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Die Spielregeln des Lebens verlangen von uns
nicht, dass wir um jeden Preis siegen, wohl aber,
dass wir den Kampf niemals aufgeben.

Dr. med. et Dr. phil. Viktor Frankl (1905 - 1997)
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EINLEITUNG

| Einleitung

Zwei wichtige Entdeckungen des 20.Jahrhunderts legten die Grundsteine fir die
Pflanzenbiotechnologie: (1) Die Fé&higkeit des gram-negativen Bodenbakteriums
Agrobacterium tumefaciens zum natirlichen Gentransfer und (2) die Regeneration intakter
Pflanzen aus einzelnen Zellen.

Beim Agrobakterium-vermittelten Gentransfer wird ein Teil der genetischen Information der
Pathogene wahrend der Infektion in das Genom der Wirtszelle tberfiihrt (\Van Larebeke et al.,
1974). Zusammen mit der Regeneration aus Einzelzellen ermdglicht dies die Erzeugung
transgener Pflanzen mit der stabilen Expression eines Fremdgens (Transgens, Barton et al.,
1983). Die biolistische Transformation (Ubersicht bei Altpeter et al., 2005) und der
Agrobakterium-vermittelte Gentransfer (Ubersicht bei Tzfira & Citovsky, 2006) sind die am
h&ufigsten verwendeten Methoden zur Erzeugung gentechnisch veranderter Pflanzen.

Die Veranderung des pflanzlichen Genoms er6ffnete die Méglichkeit, zellbiologisch relevante
Fragen durch ektopische Expression oder Repression zu beantworten. Die Funktion eines
ausgewahlten Gens kann beispielsweise mit der RNAI-Technologie untersucht werden
(Ubersicht bei Small, 2007). Pflanzen kénnen nach Integration bestimmter RNAi-Konstrukte
auch neue Eigenschaften erhalten (Ubersicht bei Mansoor et al., 2006). Fiir die in vitro
Untersuchung eines Enzyms, Metaboliten oder anderer Proteine findet die Immunmodulation
Anwendung (Ubersichten bei De Jaeger et al., 2000 und Conrad & Manteuffel, 2001). Die
Expression ausgewéhlter Transgene kann die Resistenz der regenerierten Pflanzen gegentber
Viruserkrankungen (Boonrod et al., 2004; Akad et al., 2007), Insekten (Guo et al., 2007;
Moon et al., 2007), phytopathogenen Pilzen (Imani et al., 2006; Jayaraj & Punja, 2007) sowie
Herbiziden (Almquist et al., 2004; Mulwa et al., 2007) steigern. Eine Qualitatsverbesserung
von Nutzpflanzen wurde ebenfalls gezeigt (Fox, 1994; Ubersichten bei Botella-Pavia &
Rodriguez-Concepcion, 2006 und Goedeke et al., 2007).

1.1 Pflanzliche Produktion pharmazeutisch relevanter Proteine

Bereits seit Anfang der 1990er Jahre werden verstérkt transgene Pflanzen zur Produktion
6konomisch relevanter Polypeptide eingesetzt (molecular farming). Neben der Herstellung
technischer Proteine (Ubersicht bei Scheller & Conrad, 2005) werden ebenfalls Polypeptide
fur pharmazeutische Zwecke in pflanzlichen Systemen exprimiert (molecular pharming,
Ubersichten bei Fischer et al., 2004; Goldstein & Thomas, 2004; Twyman et al., 2005; Vitale
& Pedrazzini, 2005 sowie Boehm, 2007).

