et polyadenyleringssignal; skravernt
sirkel representerer et proteasegjenkjenningsmotiv; korketrekkerlinje representerer
en naturlig C- eller N-terminal av OBP.

Fig. 3 viser et detaljert arrangement for konstruksjon av en C-terminal fusjon.

Vist i arrangementet er en sekvens som koder for et
koIlageﬁasegjenkjenningsmotiv, som en linker ved fusjonen av et typisk olje-legeme-
proteingen og et fusjonspeptid, som skal sammenkobles her ved anvendelse av et
Ncol, for kloning og ekspresjon i planter.

Fig. 4 viser skjematisk fremgangsmaéten for konstruksjon av
fusjonspeptidvektorer, deres innfering i planter og pafelgende ekstraksjon og
analyse av det snskede rekombinante peptid.

Fig. 5 viser en skjematisk fremstilling av konstruksjonen av pCGOBPILT.
Boksen med den brutte linje representerer en oleosinpromotor; boksen skravert
ovenfra tit venstre - nedover mot heyre representerer en oleosinkodende sekvens;
den horisontali og vertikalt skraverte boks representerer et intron; den stiplede boks
representerer en 3' ikke-translatert sekvens; og boksen skravert grovere ovenfra til |
venstre - nedover mot hayre representerer en interleukin-1-B-sekvens uistyrt med en
sekvens som koder for et proteasespaltesete (faktor Xa eller thrombin umiddelbart
oppstroms). '

Fig. 6 viser design av oligonukleotid GVR11. Figur 6A representerer den 3'-
kodende sekvens for A. thaliana oleosinet, translasjonelt sammensmeltet med
sekvensen som koder for faktor Xa/IL-1-8, etterfulgt av et TAA-stopp-kodon. For
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ytterligere kloningsformal er inkludert et Pvul og Sall
restriksjonsenzymgjenkjenningssete. - Dannelsen av et Pvul-restriksjonssete
resulterte i den ytterligere kodesekvens for et alanin (ala). Understreket er
restriksjonsenzymgjenkjenningssekvensene. Overstreket er A. thaliana oleosin-
sekvensene og faktor Xa-gjenkjenningssekvensen. Det aktuelle spaliested er angitt
med en (*). | figur 6B er vist sekvensen for GVR11. For & lage en fusjon med A.
thaliana-oleosinet, ma primeren GVR11 vaere en sekvens som er komplementzer til
toppstrengen.

Figur 7 viser nukleotidsekvensen for OBPILT. Understreket er den sekvens
som koder for {L-1-B; den sekvens som koder for faktor Xa gjenkjenningssetet er
angitt med fete typer. Nopalinsyntaseterminatorsekvensen er angitt med sma
bokstavtyper.

lfeige den foreliggende oppfinnelse tilveiebringes fremgangsmaéter og
blandinger for fremstilling av peptider som lett kan renses. Den aktuelle
fremgangsmate omfatter trinn for fremstilling av en ekspresjonskassett inneholdende
DNA-sekvenser som koder for en tilstrekkelig del av en olje-legemespesifikk
sekvens, slik som et oleosin, for a tilveiebringe malseking til et olje-legeme og
peptidet av interesse; transformering av ekspresjonskassetten inn i en
plantecellevert; generering av en transgen plante og dyrking av denne for &
frembringe fra, hvori det kimzere protein blir uttrykt og translokalisert til olje-
legemene. Det kimaere peptid omfatter peptidet av interesse og et olje-
legemeprotein som f.eks. et oleosin. Peptidet av interesse er vanligvis et fremmed
peptid som normalt ikke blir uttrykt i fre eller funnet pa olje-legemet. Anvendelsen av
et olje-legemeprotein som baerer eller malsakingmidde! tilveiebringer en enkel
mekanisme for & oppna rensing av det fremmede protein. Det kimzere protein blir
separert bort fra thedmengden av celluleert protein i et enkelt trinn (som f.eks.
sentrifugering eller flotasjon); proteinet er ogsa beskyttet fra nedbrytning under
ekstraksjonen, eftersom separasjonen ogsa fjerner ikke-spesifikke proteaser fra
kontakt med olje-legemene. Det gen som koder for det fremmede peptid kan vaere
avledet fra en hvitken som helst kilde, inklusive planter, bakterier, sopp eller dyr.
Helst bor det kimaere peptid inneholde sekvenser som tillater avspalting av peptidet
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av interesse fra oleosinet. Fremgangsniéten kan anvendes til & uttrykke flere
forskijellige peptider som deretter lett kan renses. ,

Mélsgking av et fremmed, rékombinant protein til olje-legemet innebeerer flere
fordeler, innbefattet falgende. Proteinet kan skilles fra hovedmengden av
celleinnholdet etter cellelyse ved sentrifugering. Olje-legemefraksjonen vil flyte pa
overflaten av ekstraktet. Proteinet kan eventuelt tilveiebringes med en peptidlinker
inneholdende et proteasegjenkjenningssete. Dette tillater frigjgring av peptidet fra
olje-legemet. Proteinet kan innferes i et rekombinant polypeptid pa en slik mate at
det er innenfor en lipofilt bevart region. Dette farer til internalisering av det
rekombinante peptid i olje-legemet, hvilket beskytter det mot proteaseangrep.

Ekspresjonskassetten vil vanligvis omfatte i 5'-3'-retningen av transkripsjonen,
en transkripsjons- og translasjonsregulerende region som har evne til ekspresjon i
fre under utvikling, kjennetegnet ved promotoren og oppstremsregioner i forbindelse
med et olje-legemeprotein, som vil tilveiebringe ekspresjon av det kimaere protein i
fra, en DNA-sekvens som koder for et kimeert peptid omfattende en amino-
syresekvens for a tilveiebringe et olje-legememalsgkingmiddel og et protein av
interesse, og en transkripsjons- og translasjonstermineringsregion som er
funksjonelle i planter. Ett eller flere introner kan ogsa veere tilstede.

Den olje-legemespesifikke sekvens finner analogi i fragmenter av olje-
legemeproteiner, seerlig oleosiner. Den olje-legemespesifikke sekvens kan vaere
den samme som den for en sekvens oppnaelig fra et olje-legemeprotein, eller som
har tilstrekkelig homologi til & tilveiebringe den gnskede malsgking av et protein av
interesse til et olje-legeme. Ved "oppnaelig" menes en aminosyresekvens som kan
veere naturlig, syntetisk eller en kombinasjon, tilstrekkelig lik en naturlig olje-
legemeproteinaminosyresekvens til & gi den enskede malsgking. Av saerlig
interesse er det sentrale hydrofobe domenet i olje-legemeproteiner som synes &
veere sveert godt bevart blant forskjellige plantearter, og fragmenter derav og
homologe sekvenser pa aminosyreniva.

Den aviedede aminosyresekvens for et Arabidopsis thaliana olje-

legemeprotein er som fglger:
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90 ’ 100
1~5-8~G~-G~F-G-I1-A~A~-I-T-V-F~S-W-I-Y~K*Y-
110 ' 120

130 140
S-K-A~Q-D-L-K-D~R~A~Q-Y-Y~G-Q-Q-H~T-G-G—

150
E-H-D-R-D-R-T-R-G~G-Q-H~T-T

Aminosyrene fra ca. 25-101 omfatter det sentrale hydrofobe domenet.
Av saerlig interesse som et mélsgkingmiddel for noen anvendelser er olje-

legemespesifikke sekvenser eller fragmenter derav med folgende formel som sgrger
s for malsgking til et olje-legeme: '

pp'- aa*- aa*- v ~ V- T - L~ aa®- P~
A A A T

aa¥- G- G- aa* - L- L- aa¥- L- aa‘l-
M

G-I - aa*— L- aa*- aa*’~- T - L ~-1I
S L s Vv v
aa’- L- aa®- V- A- T- P- L - aa®” - L -
' ' v

L - F- 8- P-V - L- V- P- A—- A - L, - aa”® -
I I L I
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aa’ - aa’ - aa’ - aa’ - aa’”® - G- F~- L-
G L '

S - S-aa¥ ~ G-V -aa¥ -aa”% ~-L -8 -
T I I T

aa® aa”™ - s - aa” - aa” - aa® - aa® -

aalOO - aalol - pp

hvori:

PP og PP? er de samme eller forkjellige, og kan vaere de samme som eller
forskjellige fra et naturlig olje-legemeprotein, vanligvis forskjellige; de kan vasre
hydrogenatomer, og angi den terminale del av det angitte polypeptid eller kan veere
polypeptider som har en total p& opptil 1000 aminosyrer, mer vanligvis opp til ca.
500 aminosyrer, og kan ha en total pa sa fa som 1 aminosyre, eller kan individuel
eller sebarat veere polypeptider med fra 1-100 aminosyrer, mer vanligvis fra ca. 1-75
aminosyrer, naermere bestemt fra ca. 5-50 aminosyrer; disse polypeptider vil ha
spesifikke anvendelser til & modifisere en szerlig beskrevet sekvens for et
forutbestemt formal;

aa® kan vaere en hvilken som helst aminosyre, szerlig en ngytral alifatisk
aminosyre, vanligvis med 3-6 karbonatomer, nzermere bestemt leucin eller alanin;

aa® er en neytral alifatisk aminosyre, szerlig alanin eller en
hydroksysubstituert aminosyre med fra 3-4 karbonatomer, seerlig treonin eller en
basisk aminosyre med fra 5-6 karbonatomer, saerlig lysin; '

aa®' er en ngytral usubstituert alifatisk aminosyre med fra 3-6 karbonatomer,
seerlig alanin, valin eller leucin eller en aromatisk usubstituert aminosyre, seerlig
fenylalanin;

aa® er en naytral usubstituert alifatisk aminosyre med fra 3-6 karbonatomer,
seerlig alanin, valin eller leucin eller en oksy-substituert alifatisk aminosyre, szerlig

treonin;
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aa®eren neytral alifatisk usubstituert aminosyre med fra 3-5 karbonatomer,
seerlig leucin eller en noytral alifatisk oksy-substituert aminosyre med fra 3-4
karbonatomer, seerlig treonin eller serin;

aa¥ eren ngytral usubstituert aminosyre, seerlig leucin eller en tio-substituert
aminosyre, saerlig metionin; '

aa™ er en noytral alifatisk usubstituert aminosyre, seerlig valin eller en
aromatisk usbustituert aminosyre, saerlig fenylalanin;

aa*! er en noytral alifatisk usubstituert eller oksysubstituert aminosyre, seerlig
alanin, leucin eller serin;

aa* er en naytral alifatisk usubstituert eller oksysubstituert aminosyre, szerlig
alanin, isoleucin eller treonin;

aa® er en noytral alifatisk usubstituert aminosyre eller en oksy-substituert
aminosyre, saarlig alanin, valin eller treonin;

aa* er en noytral alifatisk usubstituert aminosyre, saerlig glycin eller alanin;

aa” er en ngytral alifatisk eller aromatisk usubstituert amionsyre, seerlig
leucin eller fenylalanin;

aa’® er en noytral alifatisk usubstituert eller tio-substituert aminosyre, seerlig
alanin, leucin eller metionin;

aa’® er en noytral alifatisk usubstituert aminosyre, saerlig alanin eller en
neytral alifatisk aminosyre som har en tio- elle ren oksy-substitusjon, seerlig metionin
eller treonin;

aa® eren neytral alifatisk usubstituert eller oksysubstituert aminosyre, saerlig
glycin, serin eller treonin;

aa™ er en noytral alifatisk aminosyre med en oksy-substitusjon, szerlig serin
eller treonin;

aa®eren neytral alifatisk tio-substituert aminosyre eller en ngytral aromatisk
heterocyklisk aminosyre, seerlig tryptofan;

aa” er en noytral alifatisk usubstituert eller tio-substituert aminosyre, szerlig
valin, leucin, isoleucin eller metionin,

aa® er en noytral alifatisk usubstituert aminosyre eller en aromatisk
oksysubstituert aminosyre, saerlig alanin, leucin eller tyrosin;

aa® kan vaere en hvilken som helst aminosyre;
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aa'® er en oksy-substituert aminosyre, enten alifatisk eller aromatisk, saerlig
tyrosin eller treonin;

aa'® eren neytral usubstituert alifatisk eller aromatisk aminosyre, szerlig
alanin, leucin eller fenylalanin.