Die Nachfrage nach Antikérpern fir diagnostische sowie therapeutische Zwecke, nach
Vakzinen (Impfstoffen) und anderen pharmazeutischen Polypeptiden (z. B. Enzyme,
Hormone), nahm in den letzten Jahren deutlich zu und es wird mit einem 10-fachen Anstieg
der Produktion dieser Proteine in Fermentersystemen in den kommenden zehn Jahren
gerechnet (Ubersicht bei Twyman et al., 2005). Insgesamt erhielten 31 therapeutische
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Proteine im Zeitraum von 2003 bis 2006 die Marktzulassung. Diese werden Uberwiegend in
Escherichia coli oder in Saugerzellen hergestellt (Ubersicht bei Walsh, 2006). Nachteile von
tierischen bzw. humanen Zellkulturen liegen vor allem in einem hohen technischen und
6konomischen Produktionsaufwand. Neben Pflanzen oder Pflanzenzellkulturen sind Hefen,
filamentose Pilze (Ubersicht bei Gerngross, 2004), transgene Tiere (Ubersicht bei Keefer,
2004) oder Insektenzellen (Ubersicht bei Ikonomou et al., 2003) alternative Herstellungs-
systeme mit eukaryotischer posttranslationaler Modifizierung der rekombinanten Proteine.

Im Vergleich zur Herstellung von rekombinanten Proteinen in Bakterien (u. a. E. coli) oder
Saugerzellen (z. B. CHO-Zellen, engl. Chinese hamster ovary und NSO-Myelomzellen) bieten
Pflanzen Vorteile hinsichtlich Wirtschaftlichkeit, Produktionsumfang, Sicherheit und
posttranslationaler Modifizierung (Ubersichten bei Giddings, 2001 und Teli & Timko, 2004).
Verschiedene pflanzliche Systeme wurden zur Produktion rekombinanter Proteine
beschrieben (Ubersichten bei Twyman et al., 2003 und Fischer & Schillberg, 2004). Durch
gezielte Wahl des Promotors konnen die gewilnschten Polypeptide in verschiedenen
Pflanzenorganen selektiv exprimiert werden. Besonders die Speicherorgane der Pflanze sind
hierbei von Interesse. Ein Vorteil der samenspezifischen Expression besteht in der
Akkumulation der rekombinanten Proteine in einem relativ kleinen Volumen. Die
verminderte Degradation der Polypeptide in Samen sowie die einfache Lagerung und
Verarbeitung des getrockneten Materials flhrten zur Etablierung von samenbasierten
Produktionsplattformen in Getreiden, Leguminosen und Olsaaten (Ubersicht bei Stoger et al.,
2005a).