Av seerlig interesse som en kilde for DNA som koder for sekvenser som er i
stand til a tilveiebringe malseking til et olje-legemeprotein, er olje-
legemeproteingener oppnéelige fra Arabidopsis eller Brassica napus som sgrger for
ekspresjon av proteinet av interesse i fro (se Taylor et al. (1990) Planta, 181:18-26).

De nadvendige regioner og amionsyresekvenser for a tilveiebringe mélsgkingevne
til olje-legemet synes a veere den svzert hydrofobe sentrale region av olje-
legemeproteiner.

For & identifisere andre olje-legemeproteingener som har de enskede
egenskaper, hvor et olje-legemeprotein er blitt eller er isolert, kan proteinet
sekvenseres delvis, slik at en probe kan utformes for & identifisere mMRNA. En slik
probe er saerlig verdifull dersom den er utformet for malseking av den kodende
region i det sentrale hydrofobe domene som er sveert godt konservert hos flere
forskjellige plantearter. Folgelig kan en DNA eller RNA-probe for denne regionen
veere saerlig anvendelig for & identifisere‘kodesekv-enser for olje-legemeproteiner fra
andre plantearter. For ytterligere & eke konsentrasjonen av mRNA kan det
fremstilles cDNA, og dette cDNA subtraheres med mRNA eller cDNA fra celler som
ikke frembringer oljelegemer. Det resterende cDNA kan deretter anvendes for
probing av genomet for komplementaere sekvenser, ved anvendelse av et
hensiktsmessig bibliotek fremstilt fra planteceller. Sekvenser som hybridiserer
cDNA under stringente betingelser kan deretter isoleres.

I noen tilfeller som beskrevet ovenfor, ved anvendelse av en olje-
legemeproteingenprobe (bevart region), kan det anvendes en probe direkte for
screening av et cDNA-genomisk bibliotek og identifisering av sekvenser som
hybridiserer til proben. Isoleringen kan ogsé gjennomfares ved en standard immu-
nologisk screeningteknikk av et fre-spesifikt cDNA-ekspresjonsbibliotek. Det kan lett
oppnas antistoffer for olje-legemeproteiner ved anvendelse av
rensefremgangsmaéten og antistoff-fremstillingsprotokollen beskrevet av Taylor et al.
(Planta, (1990) 181, 18-26). Screening av cDNA-ekspresjonsbibliotek ved
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anvendelse av antistoffer blir giennomfert i alt vesentlig ved anvendelse av
teknikkene til Huynh et al. (1985, i DNA Cloning, Vol. 1, A Practical Approach,
redaktor D.M. Glover, IRL Press, pAp. 49-78). Bekreftelse av sekvens blir lettet ved
den hgye konservering som finnes i den sentrale hydrofobe region (se fig. 1). DNA-
sekvensering ved fremgangsmaten ifelge Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
(1977) 74:5463-5467) eller Maxam og Gilbert (1980, Meth. Enzymol., (.1980) 65:497-
560) kan gjennomferes pa alle antatte kloner og gjennomferte
homologiundersgkelser. Homologi av sekvenser som kodér for det sentrale
hydrofobe domenet er vanligvis > 70%, bade pa aminosyre- og nukleotidnivd mellom .
forskjelligé arter. Dersom et antistoff er tilgjengelig, kan det ogsa gjennomfores
bekreftelse av sekvensidentitet ved hybridvalgs- og translasjonseksperimenter fra frg
mRNA-preparater som beskrevet av Sambrook et al. (Molecular Cloning, (1990) 2nd
utgave, Cold Spring Harbor Press, pp. 8-49 til 8-51).

cDNA-kloner laget fra frg kan screenes ved anvendelse av cDNA-prober laget
fra de bevarte koderegioner fra hvilket som helst tilgjengelig olje-legemeproteingen
(f.eks. Bowman-Vance og Huang (J. Biol. Chem., (1987) 262:11275-11279). Det
utvelges kloner som har mer intens hybridisering med fra DNA sammenlignet med
kimplante cDNA. Screeningen blir gjentatt for & identifisere et bestemt cDNA
assosiert med olje-legemer i fre under utvikling, ved anvendelse av direkte
antistoffscreening eller hybridvalg og translasjon. mMRNA komplementzert til det
spesifikke cDNA er fravaerende i annet vev som er testet. cDNA anvendes deretter
for screening av et genombibliotek, og det velges ut et fragment som hybridiserer til
det aktuelle cDNA.

For & oppna ekspresjon av det kimzere gen i fre kan det anvendes en
transkripsjons-initieringsregulatorisk region og en translasjons-initieringsregulatorisk
region av ikke-translaterte 5'-sekvenser, "ribosombindingsseter”, ansvarlige for
binding av mRNA til ribosomer og translasjonsinitiering som kan oppnas fra hvilket
som helst gen fortrinnsvis uttrykt i fra. Eksempler pa slike gener omfatter
fmlagringsprotéiner som f.eks. fra napin (Josefsson et al., J. Biol. Chem., (1987)
262:12196-12201; Scofield S.R. og Crouch M.L. J. Biol. Chem. (1987) 262:12202-
12208). Fortrinnsvis kan regionen oppnas fra et olje-legemeprotein (olje-
legemeproteiner fra Arabidopsis, gulrot (Hatzopoulos et al., supra) eller mais (Huang



10

15

20

25

30

19

et al. 1987 og 1990 supra). Denne regionen omfatter vanligvis minst 100 bp 5' til
translasjonsstarten av kodesekvensen for det strukturelle gen, opp til 2,5 kb 5' til den
samme translasjonsstart. Det foretrekkes at alle av de transkripsjons- og
translasjonsfunksjonelle elementer i initieringskontrollregionen er avledet fra eller er
oppnaelige fra det samme gen. Ved "oppnaelig” menes en DNA-sekvens som er
tilstrekkelig lik den for en naturlig sekvens til & tilveiebringe den gnskede spesifisitet
for transkripsjon av DNA-sekvensen som koder for det kimzere protein. Den
inkluderer naturlige og syntetiske sekvenser, og kan veere en kombinasjon av
syntetiske og naturlige sekvenser.

Transkripsjonsnivaet bor vaefe tilstrekkelig til & gi en mengde av RNA som er i
stand til & resultere i et modifisert fre. Ved "modifisert fre" menes fre som har en
pavisbart forskjellig fenotype fra et fre av en ikke-transformert plante av den samme
an, f.eks. en som ikke har den aktuelle ekspresjonskassett i sitt genom. Forskjellige
forandringer i fenotype er av interesse. Disse forandringer omfatter overekspresjon
av olje-legemeprotein eller OBP-akkumulering pa olje-legemet eller i cytoplasmaet
av det resulterende kimaere protein.

Polypeptidet av interesse kan vaere et hvilket som helst protein og omfatter
f.eks. et enzym, en antikoagulant, et neuropeptid, et hormon, eller adhesiv forlaper.
Eksempler p& proteiner omfatter interleukin-1-8, antikoagulanten Hirudin, enzymet
B-glukuronidase eller et enkelt-kjedet antistoff omfattende en translasjonsfusjon av
Vu- eller Vi -kjedene av et immunoglobulin. DNA-sekvensen som koder for
polypeptidet av interesse kan vaere syntetisk, naturtig aviedet, eller kombinasjoner
derav. Avhengig av karakteren eller kilden for det DNA som koder for polypeptidet
av interesse, kan det veere enskelig & syntetisere DNA-sekvensen med
planteforetrukne kodoner. De planteforetrukne kodoner kan bestemmes ut i fra
kodonene med hayest frekvens i proteinene uttrykt i sterst mengde i de seerlige
plantearter av interesse som vensplante.

Den termineringsregion som anvendes, vil farst og fremst vaere én som er
beleilig, siden i mange tilfeller termineringsregioner synes & vzere relativt utbyttbare.
Termineringsregionen kan vaere naturlig med transkripsjonsinitieringsregionen, kan
vaere naturlig med den DNA-sekvens som koder for polypeptidet av interesse, eller
kan veere avledet fra en annen kilde. Beleilige termineringsregioner er tilgjengelige
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fra Ti-plasmidet av A. tumefaciens, som f.eks. oktopinsyntase- og nopalin-
syntasetermineringsregionene. ‘ :

Ligering av DNA-sekvensen. som koder for malsgkingsekvensen til genet som
koder for peptidet av interesse, kan forega pa forskjellige mater omfattende
terminale fusjoner, interne fusjoner, og polymere fusjoner. | alle tilfeller utferes
fusjonene slik at de ikke avbryter leserammen for olje-legemeproteinet og slik at de
unngér eventuelle translasjonsstoppsignaler i eller naer sammenfoyningene. De
forskjellige typer av terminale og interne fusjoner er vist i fig. 2 sammen med en
fremstilling av deres konfigurasjoner in vivo.

| alle de beskrevne tilfeller ville ligeringen av det gen som koder for peptidet
fortrinnsvis inkludere en linker som koder for et proteasemalmotiv. Dette ville tillate
frigjering av peptidet etter ekstraksjon som et fusjonsprotein. Potensielie spalteseter
som kunne anvendes er gjenkjenningsmotiver for trombin (leu-val-pro-arg-gly)
(Fujikawa et al., Biochemistry (1972) 11:4892-4899), for faktor Xa (phe-glu-gly-arg-
aa.) (Nagai et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, (1985) 82:7252-7255) eller
kollageriase (pro-leu-gly-pro) (Scholtissek og Grosse Gene (1988) 62:55-64).

Ved hensikismessige manipuleringer, som f.eks. restriksjon, tilbaketygging
eller fylling i overheng for a tilveiebringe butte ender, ligering av linkere, eller
lignende, kan det tilveiebringes komplementaere ender av fragmentene for
sammenfeyning og ligering. Ved utferelse av de forskjellige trinn anvendes kloning
for & oppformere DNA-mengden og tillate analyse av DNA for a sikre at
operasjonene har foregatt pa korrekt mate. En rekke forskjellige kloningsvektorer er
tilgjengelige, hvor kloningsvektoren omfatter et replikasjonssystem funksjonelt i E.
coli, og en marksr som tillater utvelgelse av de transformerte celler. lllustrerende
vektorer omfatter pBR332, pUC-serien, M13mp-serien, pACYC184, osv..
Sekvensen kan saledes innsettes i vektoren i et hensiktsmessig restriksjonssete(r),
det resulterende plasmid anvendes til transformering av E. colFverten, E. coli dyrkes
i et hensikismessig naeringsmedium og cellene hestes og lyses og plasmidet
gjenvinnes. Anélysen kan involvere sekvensanalyse, restriksjonsanalyse,
elektroforese eller lignende. Etter hver manipulering kan DNA-sekvensen som skal
anvendes i den endelige konstruksjon begrenses og sammenfoyes med den neste
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sekvens, hvor hver av de partielle konstruksjoner kan klones i de samme eller
forskjellige plasmider. _

Flere teknikker er tilgjengelige for innfaring av DNA i en plantecellevent..
F.eks. kan de kimaere DNA-konstruksjoner innfares i vertsceller oppnadd fra to-
frobladede planter, som f.eks. tobakk, og oljeholdige arter, som f.eks. Brassica
napus ved anvendelse av standard Agrobacterium vektorer ved en
transformasjonsprotokoll som f.eks. den som er beskrevet av Moloney et al., Plant
Cell Rep., (1989) 8:238-242 eller Hinchee et al. Bio/Technol., (1988) 6:915-922; eller
andre teknikker kjent for fagfolk pa dette omrédet. F.eks. har anvendelsen av T-
DNA for transformasjon av planteceller fatt betydelig oppmerksomhet og er rikelig
beskrevet i EPA serie nr. 120, 516; Hoeke'ma, I: The Binary Plant Vector System
Offset-drukkerij Kanters B.V., Alblasserdam, 1985, kapittel V, Knauf, et al., Genetic
Analysis of Host Range Expression by Agrobacterium, I: Molecular Genetics of the
Bacteria, Plant interaction, Puhler, A. redakter, Springer-Verlag, NY, 1983, p. 245,
og An et al., EMBO J. (1985), 4:277-284. Eksplantater kan dyrkes beleilig med A.
tumefaciens eller A. rhizogenes for a tillate overfaring av transkripsjonskonstruktet til
plantecellene. Etter tranformasjon ved anvendelse av Agrobakterier blir
plantecellene dispergert i et hensiktsmessig selektivt medium for seleksjon, dyrket til
kallus, skudd blir dyrket og smaplanter regenerert fra kallus ved dyrking i
rotingsmedium. Agrobacterium-verten vil inneholde et plasmid som har de vir-gener
som er ngdvendige for overfaring av T-DNA til plantecellene og kan eller kan ikke ha
T-DNA. For injeksjon oQ elektroporasjon (se nedenfor) kan desarmerte Ti-plbasmider
(som mangler tumorgenene, seerlig T-DNA-regionen) innfares i plantecellen.

Anvendelsen av ikke-Agrobacterium-teknikk tillater anvendelse av
konstruktene beskrevet heri til & oppna transformasjon og ekspresjon i en rekke
forskjellige én-frebladede og to-frebladede planter. Disse teknikker er saerlig
anvendelige for arter som er vanskelig & behandle i et Agrobacterium-
transformasjonssystem. Andre teknikker for genoverfaring omfatter biolistikk
(Sanford, Trends in Biotech. (198'8) 6:299-302), elektroporasjon (Fromm et al.
(1985) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 82:5824-5828; Riggs og Bates (1986), Proc.
Nat'l. Acad. Sci. (USA) 83 5602-5606 eller PEG-mediert DNA-opptak (Potrykus et al.
(1985) Mol. Gen. Genet., 199:169-177).
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Som veriscelle kan det anvendes celler fra hvilken som helst av flere
frebzerende planter, hvori cellene er aviedet fra plantedeler som f.eks. stengel, blad,
rot, eller frg eller reproduksjonss_trﬁkturer ifalge arten. Cellene kan veere isolerte
celler eller plantedeler, f.eks. bladskiver. | en spesifikk anvendelse, som f.eks. for
Brassica napus, vil vertscellene vanligvis vaere avledet fra frebladede stilker som
beskrevet av Moloney et al. Plant Cell Rep., (1989) 8:238-242). Andre eksempler
som anvender kommersielle oljefre omfatter transtormasjon av frgblad i
soyabgnneeksplantater (Hinchee et al. Biotechnology, (1988) 6:915-922) og
transtormasjon av bomulisstilker (Umbeck et al. Biotechnology, (1981) 5:263-266).

Etter transformasjon blir cellene, f.eks. som bladskiver, dyrket i selektivt
medium. Nar skuddene begynner & komme frem, blir de skaret ut og plassert pa
rotingsmedium. Etter at det har dannet seg tilstrekkelige retter, blir plantene overfart
til jord. Antatte transformerte planter blir deretter testet for tilstedevaerelse av en
marker. Southemn blotting blir giennomfert pa genomisk DNA ved anvendelse av en
hensiktsmessig probe, f.eks. et A. thaliana oleosingen, for & vise at det har foregétt
integrerihg av de onskede sekvenser i vertscellegenomet.

Ekspresjonskassetten vil normalt bli sammenfoyet med en marker for
seleksjon i planteceller. Markeren kan beleiligvis vaare motstand mot et herbicid,
seerlig et antibiotikum, som f.eks. kanamycin, G418, bleomycin, hygromycin,
kioramfenikol e.l.. Den szerlig anvendte marker vil veere én som vil tillate seleksjon
av transformerte celler sammenlignet med celler som mangler det DNA som er blitt
innfart.

Fusjonspeptidet i ekspresjonskassetten konstruert som beskrevet ovenfor,
uttrykker seg i alle fall fortrinnsvis i fre under utvikling. Falgelig blir transformerte
planter dyrket ifolge vanlig mate tillatt & sette fre. Se f.eks. McCommick et al. Plant
Cell Reports (1986) 5:81-84. Northern blotting kan utfares ved anvendelse av en
hensiktsmessig genprobe med RNA isolert fra vev, hvori transkripsjon er ventet &
forekomme, slik som et freembryo. Starrelsen av transkriptene kan deretter
sammenlignes med den antatte starrelse for fusjonsproteintranskriptet.

Olje—le_gemeproteiner blir deretter isolert fra froet, og analyser gjennomfert for
a bestemme at fusjonspeptidet er blitt uttrykt. Analysene kan f.eks. vaere ved
PAGE. Fusjonspeptidet kan pavises ved anvendelse av et antistoff mot oleo-
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sindelen av fusjonspeptidet. Starrelsen av det oppnadde fusjonspeptid kan deretter
sammenlignes med den antatte starrelse av fusjonsproteinet. _

To eller flere generasjoner év transgene planter kan dyrkes, og enten
bestoves med den samme transformerte stamme eller forskjellige stammer, hvilket
identifiserer det resulterende hybfid som har de gnskede fenotypiske egenskaper,
for & sikre at den aktuelle fenotypiske egenskap blir stabilt opprettholdt og arvet, og
deretter kan frgene hgstes for isolering av peptidet av interesse eller for anvendelse
til & gi fre med den nye fenotypiske egenskap. |

Det gnskede protein kan ekstraheres fra fro som er homo- eller heterozygote
for den innfgrte egenskap, ved flere forskjellige teknikker, omfattende anvendelse av
et vandig, bufret ekstraksjonsmedium og en mate til oppmaling, nedbrytning,
pulverisering eller pd annen mate sprengning av cellene i fraene. De ekstraherte frg
kan deretter adskilles (f.eks. ved sentrifugering eller sedimentering av greten) i tre
fraksjoner: et sediment eller en ulgselig pellet, en vandig supematant, og et
ovenpéflytende "skum" omfattende frelagringslipid og olje-legemer. Disse olje-
Iegemef inneholder bade naturlige olje-legemeproteiner og kimeere olje-legeme-
proteiner, sistnevnte inneholdende det fremmede peptid. Olje-legemene blir skilt fra
de vannlgselige proteiner og slemmet opp igjen i vandig buffer. "

Dersom en linker omfattende et proteasegjenkjenningsmotiv er blitt inkludert i
ekspresjonskassetten, blir det tilsatt til resuspensjonsbufferen en protease spesifikk
for gjenkjenningsmotivet fremstilt ved tranlasjon av linkersekvensen. Dette frigjer
det ngdvendige peptid til den vandige fase. Et andre sentrifugeringstrinn vil nu
gjenflottere de bearbeidede olje-legemer med sine tilknyttede proteiner og etterlate
en vandig lgsning av det nedvendige peptid. Det snskede peptid kan felles ut,
modifiseres kjemisk eller lyofiliseres ifolge dets egenskaper og enskede
anvendelser.

| visse anvendelser behgver det ikke veere nedvendig & fierne det kimaere
protein fra olje-legemeproteinet. En slik anvendelse ville omfatte tilfeller hvor
fusjonspeptidet' inkluderer et enzym som er tolerant mot N- eller C-terminale fusjoner
og beholder sin aktivitet; slike enzymer kunne anvendes uten ytterligere spalting og

‘rensing. Det kimaere enzym-OBP ville bringes i kontakt med substrat som et

fusjonsprotein. Det er ogsa mulig om gnsket & rense enzym OBP-fusjonsproteinet
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ved anvendelse av en immunoaffinitetskolonne omfattende et immobilisert
hoytiterantistoff mot OBP (se, f.eks. Taylor et al., (1990) supra).

Andre anvendelser for den foreliggende oppfinnelse er som faiger. Olje-
legemeproteiner omfatter en hey prosentandel av totalt fraprotein, saledes er det
mulig & anrike fraet for visse gnskelige egenskaper som f.eks. hayt lysin, hayt metio-
nin, 0.l., ganske enkelt ved & gjere fusjonsproteinet rikt pd aminosyrene av
interesse. Det som kunne finne anvendelse av saerlig interesse er modifikasjon av
kom og komprodukter som anvendes enten direkte eller indirekte som naeringskilder
for mennesker og husdyr, innbefattet kveg og fjeerfe. Det kan vaere mulig a
innbefatte som fusjonspeptid et enzym som kan assistere ved pafelgende
bearbeiding av oljen eller melet ved konvénsjonell knusing og ekstraksjon av oljefrg,
f.eks. inklusjon av et termostabilt lipidmodifiserende enzym som ville holde seg aktivt
ved de forhoyede knusetemperaturer som anvendes til frabearbeiding, og saledes
addere verdi til det ekstraherte triglycerid- eller proteinprodukt. Andre anvendelser
av fusjonéproteinet er & innbefatte anvendelse til & forbedre avlingens agronomiske
sunnhet. F.eks. kunne et insekticidprotein eller en del av et immunoglobulin
spesifikt for et jordbruksskadedyr som f.eks. en soppcellevegg eller -membran,
kobles til olje-legemeproteinet og saledes redusere angrep pé fraet av et bestemt
planteskadedyr.