Pflanzliche Expressionssysteme werden u. a. nach Zielkompartiment des Transgens (Kern-
oder Chloroplastentransformation), Gentransfermethode [direkter (z. B. biolistisch) und
Agrobakterium-vermittelter Gentransfer], nach Stabilitdt der Transformation (transient oder
stabil) und Zelltypspezifitdt unterteilt. Nachfolgend sind die wichtigsten Systeme zur
pflanzlichen Produktion rekombinanter Proteine aufgefuhrt: (a) Pflanzen mit stabiler
Expression des Transgens (Ubersicht bei Fischer & Schillberg, 2004), (b) transiente
Expression unter Verwendung von pflanzenpathogenen Viren (Ubersicht bei Porta &
Lomonossoff, 2002) oder Agrobakterium-Infiltration (Ubersicht bei Fischer et al., 1999¢), (c)
Expression in Chloroplasten (Ubersicht bei Bock, 2006), (d) Rhizosekretion der gewiinschten
Proteine (Ubersicht bei Gleba et al., 1999) und (e) Expression in Pflanzenzellkulturen
(Ubersicht bei Fischer et al, 1999a). Vor- und Nachteile der verschiedenen
Expressionssysteme sowie der Pflanzenspecies zur Produktion von pharmazeutischen
Proteinen werden ausfiihrlich in der Literatur diskutiert (Ubersichten bei Ma et al., 2003;
Horn et al., 2004; Kamenarova et al., 2005 und Twyman et al., 2005). Hierzu zéhlen die
Gesamtkosten des Produktionsprozesses, die bendtigte Zeit fur die Herstellung des Proteins,
die Qualitdt des Endprodukts, posttranslationale Modifizierungen der rekombinanten
Polypeptide  und  potenzielle  Kontaminationsgefahren bei dem  verwendeten
Expressionssystem.
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Flnfzehn Jahre nach ersten Veroffentlichungen zu stabil transformierten Pflanzen (Fraley et
al., 1983; Horsch et al.,, 1984) wurde die Nutzung transgener Pflanzen zur Produktion
okonomisch relevanter Polypeptide erfolgreich demonstriert (Kusnadi et al., 1998). Die
pflanzliche Expression des ersten Proteins fur eine pharmazeutische Anwendung gelang
bereits im Jahr 1986. Barta et al. (1986) produzierten das humane Wachstumshormon (hGH)
als Fusion mit dem Enzym Nopalinsynthase (Nos) in transgenen Tabakpflanzen und
Sonnenblumenkalluskulturen. Die Anzahl der rekombinanten Proteine (z. B. Hormone,
Wachstumsfaktoren, Enzyme) aus Pflanzen fiir pharmazeutische Anwendungen stieg seitdem
stetig an (Ubersicht bei Nugent & Joyce, 2005). Mehr als 100 therapeutische und
diagnostische rekombinante Antikorper sowie Vakzine wurden bisher in pflanzlichen
Systemen produziert (Ubersicht bei Twyman et al., 2005). Bis heute erhielten lediglich
Avidin (Hood et al., 1997), B-Glucuronidase (Witcher et al., 1998), Trypsin (Woodard et al.,
2003) und ein Vakzin fir die Veterinirmedizin (Ubersicht bei Walsh, 2006) die
Marktzulassung. Im Hinblick auf die Herstellung von Vakzinen in Pflanzen war die
Patentierung der pflanzlichen Produktion des Streptococcus mutans A Antigens (SpaA) in
Tabak der Ausgangspunkt (Curtiss & Cardineau, 1990). In den nachfolgenden Jahren konnten
mehrere Antigene fir humane und tierische Anwendungen in transgenen Pflanzen oder
pflanzlichen Zellkulturen exprimiert werden (Ubersichten bei Streatfield & Howard, 2003;
Streatfield, 2005; Twyman et al., 2005; Joensuu, 2006 und Floss et al., 2007). Ausgewahlte
Beispiele zur Anwendung fiir humanmedizinische Zwecke werden im Folgenden kurz
erlautert.

Die Infektionskrankheit SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) trat 2003 in 29 L&ndern
auf und verursachte weltweit Uber 700 Todesfalle (http://www.who.int/csr/sars/en/). Vakzine
gegen diesen Erreger (Coronavirus) wurden erfolgreich in Tabak, Tomate und Salat
hergestellt (Pogrebnyak et al., 2005; Li et al., 2006). Gegen Pockenviren, sogenannte
Vaccinaviren, wird bis heute ein Lebendimpfstoff eingesetzt. Die meisten Lénder, u. a. auch
Deutschland, hoben in den 1970er Jahren die Pockenimpfpflicht auf. Zur Produktion eines
Vakzins, das im Gegensatz zum herkdmmlichen Impfstoff deutlich geringere
Nebenwirkungen besitzt, wurde eine immunogene Domédne des Vaccinavirus in
verschiedenen pflanzlichen Systemen exprimiert (Golovkin et al., 2007).

Letztendlich steht die Herstellung eines Vakzins mit mehreren Komponenten gegen
verschiedene Pathogene im Mittelpunkt der gesamten Impfstoffentwicklung (Yu &
Langridge, 2001). Ein Beispiel dafir ist der zur Grundimmunisierung und Auffrischimpfung
verwendete DPT-Impfstoff gegen Diphtherie, Keuchhusten (Pertussis) und Tetanus.
Entgiftete Toxine von Corynebacterium diphtheriae und Clostridium tetani sowie abgetttete
Bordetella pertussis Bakterien sind Bestandteile des handelsiblichen Impfstoffs. Der Einsatz
einer azellularen Pertussiskomponente, anstelle der kompletten Keuchhustenerreger,
verbesserte entscheidend die Vertraglichkeit des Préparats. Impfstoffe, bestehend aus
gereinigten Proteinen der entsprechenden Pathogene, garantieren aufgrund ihrer Herstellung
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und einer exakt definierten Konzentration ein erhdhtes MaR an Sicherheit bei ihrer
Verwendung. Die Produktion eines DPT-Vakzins zusammengesetzt aus Epitopen der Toxine
von C. diphtheriae, B. pertussis und C. tetani in transgenen Tomaten ist ein Ansatz fiir diese
Strategie (Soria-Guerra et al., 2007). Trotz der vielen Antigene, die fir humanmedizinische
Zwecke in Pflanzen exprimiert werden, wurden lediglich vier Vakzine im Rahmen von
klinischen Studien geprift (Ubersicht bei Ma et al., 2005b). Im Januar 2006 erhielt
DowAgroScience (Indianapolis, IN, USA) die erste Zulassung fur ein in Pflanzen
produziertes Vakzin (Ubersicht bei Walsh, 2006). Dieser in Pflanzenzellkulturen hergestellte
Impfstoff ist gegen die Newcastle-Krankheit bei Vogeln gerichtet. Eine industrielle
Produktion erfolgte jedoch bis heute nicht, da die anfallenden Kosten der Herstellung
(Fermentation) noch immer zu hoch sind.

Neben Impfstoffen werden auch Antikdrper oder Antikdrperfragmente in Pflanzen produziert.
Die spezifische Antigenbindung erlaubt eine vielfaltige diagnostische und therapeutische
Anwendung rekombinanter Immunglobuline. Eine erfolgreiche Expression humaner
Antikorper in transgenen Pflanzen wurde erstmals 1988 im Rahmen einer Dissertation
beschrieben (During, 1988; During et al., 1990) und von Hiatt et al. (1989) bestatigt. Neben
kompletten 1gG- und 1gA-Molekiilen (Ubersichten bei Ko & Koprowski, 2005 und Wycoff,
2005) wurden ebenfalls Fab-Fragmente (Peeters et al., 2001; De Wilde et al., 2002),
Einkettenantikdrper (scFv, De Jaeger et al., 2002; Galeffi et al., 2006), bispezifische scFv
(Fischer et al., 1999b), Diabodies (Vaquero et al., 2002), Antikérperfusionsmolekdile (Spiegel
et al., 1999; Monger et al., 2006; Scheller et al., 2006; Van Droogenbroeck et al., 2007) und
Kameliden VHH-Antikorper (Ismaili et al., 2007) in Pflanzen produziert. Umfassende
Ubersichten zu rekombinanten Antikdrpern aus Pflanzen liefern Gomord et al. (2004), Stoger
et al. (2005b) und Twyman et al. (2005).

Uber 400 Immunglobuline werden zurzeit in klinischen Studien untersucht (Albrecht &
DeNardo, 2006), aber lediglich zwei Vertreter stammen aus Pflanzen (Ubersichten bei Ma et
al., 2005a und Ma et al., 2005b). (1) Large Scale Biology Corp (Vacaville, CA, USA)
produzierte mehrere EinkettenantikGrper unter Verwendung eines viralen, transienten Systems
in Tabak gegen Non-Hodgkin-Lymphome (McCormick et al., 1999). (2) Ein weiteres
Beispiel ist CaroRx'™ (Planet Biotechnology, Hayward, CA, USA), ein IgA/G-Molekiil
gegen den Karieserreger Streptococcus mutans (Ma et al., 1998).

Antikérper (Cetuximab, Nimotuzumab) gegen den Rezeptor des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF-R, engl. epidermal growth factor receptor), deren Homologe aus
Saugerzellkulturen bereits verfiigbar sind (Ubersicht bei Reichert & Valge-Archer, 2007),
wurden ebenfalls in pflanzlichen Systemen hergestellt (Ludwig et al., 2004; Rodriguez et al.,
2005).