Falgende eksempler tilbys som illustrasjon.

EKSPERIMENTELT
Eksempel 1
Ekspresjon av terminale fusjoner av fremmede peptider
med olje-legemeproteiner

A. C-terminale fusjoner

En genomisk klon av et olje-legemeproteingen inneholdende minst 100 bp 5'
til translasjonsstarten blir klonet inn i en plasmid beerer som har evne til replikasjon i
en egnet bakterievert (f.eks. pUC eller pBR322 i E. coli). Et restriksjonssete er
plassert i regionen som koder for den hydrofile C-terminale del av genet. | et 19 kDa
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OBP vil denne region typisk strekke seg fra kodonene 125 til enden av klonen. Det
ideelle restriksjonssetet er unikt, men dette er ikke absolutt essensielt. Dersom intet
beleilig restriksjonssete er plassert i denne reigon, kan det innfgres ett ved den sete-
rettede mutagenesefremgangsmate til Kunkel, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, (1985)
82:488-492. Den eneste betydelige begrensning for innfgringen av dette setet er at
det ma plasseres 5' til translasjonsstoppsignalet for OBP-klonen.

Med denne muterte klon pa plass kan det fremstilles en syntetisk
oligonukleotidadapter som inneholder kodesekvens for et proteasegjenkjenningssete
som f.eks. Pro-Leu-Gly-Pro eller en multimer derav. Dette er gjenkjenningssetet for
proteasekollagenase. Adapteren ville bli syntetisert pa en slik mate at den vil gi: et
4-base overheng pa 5'-enden forlikelig med restriksjonssetet i 3'-enden av OBP-
klonen, et 4-base overheng pa 3'-enden av adapteren for & lette ligering til
kodesekvensen for det fremmede peptid og om nadvendig ytterligere baser for a
sikre at det ikke blir noe rammeskift i overferingen mellom OBP-kodesekvensen,
proteasegjenkjenningssetet og kodesekvensen for det fremmede peptid. Et typisk
arrangement for en slik fusjon er vist i fig. 3. Eksemplet vist her anvender et
eksisterende Xho1-sete naer stoppkodonet for et guirot OBP (Hatzopoulos et al.
Plant Cell, (1990) 2:457-467). Dette blir spaltet og kan ligeres med en adapter
konstruert fra de to beskrevne oligonukleotider. Denne adapter vil danne et perfekt
Xho1-overheng i en ende, og vil ikke sprenge translasjonsrammen. Den andre ende
danner et Nco1 overheng som er vilkarlig valgt (en hvilken som helst seks-base-
kutter vil veere tilstrekkeiig), men som omslutter en ATG fra det enskede fremmede
peptid.

Det endelige ligeringsprodukt vil inneholde et nesten komplett OBP-gen,
kodesekvens for kollagenase-gjenkjenningsmotiv og koderegionen for det enskede
peptid, alle i en enkel leseramme. Dette tredelte fragment blir klonet inn i et
Agrobacterium binzaert plasmid (Bevan Nucl. Acid Res., (1984) 12:8711-8721) et slikt
som finner bred anvendelse til overfaring av fremmed DNA til planter (Fraley et al.,
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, (1983) 80:4803-4807) og dette anvendes til
transformering av oljefraplanter som f.eks. rapsfre ved anvendelse av
fremgangsmaten til Moloney et al., Plant Cell Rep., (1989) 8:238-242) eller en
lignende fremgangsmate. Transgene planter kan gjenvinnes fra dette
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transformeringseksperiment, og disse blir dyrket til blomstring. Deretter setter
plantene fro ved selvbefruktning. _

Freene far nd modenhet (60-80 dager) og blir deretter hgstet og malt i vandig
ekstraksjonsbuffer (Taylor et al., Planta, (1990) 181:18-26). Vellingen blir .
sentrifugert ved 5000 xg i 20 min. og vil gi et overflateskum. Dette skum blir igjen
gjenvunnet og slemmet opp ved kraftig rysting i en kollagenaseassaybuffer
(Scholtissek og Grosse, Gene (1988) 62:55-64). Fem enheter av kollagenase blir
tilsatt, og suspensjonen inkubert under omristing i 4 timer. Etter denne tid blir
suspensjonen igjen sentrifugert ved 5000 xg i 20 min. Overflateskummet fjernes og
proteininnholdet i den vandige fasen analysert ved SDS-polyakrylamidgel-elektro-
forese. Dersom det finnes et band av om lag sterrelsen av det nedvendige peptid,
kan proteinet utfelles ved anvendelse av ammoniumsulfat, konsentreres ved

anvendelse av ultrafiltrering eller lyofiliseres.

B. N-terminale fusjoner

Den hydrofile N-terminale ende av olje-legemeproteiner tillater fusjonen av
peptider til N-terminalen, mens det fremdeles garanteres at det fremmede peptid
ville bli beholdt pa den ytre overflate av olje-legemet. Konfigurasjonen av slike
fusjoner er vist i fig. 2IB. .

Denne konfigurasjonen kan konstrueres fra lignende utgangsmateriale som
anvendt for C-terminale fusjoner, men krever identifikasjon av et beleilig
restriksjonssete i neerheten av translasjonsstarten for olje-legemeproteingenet. Et
beleilig sete kan dannes i mange olje-legemeproteingener uten noen forandring i
kodesekvensen, ved innfaring av en enkelt baseforandring bare 5' til den forste
'‘ATG'. | olje-legemeproteiner sa langt studert vil den andre aminosyre veere alanin
som har et kodon som begynner med en "G". Rammen for sekvensen er vist
nedenfor:
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A-C overgang her gir Ncol-~sete

+
3 . . . TC TCA ACA ATG GCA . . . gulrot OBP
3 , . . CG GCA GCA ATG GCG . ., . mais 18KDa OBP

En enkelt baseforandring i adeninet far 'ATG' ville gi i begge tilfeller . . .
CCATGG . . . som er et Nco1-sete. Modifikasjon av denne base ved anvendelse av
den seterettede mutageneseprotokoll til Kunkel (Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, (1985)
82:488-492) vil saledes fremstille denne klon for anvendelse under forutsetning av
ingen andre Nco1-seter i sekvensen.

Kodesekvensen for det fremmede peptid kan kreve fremstiliing som vil tillate
dets ligering direkte inn i Nco1-setet. Dette kan typisk kreve en enkel eller to-base-
modifikasjon ved seterettet mutagense (Kunkel, 1985, supra) for & generere et
Nco1-sete omkring translasjonsstarten for det fremmede peptid. Dette peptid blir
deretter skaret ut fra sin kloningsbeerer ved anvendelse av Nco1 og et andre enzym
som kutter i neerheten av mélet translasjonsstopp. Ved anvendelse av
fremgangsmatene beskrevet ovenfor kan det igjen innferes et andre beleilig sete
ved seterettet mutagenese. Det er blitt antydet av Qu og Huang (1990, supra) at det
N-terminale metionin kunne fiernes under bearbeiding av proteinet in vivo, og at
alaninet umiddelbart nedstrams for dette kunne acyleres. For & ta vare pa denne
mulighet kan det veere nedvendig & beholde Met-Ala-sekvensen i den N-terminale
ende av proteinet. Dette kan lett oppnas ved anvendelse av forskjellige strategier
som innferer et beleilig restriksjonssete i kodesekvensen i eller etter Ala-kodonet.
Ved sete-rettet mutagenese kunne sekvensene f.eks. modifiseres som falger:

3’ ... TC TCA ACA ATG GCA GAA CGA GGC ACT TAT .....
muterer til Narl

3 ... TC TCA ACA ATG GCA CGA GGc [GCe lTAT

SphI
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Denne forandring av et enkelt kodon ville innfare et Sph1-sete i
kodesekvensen. En andre forandring som kunne innfares under den samme
mutageneserunde ville omdanne td baser i kodon 6 til & gi GGC GCC, et Nar1-sete.

Defte muterte gen kunne sa dpnes med Sph1 og Nart under dannelse av et rettet
kloningkutt som ville eliminere tre kodoner. Inn i dette setet kunne det innfares en
adapter inneholdende et 3' overheng med sekvensen CATG ... (forlikelig med Sph1)
og et GC 5' overheng i den motsatte ende. Den presise sekvens for denne adapter
er vist nedenfor:

Sphl - Narl
n ganger

CCG CTC GGT CCG| GG
CTACG GGC GAG CCA GGC|CCGC

Denne adapter ville gjendanne bade Sph1 og Nar1 restriksjonssetene som
kunne anvendes for diagnostiske formél. Sph1-setet kunne nu anvendes til 4 apne
plasmidet og klone i rammen et DNA-fragment omsluttende sekvensen for et
anvendelig peptid. Orienteringen av kloningen kunne deretter analyseres ved &
kutte i et hvilket som helst asymmetrisk plassen sete og Nar1 i plasmidet.

De resulterende konstruksjoner fra disse N-terminaie fusjoner ville veere
typiske for eksemplene IB i figur 2. De ville inneholde en OBP-promotorsekvens, en
i-rammefusjonen i de ferste fa kodoner av OBP-genet av en heyverdi-peptidkodende
sekvens med sitt eget ATG som startsignal om nedvendig, og resten av' OBP-genet
09 terminatoren.

Dette modifiserte gen blir innfert i et binzert Agrobacterium plasmid (Bevan,
(1984), supra) og mobilisert inn i Agrobacterium. Transformasjoner blir gjennomfart
som beskrevet ovenfor. Gjenvinning av heyverdipeptidet fra fra blir giennomfert
som beskrevet for “C-terminale fusjoner".

C. Inteme translasjonsfusjoner



20

25

29

En tredje type fusjon involverer plassering av en heyverdi-peptidkodende
sekvens internt til kodesekvensen for OBP. Denne type fusjon krever den samme
strategi som i N-terminale fusjoner, men kan bare veere funksjonell med
modifikasjoner i regioner med lav konservering, ettersom det blir antatt at regioner
med hoy bevaring i disse OBP-er er essensielle for malseking av det modne protein.

Hovedforskjellen i denne type fusjon er nedvendigheten av flankering av
kollagenasegjenkjenningsseter for avgivelse av proteient. Dette betyr at istedenfor
standard kollagenase linker/adaptersystemer sa langt beskrevet, er det nedvendig &
ha en linker med falgende form:

n ganger n ganger

Kohesiv CCG CTC GGT CCG Restrik- CCG CTC GGT
ende 1 GGC GAG CCA GGC sjonssete | GGC GAG CCA GGC| ende 2

De kohesive ender 1 og 2 ville bli anvendt til a klone adapteren inn i en OPB-
klon pa rettet mate. Det nestede restriksjonssete blir deretter anvendt til innfering av
kodesekvensen for heyverdipeptidet, flankert av hensiktsmessige restriksjonsseter
eller linkere. Orienteringen kontrolleres ved anvendelse av et asymmetrisk plassert
restriksjonssete i kodesekvensen for hayverdipeptidet og ett av de to restrik-
sjonsseter som flankerer kodesekvensen for kollagenasegjenkjenningsmotivet.

Mobilisering av disse konstruksjoner til Agrobacterium-plasmider og deretter
til planter er identisk med den tidligere beskrevne fremgangsmaten. Gjenvinning av
heyverdiproteinet fra freene av transgene planter er noe forskjellig, ved at etter at
olje-legemene er blitt isolert og vasket kan det vaere ngdvendig & delipidere olje-
legemene for & fa adgang til kollagenasegjenkjenningsstedene som kunne vaere
giemt p4 innsiden av olje-legemet i lipidfasen. Dette trinn kan redusere visse
fordeler ved anvendelse av olje-legemeproteiner som baerere, men kan pa den
annen side vaere svan beleilig for proteinsekvenser som er labile i vandig medium
eller i plantecytoplasma.
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D. Inter-dimere translasjonsfusjoner

Det er mulig & danne en konstruksjon, hvori hele kodesekvensen for OBP blir
gjentatt. Et dimert protein fremstilt.fra denne konstruksjon kan fremdeles inneholde
alle de nodvendige faktorer for malseking av OBP til olje-legemet. En slik
konstruksjon ville inneholde en promotorregion, en hel eller nesten fullstendig apen
leseramme for et OBP, men utelukke translasjonsstoppen, og deretter-en fullstendig
apen lessramme for et andre OBP, denne gang utstyrt med et translasjons"stopp”
0g en terminatorregion.

Ved konstruksjonen av dette kimaere gen blir det enten funnet eller dannet et
par av ulike restriksjonsseter i sammenknytningsregionen for de to kopier. Disse
seter anvendes til & muliggjere innfering av en linker slik som det er beskrevet
ovenfor for inteme translasjonsfusjoner. Linkeren inneholder ikke bare sett av
kollagenasegjenkjenningsmotiver, men ogsa et indre restriksjonssete, hvori det kan
nestes en sekvens som koder for et hoyverdiprotein. Formen av denne
konstruksjonen er vist i fig. 2 lll. Mobilisering av denne konstruksjon til
Agrobaéterium og deretter til planter er neyaktig som ovenfor. Gjenvinning av
heyverdiproteinet fra fre av de transformenrte planter ville bli gjennomfert ved
anvendelse av den samme fremgangsmate som beskrevet for C-terminale fusjoner
ovenfor.

Eksempel 2
Strateqi for kloning og ekspresjon av
Interleukin-1-B {IL-1-B) som en fusjon

med oleosiner i planter

A. Kloning og sekvensering av et Arabidopsis thaliana oleosingen

Et Brassica napus oleosingen (Murphy et al, (1991) Biochim Biophys Acta
1088: 86-94) ble anvendt til screening av et genomisk bibliotek av A. thaliana (cv.
Columbia) i EMBLASA (Stratagene). Screeningen resulterte i isolering av et
EMBLA3A-klon (A2.1) inneholdende et 15 kb genomisk fragment fra A. thaliana.
Oleosinet ble kartlagt innenfor et 6,6 kb Kpnl-innskudd, innenfor deite 15 kb
fragment (fig. 5). Et 1,8 kb Ncol/Kpnl-fragment inneholdende oleosingenet ble
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endefylt og subkionet i Smal-setet av RFM13mp19. 1,8 kb-innskuddet ble spaltet
med hensiktsmessige restriksjonsenzymer og subklonet i M13mp19 for
sekvensering. 1800 bp-sekvensen av A. thaliana oleosingenet er presentert i fig. 1a.
Alle kloningsfremgangsmatene ble utfart ifelge Sambrook et al., (1989) (Molecular
Cloning: A laboratory manuai 2nd ed. Cold Spring Haber Laboratory Press.)

B. Design av et oligonukleotid som koder for IL-1-B

IL-1-B bestar av 9 aminosyrer (aa); val-gin-gly-glu-glu-ser-asn-asp-lys (Antoni
et al., (1986} J. Immunol. 137:3201-3204). Proteasefaktoren Xa kan spaite en
proteinsekvens som inneholder aa-sekvensen ile-glu-gly-arg. Spaltingen finner sted
etter aminosyren arg. Basert p& disse sekvenser ble det utformet et ofigonukleotid
(GVR11, fig. 5), som i tillegg il IL-1-B-kodesekvensen inneholder kodesekvensen for
faktor Xa-spaltestedet, og 18 nukleotider av 3'-koderagionen av A. thaliana oleosinet
(baseposisjon 742-759). IL-1-B-kodesekvensen ble utformet ved anvendelse av
optimal kodonanvendelse for B. napus og A. thaliana oleosinet (tabell 1).
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C. Dannelse av en A. thaliana oleosin-IL-1-B-fusjon

Basert pa sekvensen:

5' CACACCAGGAACTCTCTGGTAAGC 3'
(baseposisjon: -838 til -814), ble oligonukleotid GVR10

5' CACTGCAGGAACTCTCTGGTAAGC 3'

utformet. GVR10 inneholder et Psti-restriksjonssete (understreket) for & lette
kloningen. Polymerasekjedereaksjonen (PCR) ble anvendt til oppformering av
regionen mellom GVR10 og GVR11. Reaksjonsblandingen inneholdt: 16 pl dNTPs
(1,25 mM), 10 pl 10X PCR-buffer (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCL, 15 mM
MgCly, 0,1% (v/v) gelatin), 5 ul GVR11 (20 uM), 1 pl Tag DNA-polymerase (1 u/ul)
og 64 pl H,O. Reaksjonen ble utfert i 30 cykler. Hver syklus bestod av 1 min.
denaturering ved 92°C, 1 min. avherding ved 45°C og 3 min. forlengelse ved 72°C.
PCR-reaksjonen ga et enkelt fragment med 1652 nukleotider.

D. Kloning av A. thaliana oleosin-IL-1-8 (OBPIL) fusjonen

En 5' Sall-nopalinsyntase (nos) terminator-EcoRl 3'-sekvens ble isolert fra
pBIi121 (Clontech laboratories) og klonet inn i Sal/EcoRlI-setene av pUC19.
Plasmidet ble kalt pTerm. 1652 bp-fragmentet (beskrevet i C.) ble isolert og spaltet
med restriksjonsenzymene Pstl og Sall. Dette fragment ble klonet i pTerm. Det
resulterende plasmid ble kalt pUCOBPILT (fig. 5). Dette plasmid ble spaltet med
EcoRl og Pstl og resulterte i den spaltede pUC19-vektor og EcoRI-A. thaliana
oleosin-IL-1-B - nos -Pstl fusjonen Pstl (OBPILT). Den komplette sekvens av
OBPILT er vist i fig. 7. OBPILT ble subklonet i EcoRI/Pstl-setene av pBluescript+.
Dette plasmid (pBIOBPILT) ble spaltet med Pstl og Hindlll, og Pstl-OBPILT-Hindlll-
fragmentet ble subklonet i et binaert Agrobacteriumplasmid (Bin 19) (Bevan, M.,
(1984) Nucl. Acid. Res. 12: 8711-8721) inneholdende en seleksjonsmarkar
(neomycinfosfotransferase og Pstl-Hindlll unike seter. Det resulterende plasmid ble
kalt pPCGOBPILT. En skjematisk fremstilling av kloningsfremgangsmaten er vist i fig.

5. For beskrivelser av forskjellige bingere plasmider, se, pGA642 eller 645; An et al.
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(1985) EMBO. J. 4 277-288 eller pPCGN1558 eller 1559; MacBride og Summerfeldt
(1990) Plant. Molec. Biol. 14 269-276.

F.Transformering av pCGOBPILT til Agrobacteriumstammen EHA101

En enkelt EHA101 koloni (Hood et al., (1986) J. Bact. 168:1291-1301) ble
anvendt til & inokulere 5 ml av LB+100 pg/ml kanamycin. Denne kultur ble dyrket i
48 timer ved 28°C. Denne 5 ml kultur ble anvendt til inokulering av 500 ml av
LB+100 pg/mi kanamycin. Denne kultur ble dyrket ved 28°C inntil kulturen nadde en
tetthet pa OD600=0,5 (ca. 4 timer). Cellene ble deretter spunnet ned (10 min., 5000
x g) og slemmet opp igjen i 500 mi sterilt H>O (gjentatt 2x). Cellene ble spunnet
igjen og resuspendert i 3 mi sterilt H,O inneholdende 10% glycerol. 40 pl av cellene
ble alikvotert | Eppendorf rar, og enten anvendt direkte for elektroporasjon, eller
lagret ved -80°C for fremtidig anvendelse. Elektroporasjon ble utfort ifelge Bower et
al., Nucl. Acid. Res. (1988) 16 6127-6145. Pulsgeneratoren var satt pa en
kondensator pa 25 yF, 2,5 kV og 200 ohm i parallell med provekammeret.

G.Transformering av Nicotiana tabacum (tobakk) med pCGOBPILT

Det EHA 101-holdige pPCGOBPILT ble anvendt til transformering av skiver av
tobakkblad. Atte til ti centimeter lange tobakkblader ble tatt fra drivhusdyrkede
planter, sterilisert i 70% etanol i 20 sekunder og deretter i 10% blekeveeske {som
f.eks. Javex) i 8 min.. Bladene ble deretter skylt 6 ganger med sterilt vann.
Bladkantene, samt midtstilken ble skaret ut fra bladene, og de gjenvaerende blad ble
oppdelt i 5x7 mm firkanter eller skiver med en diameter p4 5 mm. Ca. 30 bladskiver
ble oppsamlet og plassert i en liten petriskal. Agrobacterium-lgsningen ble deretter
helt over tobakk-skivene, og inkubering foretatt i 9 min.. Bladskivene ble deretter
blottet pa sterilt Whatman filterpapir og plassert med den abaksiale side ned, pa
medium | (Ms; 3% sukrose og 2 mg/l 2,4-D). Ko-dyrking foregikk i de folgende 48
timer. Pa dette punkt ble bladskivene overfart til seleksjonsmedium (MD, 3%
sukrose, 2,5 mg/l Ba, 0,1 mg/l NAA, 500 mg/| karbenicillin, og 100 mg/l kanamyecin)
hvor de ble holdt i de neste 3-4 uker. Nar skuddene begynte & komme frem ble de
skaret av og plassert i rotingsmedium (MS, 3% sukrose, 0,1 mg/l NAA, 500 mg/l-
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karbenicillin, og 50 mg/l kanamycin). Etter at det hadde dannet seg tilstrekkelige
rotter, ble tobakksplantene overfort til jord.

H. Transformasjon av B. napus med pCGOBPILT
Transformasjonen av B. napus ble utfert ifelge Moloney et al., (1989)

PlanCell Rep, 8:238-242, hvilken beskrivelse er inkorporert heri ved referanse.

Transformasjonsfremgangsmate

Enkeltkolonier av Agrobacterium tumefaciens stamme EHA 101
inneholdende det binasre plasmid ble dyrket over natten ved 28°C i AB medium. En
50 ul preve av denne suspensjon ble dyrket over natten ved 28°C i 5 ml av MG/L
substrat supplementert med hensiktsmessige antibiotika. Denne bakterie-
suspensjon ble pelletert ved sentrifugering i 15 min. ved 10.000 x g, og deretter
slemmet opp igjen i 10 ml av MS medium inneholdende 3% sukrose og ved pH 5,8.
En tynn film av denne suspensjon ble anvendt til & dekke bunnen av en 5 cm petri-
skal. Individuelle utskarne kotyledoner ble tatt fra platene beskrevet ovenfor, og den
kappede overflate av deres petioler ble dykket ned i denne bakteriesuspensjon i et
par sekunder. De ble umiddelbart returnert til de samme MS-platene hvorifra de var
blitt tatt. Kotyledonene ble kodyrket med Agrobacterium i 72 timer. Ingen fadersjikt
ble anvendt.

Etter ko-dyrking ble kotyledonene overfert til regenereringsmedium omfattene
MS-medium supplementert med 20 uM benzyladenin, 3% sukrose, 0,7% fytagar, pH
5,8 og 500 mg/l karbenicillin (Pyopen, Ayerst) og 15 mg/l kanamycinsulfat
(Boehringer-Mannheim). Igjen ble petiolene omhyggelig innbedded i agaren til en
dybde av 2 mm. Utplatingstettheten ble holdt p& 10 eksplantater pr. plate. Heyere
tettheter reduserer regenerasjonshyppigheten.

Seleksjon og planteregenerering

Eksplantatene ble holdt p& regenereringsmedium under lys- og
temperaturbetingelser spesifisert ovenfor i 2-3 uker. | lgpet av denne tid kom det til
syne mange skudd péa over halvparten av eksplantatene med relativt liten callus-

dannelse. Noen av disse skudd undergar bleking etter den fjerde dyrkingsuke. De
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gienveerende grenne skudd ble subdyrket pa skuddforlengelsesmedium som var det
samme som regenerasjonsmedium minus benzyladeninet. En eller to uker pa dette
medium tillot etablering av apikal dominans fra de dannede skuddklyriger. De
saledes dannede skudd ble overfert til "rotings"-medium inneholdende MS medium,
3% sukrose, 2 mg/l indolsmersyre, 0,7% fytagar og 500 mg/l karbenicillin. Intet
kanamycin ble anvendt pa dette trinn, ettersom det ble funnet at det foregikk raskere
rotetablering uten seleksjonsmidlet, mens sveert fa "flukttilfeller” i virkeligheten
lykkedes i & rote seg etter de to seleksjonsrunder pa régenererings- og

skuddforlengelsesmedium.

|.Stabil integrering av OBPILT i tobakk- og B. napus-genomene

Antatt transformerte planter ble testet for neomycin-fosfotransferaseaktivitet.
Genomisk DNA fra planter som viste denne aktivitet ble isolert. Southern blotting ble
gjennomfert for & demonstrere at sekvensene mellom T-DNA-grensene (OBPILT og
neomycin-fosfotransferase-gen) ble stabilt integrert inn i genomene av B. napus og
tobakk. Tobakk Southern ble probet med A. thaliana oleosingenet, og
neomycinfosfotransferasegenet. B. napus Southem ble probet med neomycin-
fosfotransferasegenet.

J.Ekspresjon av oleosin-IL-1-B-fusjonen i tobakksplanter

RNA ble isolert fra embryo under utvikling oppnadd fra transformerte og ikke-
transformerte planter. Northern blotting ble utfart ved anvendelse av A. thaliana-
oleosinet som genprobe. | alle de testede transformerte planter kunne det pavises
et 850 nt transkript. Sterrelsen av disse transkripter tilsvarer den forventede
storrelse av oleosin-IL-1-8 mRNA. Disse transkripter kunne ikke pavises i de ikke-
transformerte planter.

K.Akkumulering av oleosin-IL-1-B-proteinet

Olje-legemeproteiner ble isolert fra transformerte tobakksfre (Holbrook et al.,
(1991) Plant Physical 979:1051-1058. PAGE ble gjennomfert, og proteinet ble
overfert fra gelen til PVDF-membraner. Et antistoff som ble fremstilt mot et 22 kDa

oleosin av B. napus, ble anvendt til pavisning av oleosin-IL-1-B-fusjonen i
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tobakksfraene. Dette antistoff gjenkjenner alle hovedoleosinene i B. napus og A.
thaliana. Dessuten vil dette antistoff gjenkjenne tobakk-oleosinene. Tobakk-
oleosiner har sterrelser som er forskjellige fra A. thaliana- og B. napus-oleosinene. |
de transformerte tobakksfra kunne anti-22 kDa antistoffet gjenkjenne et 20 kDa-
protein, som ikke var tilstede i det ikke-transformerte tobakksfra. Den forutsette
starrelse av oleosin-IL-1-B-fusjonen er 20,1 kDa. Et sammendrag av resultatene er
vist i tabell 2.

Ved & uttrykke et peptid av interesse konjugert til et olje-legemeprotein, eller
en tilstrekkelig del derav for & greie & komme frem til olje-legemene, kan peptidet av
interesse lett bli renset slik at det er i alt vesentlig fritt for andre cellekomponenter.
Fusjonsproteinet kan spaltes etter rensing, eller kan anvendes uten spalting. De
aktuelle fremgangsmater og blandinger gir en rask, enkel fremgangsmate til rensing
av et polypeptid av interesse.

Alle publikasjoner og patentsgknader nevnt i denne beskrivelse er inkorporert
heri ved referanse i den samme utstrekning som om hver enkelt publikasjon eller

patentsgknad spesifikt og individuelt var angitt & vaere inkorporert ved referanse.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for & oppna ekspresjon av et peptid av interesse i fro,
karakterisert ved atfremgangsmaten omfatter:

transformering av en vertsplantecelle med en ekspresjonskassett under
genomiske integrasjonsbetingelser, hvor nevnte ekspresjonskassett omfatter som
komponenter, i transkripsjonsretningen, en farste DNA-sekvens omfattende en
tilstrekkelig del av regionen 5' til translasjonsstartsetet av et gen uttrykt i fre for &
oppna ekspresjon av en DNA-sekvens i frg; en andre DNA-sekvens som koder en
tilstrekkelig del av et olje-legemeprotein for & tilveiebringe oppsgking av peptidet av
interesse til et olje-legeme, nevnte andre DNA-sekvens inkluderer minst ett naturlig
eller syntetisk restriksjonssete inn i hvilket er innskutt i leseramme en tredje DNA-
sekvens som koder et peptid av interesse med det unntak at nevnte peptid er
forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein; og en
translasjons- og transkripsjonstermineringsregion, hvor nevnte komponenter er
operativt forbundet, og ekspresjon av nevnte andre DNA-sekvens er regulert av
nevnte forste DNA-sekvens for & oppna ekspresjon i frg.

2. Fremgangsmate i henhold tilkrav 1, karakterisert ved at minst én

av nevnte regulator og nevnte farste DNA-sekvens kommer fra Arabidopsis thaliana.

3. Fremgangsmate for & oppnd ekspresjon av et peptid av interesse i frg ifalge
krav1, karakterisert ved atnevnte fremgangsmate omfatter:

transformering av en vertsplantecelle med en DNA-konstruksjon under
genomiske integrasjonsbetingelser, hvor nevnte DNA-konstruksjon omfatter en
farste DNA-sekvens som koder for et peptid av interesse med det unntak at nevnte’
peptid er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein
innskutt i leseramme inn et olje-legemeprotein (OBP) -gen som inkluderer en
tilstrekkelig del av regulatorregionen 5' til translasjonsstartsetet av nevnte OBP-gen
for & tilveiebringe ekspresjon av nevnte gen i fra, hvor nevnte sekvens er innskutt
ved et sete i nevnte gen slik at det uttrykkes under nevnte regulatorregion, hvor

nevnte DNA-konstruksjon blir integrert inn i genomet av nevnte plantecelle; og
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dyrke nevnte plante for & produsere fro, hvor nevnte polypeptid av interesse
uttrykkes som et fusjonsprotein med ekspresjonsproduktet av nevnte OBP-gen.

4, Fremgangsmate i henhold til krav 3, karakterisert ved atden
ytterligere omfatter:
isolering av nevnte fusjonsprotein fra olje-legemer i celler av nevnte fra.

5. Fremgangsméfe i henhold til krav 4, kara kterisert ved atnevnte
isolering omfatter:
lyse av celler av nevnte frg for & frigjore nevnte olje-legemer; 09
edelegging av nevnte olje-legemer hvor nevnte fusjonsprotein blir frigjort.

6. Fremgangsméte i henhold til krav 5, karakterisert ved atnevnte
isolering videre omfatter: |

a kontakte nevnte fusjonsprotein med en protease i stand til 4 gjenkjenne et
proteasegjenkjennelsessete i nevnte fusjonsprotein lokalisert for N-terminalen av
nevnte peptid av interesse.

7. Fremgangsmaéte i henhold tiikrav 6, karakterisert ved at
yiterligere omfatter:

for nevnte kontakting bindes nevnte fusjonsprotein til en fast fase omfattende
et antistoff i stand til 4 binde til ekspresjonsproduktet av nevnte OBP-gen.

8. Fremgangsmate ifalge krav 1 til & oppné et renset peptid av interesse,
karakterisert ved atnevnte fremgangsmate omfatter:

transformering éw en vertsplantecelle med en DNA-konstruksjon under
genomiske integrasjonsbetingelser, hvor nevnte DNA-konstruksjon omfatter en
farste DNA-sekvens som koder for et peptid av interesse, under forutsetning av at
nevnte peptid er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-
legemeprotein, innskutt i leseramme inn i olje-legemeprotein (OBP) -genet som
inkluderer en tilstrekkelig del av regulatorregionen 5' til translasjonsstartsetet av
nevnte OBP-gen for & oppna ekspresjon av nevnte gen i fra, hvor nevnte sekvens er
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innskutt i et sted i nevnte gen slik at ekspresjon av nevnte DNA-sekvens kontrolleres
av nevnte regulatorregion, hvor nevnte DNA-konstruksjon blir integrert inn i genomet
av nevnte plantecelle; '
dyrking av nevnte plante for & produsere fre, hvor névnte peptid av interesse
uttrykkes som et fusjonsprotein med ekspresjonsproduktet av nevnte OBP-gen;
isolering av olje-legemer fra cellene av nevnte fro, '
odelegging av nevnte olje-legemer, hvor nevnte fusjonsprotein blir frigjort; og
rensing av nevnte peptid av interesse.

9. Fremgangsmate i henhold til krav 8, karakterisert ved atnevnte
peptid av interesse er forskjellig fra et peptid som kodes av et plantegenom.

10. Fremgangsmaéte i henhold tilkrav 9, karakterisert ved atnevnte
peptid av interesse er forskjellig fra et peptid naturlig tilstede i et olje-legeme.

11. Fremgangsméte i henhold til krav 10, karakterisert ved atnevnte
isolering omfatter:

a oppsamle en olje-legemefraksjon, etterfulgt av lyse av cellene fra nevnte
fro.

12.  Fremgangsméte ifalge krav 1 for & oppna et peptid av interesse i et olje-
legeme, karakterisert ved atnevnte fremgangsmate omfatter :
ekspresjon av nevnte peptid i fre som et fusjonspolypeptid med en
tilstrekkelig del av et olje-legemeprotein for & oppné oppseking av nevnte
fusjonspolypeptid av nevnte olje-legeme, med det unntak at nevnte peptid er
forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

18. Fremgangsmé@e i henhold til krav 12, karakterisert ved atnevnte
fusjonspolypeptid er et fusjonspolypeptid i henhold til et hvilket som helst av kravene
14-21.
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14.  Fusjonspolypeptid fremstilt ifelge fremgangsmatenikrav1, karakterise
rt ved atdet eristand til & malsgke et olje-legeme, omfattende:

a) et forste peptid fra et olje-legemeprotein med formelen

aa®-aa®-Vv-v-T-L-aa*-P-
A A A T

aa®-G-G-aa¥-aa¥-L-aa*-L-aa" -

G-l-aa*-L-aa*-aa*-T-L-1I-
S L S Vvy

aa® -L-aa®-V-A-T-P-L-aa*®-L-
Vv \Y)

L-F-S-P-V-L-V-P-A-A-L-aa’?-aa”-
| | LI

aa’*-aa-aa®-aa”’ -aa’®-G-F-L-

G L
S-aa®-aa%-aa®®-aa®*-G-Vv-aa®-aa®-L-aa*-
T | |
aa93 _ aa94 - S _ aags _ aa97 - aa98 - aa99 - aa100 - aa101

T
hvor

aa® kan vaere en hvilken som helst aminosyre;

aa® er en noytral alifatisk aminosyre;

aa®' eren noytral ikke-substituert alifatisk aminosyre pa fra 3-6 karbonatomer;
aa® er en noytral ikke-substituert alifatisk aminosyre pa fra 3-6 karbonatomer;
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aa®® er en noytral alifatisk ikke-substituert aminosyre pa fra 3-5 karbonatomer;
aa® er en neytral ikke-substituert aminosyre;

aa>® er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre;

aa’ eren neytral alifatisk ikke-substituert eller oksy-substituert aminosyre;
aa* er en neytral alifatisk ikke-substituert eller oksy-substituert aminosyre;
aa’® er en noytral alifatisk ikke-substituert eller en oksy-substituert aminosyre;
aa* er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre;

aa"! er glycin, leucin, alanin, valin eller isoleucin;

aa> er alanin, glycin, valin, leucin, isoleucin eller treonin;

aa™ er en noytral alifatisk eller aromatisk ikke-substituert aminosyre;

aa’? er treonin, alanin eller leucin; '

aa’ er valin, leucin eller treonin;

aa’® er alanin eller glycin;

aa’> er leucin eller treonin;

aa’® er en neytral alifatisk ikke-substituert eller tio-substituert aminosyre;
aa’’ erisoleucin, alanin eller valin;

aa’® er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre;

aa® er en neytral alifatisk ikke-substituert eller oksy-substituert aminosyre;
aa® er glycin;

aa® er glycin eller alanin;

aa®® er fenylalanin eller leucin;

aa® er alanin, treonin eller glycin;

aa® er alanin eller glycin;

aa® er en neytral alifatisk aminosyre med en oksy-substitusjon;

aa® er valin eller serin;

aa™ er fenylalanin eller leucin;

aa® er en neytral alifatisk tio-substituert aminosyre eller en ngytral aromatisk
heterocyklisk aminosyre;

aa” er en neytral alifatisk ikke-substituert elfer tio-substituert aminosyre;
aa” er en neytral alifatisk ikke-substituert aminosyre eller en aromatisk oksy-
substituert aminosyre;

aa® kan vzere en hvilken som helst aminosyre;
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aa'®eren oksy-substituert aminosyre, enten alifatisk eller aromatisk;
aa'®' er en neytral ikke-substituert alifatisk eller aromatisk aminosyre, fusjonert til;

b) et andre peptid med den forutsetning at nevnte andre peptid er forskjellig fra
en del av et naturlig forekommende olje-legemeproteain.

15. Polypeptid i henhold til krav 14, karakterisert ved atnevnte andre
peptid inkluderer aminosyresekvensen av interleukin-1-8:

V-Q-G-E-E-S-N-D-K

16. Polypeptid i henhold tilkrav 14, karakterisert ved atnevnte andre
peptid omfatter en antigen-aminosyresekvens for & tilveiebringe et immunogen.

17.- Fusjonspolypeptid fremstilt ifalge fremgangsmaten ifelge krav 1, i stand til &
oppsoke et olje-legeme, karakterisert ved at det omfatter:

(a) et fzrsté peptid omfattende en del av et olje-legemeprotein som er tilstrekkelig
til at fusjonspolypeptidet kan oppsoke et olje-legeme; og

(b) et andre peptid med det unntak at nevnte andre peptid er forskjellig fra en del
av et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

18.  Fusjonspolypeptid i henhold til krav 17, karakterisert ved atdet
farste peptidet omfatter i det minste den hydrofobe delen av olje-legemeproteinet.

19.  Fusjonsprotein i henhold til krav 17 eller 18, karakterisert ved at
olje-legemeproteinet i del (a) er oleosin.

20. Fusjonsprotein i henhold til krav 17, karakterisert ved atnevnte
ferste peptid omfatter minst tolv pafeigende aminosyrer inkludert i den felgende
aminosyresekvens:

A-K-A-A-T-A-V-T-A-G-G-S-L-L-V-L-
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S-S-L-T-L-V-G-T-V-I-A-L-T-V-A-T-P-L-L-V-
|-F-S-P-I-L-V-P-A-L-I-T-V-A-L-L-I-T-G-F-
L-S-S-G-G-F-G-I-A-A-|-T-V-F-S-W-I-Y-K-Y-
A. '

21.  Fusjonspolypeptid i henhold til et hvilket som helst av kravene 17 til 20,
karakterisert ved atdetforste peptidet omfatter:
(a) den felgende aminosyresekvens:

M-M-G-R-D-R-D-Q-Y-Q-M-S-G-R-G-S-D-Y-S-K-
$-R-Q--A-K-A-A-T-A-V-T-A-G-G-S-L-L-V-L-
8-S-L-T-L-V-G-T-V-I-A-L-T-V-A-T-P-L-L-V-
|-F-S-P-I-L-V-P-A-L-|-T-V-A-L-L-|-T-G-F-
L-S-S-G-G-F-G-I-A-A-|-T-V-F-S-W-I-Y-K'Y-
A-T-G-E-H-P-Q-G-S-D-K-L-D-S-A-R-M-K-L-G-
S-K-A-Q-D-L-K-D-R-A-Q-Y-Y-G-Q-Q-H-T-G-G-
E-H-D-R-D-R-T-R-G-G-Q-H-T-T; eller

(b) et peptid som har konservative aminosyresubstitusjoner av aminosyre-

sekvensen i (a).

22. Kimaer DNA-konstruksjon som koder et fusjonspolypeptid,
karakterisert ved atden omfatter:

(a) en forste DNA-sekvens som koder en tilstrekkelig del av et olje-legemeprotein
som er gjor fusjonspolypeptidet i stand til & oppsgke et olje-legeme; og

(b)  en andre DNA-sekvens som koder et peptid med det unntak at nevnte peptid
er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

23. Kimaer DNA-konstruksjon i henhold til krav 22, karakterisert ved at
den farste DNA-sekvensen koder for minst den hydrofobe delen av olje-

legemeproteinet.
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24. Kimeer DNA-konstruksjon i henhold til krav 22 eller 23, karakterisert v

ed at olje-legemeproteinet i del (a) er oleosin.

25. Kimeer DNA-Konstruksjon i henhold til krav 22, karakterisert ved at
den forste DNA-sekvensen koder for minst tolv pafelgende aminosyrer inkludert i

den falgende aminosyresekvensen:

A-K-A-A-T-A-V-T-A-G-G-S-L-L-V-L-
S-S-L-T-L-V-G-T-V-l-A-L-T-V-A-T-P-L-L-V-
|-F-S-P-1-L.-V-P-A-L-T-V-A-L-L--T-G-F-
L-S-5-G-G-F-G-l-A-A-l-T-V-F-8-W--Y-K Y-
A.

26. Kimaer DNA-konstruksjon i henhold til kravene 21, 22 eller 23,
karakterisert ved atden farste DNA-sekvensen koder:
(a) den falgende aminosyresekvensen:

M-M-G-R-D-R-D-Q-Y-Q-M-S-G-R-G-S-D-Y-S-K-
S-R-Q-I-A-K-A-A-T-A-V-T-A-G-G-S-L-L-V-L-
S-S-L-T-L-V-G-T-V-I-A-L-T-V-A-T-P-L-L-V-
|-F-S-P-I-L-V-P-A-L-I|-T-V-A-L-L-|-T-G-F-
L-S-S-G-G-F-G-I-A-A-I-T-V-F-S-W-I-Y-K'Y-
A-T-G-E-H-P-Q-G-S-D-K-L-D-S-A-R-M-K-L-G-
S-K-A-Q-D-L-K-D-R-A-Q-Y-Y-G-Q-Q-H-T-G-G-
E-H-D-R-D-R-T-R-G-G-Q-H-T-T; eller

(b) et peptid som har konservative aminosyresubstitusjoner i aminosyre-
sekvensen i (a).

27.  Kimzer DNA-konstruksjon i henhold til et hvilket som helst av kravene 22 til
26, karakterisert ved atden ytterigere omfatter:
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vektor-DNA inneholdende minst en regulatorsekvens operativt forbundet med
nevnte kimeere DNA-sekvens som er i stand til & dirigere replikasjon.-av nevnte

kimasre DNA i en veriscelle.

28. DNA-konstruksjon i henhold til krav 27, karakterisert ved at nevnte
regulatorsekvens er ytterligere i stand til & dirigere ekspresjon av nevnte kimzere
DNA i en veriscelle. '

29. Kimeer DNA-konstruksjon i henhold til et hvilket som helst av kravene 22 til
26, karakterisert ved at nevnte DNA er cDNA.

30. Ekspresjonskassett, karakterisert ved atden omfatter:

som komponenter i transkripsjonsretningen:
- en regulator-DNA-sekvens omfattende en tilstrekkelig del av regionen 5’ il
translasjonsstartsetet til et gen uttrykt i fre for a tilveiebringe ékspresjon av en DNA-
sekvens i frg;
- en kimaer DNA-sekvens som koder et fusjonspolypeptid og omfatter (a) en
forste DNA-sekvens som koder en tilstrekkelig del av et olje-legemeprotein for &
tilveiebringe oppseking av fusjonsbolypeptidet til olie-legemet, nevnte farste DNA-
sekvens inkluderer minst ett restriksjonssete, og (b) en andre DNA-sekvens som
koder et peptid med unntak av at nevnte peptid er forskjellig fra en del av et naturlig
forekommende olje-legemeprotein; og
- en translasjons- og transkripsjonstermineringsregion;
hvor nevnte komponenter er operativt forbundet og uttrykkes av nevnte kimzere
DNA-sekvens regulert av nevnte regulator-DNA-sekvens. '

31. Ekspresjonskassett i henhold til krav 30, karakterisert ved at

nevnte regulétor-DNA-sekvens er fra et gen uttrykt i et korn eller komslagfracelle.

32. Ekspresjonskassett i henhold til krav 30, karakterisert ved at minst
én av nevnte regulator-DNA-sekvens og nevnte forste DNA-sekvens kommer fra
genomet av Arabidopsis thaliana.
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33. Ekspresjonskassett ifolge krav 30, karakterisert ved atden
omfatter: '

som komponenter i transkripsjonsretningen:
- en regulator-DNA-sekvens omfattende en tilstrekkelig del av regionen 5’ til
translasjonsstartsetet av et gen uttrykt i fre for a tilveiebringe ekspresjon av en DNA-
sekvens i frg;
- en kimeer DNA-konstruksjon i henhold til et hvilket som helst av kravene 22 til
29; og
- en translasjons- og transkripsjonstermineringsregion;
hvor nevnte komponenter operativt er bundet og uttrykt av nevnte kimasre DNA-
sekvens og er regulert av nevnte regulator-DNA-sekvens.

34. Ekspresjonskassett ifelge krav 30, karakterisert ved atden
omfatter:

- et olje-legemeprotein (OBP) -gen som inkluderer en tilstrekkelig del av
regionen 5’ til translasjonsstartsetet for & tilveiebringe ekspresjon av nevnte gen i en
frecelle og som inkluderer minst ett restriksjonssete mellom umiddelbart 5' til
kodonet for det initierende metioninet og 5’ il translasjonsstoppsignalet av nevnte
OBP-gen, og '

- en DNA-sekvens innskudd i nevnte restriksjonssete i leseramme med nevnte
OBP-gen, hvor nevnte DNA-sekvens koder et peptid som er forskjellig fra en del av

et naturlig forekommende olje-legemeprotein.

35. Ekspresjonskassett i henhold til krav 34, karakterisert ved at
nevnte restriksjonssete er et syntetisk restriksjonssete. '

36. Eksprésjonskassett i henhold til krav 34, karakterisert ved atden
ytterligere omfatter en oligonukleotidadapter som koder for et protease-
gienkjennelsessete innskutt i nevnte restriksjonssete.
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37. Ekspresjonskassett i henhold tit krav 36, karakterisert ved at

nevnte protease er kollagenase.

38. Ekspresjonskassett ifelge krav 30, karakterisert ved atden
omfatter:

en ferste DNA-sekvens som koder et peptid under forutsetning av at nevnte
peptid er forskjellig fra en del av et naturlig forekommende olje-legemeprotein,
innskutt i leseramme i et olje-legemeprotein (OBP) -gén som inkluderer en
tilstrekkelig del av regulatorregionen &' til translasjonsstartsetet av nevnte OBP-gen
for a tilveiebringe ekspresjon av nevnte gen i fra, hvor nevnte sekvens er innskutt
ved et sete | nevnte gen slik at det uitrykkes under nevnte regulatorregion. -

39. Ekspresjonskassett i henhold tilkrav 38, karakterisert ved at
den ytterligere omfatter en andre DNA-sekvens som koder et protease-

gjenkjennelsessete 5' til nevnte ferste DNA-sekvens, hvor nevnte andre DNA-
sekvens er i leseramme med nevnte forste DNA-sekvens og nevnte OBP-gen.

40. Plantecelle, karakterisert ved atden omfatter:
en ekspresjonskassett i henhold til et hvilket som helst av kravene 30 til 39.
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Xho I
....AGC ACT GCT CGA GAC ACT TCA AGG ACT....Gulrot Opp

(se.: Hatzopoulos et
Ser Thr Ala Arg Asp Thr Ser Arg Thr.... al. 1990)

: Xho I ' n ganger . Nco I
3"..AGC ACT GC TCGA CCG CTC GGT CCG GC
TCG TGA CGAGCT GGC GAG CCA GGC CGGTAC

Pro Leu Gly Pro

'Kollagenasegjenkjenningsmotiv

FIG.3.
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Konstruer fusjonsgen ved anvendelse av protease
‘(f.eks. kollagenase) mal motivkodende linkere,
klon i E. coli forlikelig plasmid

|

Innsett konstrukt i bredt vertsomrade replikoninneholdende
_ T-DNA-grenser (dvs. Agrobacterium binzrvektor) ,

Transformer plante-celler ved anvendelse av bilad, stengel,
frgbladede eller bladstllkexplantater

|

Regenerer transgene planter

!

La dem sette fro

|

Mal froene i vandig ekstraksjonsbuffer’
(Taylor et al, 1990)

|

Sentrifuger eller pad annen mite separer olje-legemene

|

Suspender vaskede olje-legemer i kollagenaseassaybufferﬁ
og tilsett 5 enheter renset kollagenase [

Sentrifuger for & skille ut restolje-legemer

[

Isoler frigjort peptid fra proteasebehandling Ved‘
ammoniumsulfatutfelling, kolonnekromatografi osv.

[

l
'
Gjennonfer biologisk analyse av frigjort rekombinant peptid

FIG.4.



6/8 Oleosinpromotor

Y Oleosinkodende sekvens
Intron
3'ikke~-translatert sekvens
II-1-f3-sekvens

Hind I
Sphl
Pstl
Sall \ EcokR/
1—11
Term?
pTerm
IL-1-8
oseIL ubklon PstI-OBPIL-Sall inp i pPefm
Hind Il /wﬁ o=
Sphl o
Pstl Awl Scil  EcoRl N
B TiaeE .'.'.'.:::. AN AN — -
T CBPILT !l-l-b Term
pUCOBPILT
7 Subkl H dIII-OBPILT-E RI
Hind T “ on Hin pBluggcn;H

Psti
EcoR!

Term

Pwul Sall

pBLOBPILT ~ :1'a

BamiI
Xbal i
Sall
RB atl
- - ) o IS 3
W ( .
~ . RKanamycinmotstand
LeRN)
=183
o
+
w
I
= \
B
>
g
o
+
=
o
o L.
/ T J-oﬂ')q i

FIG.5.




78

INTERLEUKIN l-p gvrll (71-mer)

a) A. thaliana oleosin Faktor Xa

gly gly gln his thr thr ala ile glu gly arg val gln -
gly glu glu ser asn asp lys OCH val asp

GGT GGC CAG CAC ACT ACT GCT ATC GAA GGG AGA GTT CAG
Pvul
GGA GAA GAA TCT AAC GAC AAG TAA GTC GAC GG
Sall

b) 3’CCA CCG GTC GTG TGA TGA CGC TAG CTT CCC TCT CAA GTC

CCT CTT CTT AGA TTG CTG TTC ATT CAG CTG CC 5°

............ Ceteseciccasectanecncncstasacaa)

FIG.6.
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CACTGCAGGAACTCTCTGGTAAGCTAGCTCCACTCCCCAGAAACAACCGGCGCCAAATTGCC
GGAATTGCT
GACCTGAAGACGGAACATCATCGTCGGGTCCTTGGGCGATTGCGGCGGAAGATGGGTCAGCT
TGGGCTTGAG '
GACGAGACCCGAATCGAGTCTGTTGAAAGGTTGTTCATTGGGATTGTATACGGAGATTGGTC
GTCGAGAGG
TTTGAGGGAAAGGACAAATGGGTTTGGCTCTGGAGAAAGAGAGTGCGGCTTTAGAGAGAGAA
TTGAGAGGTT
TAGAGAGAGATGCGGCGGCGATGACGGGAGGAGAGACGACGAGGACCTGCATTATCAAAGCA
GTGACGTGGT
GAAATTTGGAACTTTTAAGAGGCAGATAGATTTATTATTTGTATCCATTTTCTTCATTGTTC
TAGAATGTCG
CGGAACARATTTTAAAACTAAATCCTAAATTTTTCTAATTTTGTTGCCAATAGTGGATATGT
GGGCCGTATA
GAAGGAATCTATTGAAGGCCCAAACCCATACTGACGAGCCCAAAGGTTCGTTTTGCGTTTTA
TGTTTCGGTT
CGATGCCAACGCCACATTCTGAGCTAGGCAAAARACAAACGTGTCTTTGAATAGACTCCTCT
CGTTAACACA
TGCAGCGGCTGCATGGTGACGCCATTAACACGTGGCCTACAATTGCATGATGTCTCCATTGA
CACGTGACTT
CTCGTCTCCTTTCTTAATATATCTAACAAACACTCCTACCTCTTCCAAAATATATACACATC
TTTTTGATCA

* ATCTCTCATTCAAAATCTCATTCTCTCTAGTAAACAARGAACAAAAARARATGGCGGATACAGCT
AGAGGAACCC -
ATCACGATATCATCGGCAGAGACCAGTACCCGATGATGGGCCGAGACCGAGACCAGTACCAG
ATGTCCGGAC
GAGGATCTGACTACTCCAAGTCTAGGCAGATTGCTAAAGCTGCAACTGCTGTCACAGCTGGT
GGTTCCCTCC
TTGTTCTCTCCAGCCTTACCCTTGTTGGAACTGTCATAGCTTTGACTGTTGCAACACCTCTG
CTCGTTATCT
TCAGCCCAATCCTTGTCCCGGCTCTCATCACAGTTGCACTCCTCATCACCGGTTTTCTTTCC
TCTGGAGGGT
TTGGCATTGCCGCTATAACCGTTTTCTCTTGGATTTACAAGTAAGCACACATTTATCATCTT
ACTTCATAAT
TTTGTGCAATATGTGCATGCATGTGTTGAGCCAGTAGCTTTGGATCAATTTTTTTGGTCGAA
TAACAAATGT .
AACAATAAGAAATTGCARATTCTAGGGAACATTTGGTTAACTAAATACGAARATTTGACCTAG
CTAGCTTGAA : -
TGTGTCTGTGTATATCATCTATATAGGTAAAATGCTTGGTATGATACCTATTGATTGTGAAT
AGGTACGCAA
CGGGAGAGCACCCACAGGGATCAGACAAGTTGGACAGTGCAAGGATGAAGTTGGGAAGCAAA
GCTCAGGATC
TGAAAGACAGAGCTCAGTACTACGGACAGCAACATACTGGTTGGGAACATGACCGTGACCGT
ACTCGTGGTG
GCCAGCACACTACTGCGATCGAAGGGAGAGTTCAGGGAGAAGAATCTAACGACAAGTAAGTC
GACTCTAG /
ACGGATCTCCCgatcgttcaaacatttggcaataaagtttcttaagattgaatectgttgee
ggtcttgcga“
tgattatcatataatttctgttgaattacgttaagcatgtaataattaacatgtaatgcatg
acgttattta ‘
tgagatgggtttttatgattagagtccegecaattatacatttaatacgecgatagaaaacaaa
atatagcgeg
caaactaggataaattatcgcgcgecggtgtcatctatgttactagatcGGARTTC
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