Unterschiede in der posttranslationalen Modifizierung (u. a. Phosphorylierung, Acetylierung,
Glycosylierung, Methylierung) von Polypeptiden aus verschiedenen Produktionssystemen
konnen fir die Sicherheit therapeutisch verwendeter Proteine von grofler Bedeutung sein
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(Ubersicht bei Walsh & Jefferis, 2006). Im Hinblick auf Effektorfunktionen (ADCC, engl.
antibody dependent cellular cytotoxity, Komplementaktivierung) und Antikorperstabilitét
(Halbwertszeit) spielt die Glycosylierung eine entscheidende Rolle (Ubersicht bei Wright &
Morrison, 1997). Zwei verschiedene Typen dieser posttranslationalen Modifizierung sind
bekannt: O-Glycosylierung und N-Glycosylierung. Bei der erstgenannten werden
Oligosaccharide vorwiegend an Serin- oder Threoninreste gebunden (Ubersicht bei Van den
Steen et al., 1998). Allerdings ist Uber diese Modifizierung bei rekombinanten Proteinen aus
Pflanzen relativ wenig bekannt (Ubersichten bei Faye et al., 2005 und Saint-Jore-Dupas et al.,
2007). Karnoup et al. (2005) untersuchten die O-Glycosylierung von zwei in Mais
exprimierten humanen 1gA;-Molekiilen und beschrieben erstmals die Hydroxylierung von
Prolinresten innerhalb einer kurzen Aminosauresequenz der hinge Region bei diesen
rekombinanten Immunglobulinen. An den entstandenen Hydroxyprolinresten lagerten sich
Arabinosereste an (Arabinosylierung). Die O-Glycosylierung von Hydroxyprolin und daraus
resultierende HRGPs (engl. hydroxyproline rich glycoprotein) sind einzigartig in Pflanzen.
HRGPs befinden sich in der Zellwand oder an der AuBenseite der Plasmamembran und bilden
die Mehrheit der pflanzlichen Oberflachenglycoproteine.

Die N-Glycosylierung der Proteine erfolgt in zwei Zellkompartimenten. Sie beginnt im
Endoplasmatischen Reticulum (ER) und endet im Golgi-Apparat (Ubersichten bei Helenius &
Aebi, 2001 und Gomord et al., 2005). Oligosaccharide werden bei diesem Vorgang an das
Asparagin der AS-Sequenz N-X-T/S (X = jede AS auler Prolin) gebunden.
Immunglobulin G-Molekile besitzen N-Glycane in der konstanten Region der schweren
Ketten (Cy2-Doméne). Wéhrend des Transports des Proteins durch ER und Golgi- Apparat
wird der angefligte Zuckerrest (N-linked core oligosaccharide) durch Entfernen von
terminalen Glucose- und Mannoseresten verandert, die sogenannten oligo-mannosidischen
N-Glycane (OMT, engl. oligo-mannose type) entstehen. Im Golgi-Apparat kdnnen neue
Zuckerreste angefligt werden und N-Glycane des komplexen Typs (CT, engl. complex type)
bilden sich (Ubersicht bei Saint-Jore-Dupas et al., 2007). OMT N-Glycane bestehen aus finf
bis neun Mannoseresten (Man5 - Man9) und sind bei Glycoproteinen von Pflanzen oder
Sdaugern identisch. Pflanzliche CT N-Glycane sind durch p(1,2)-Xylose- und
a(1,3)-Fucosereste gekennzeichnet. Letztere sind in Saugern uber 1,6-glycosidische Bindung
am proximalen N-Acetylglucosamin gebunden. Terminale [(1,4)-Galactose- oder
Sialinsgurereste sind bei pflanzlichen CT N-Glycanen nicht vorhanden, sondern eine spezielle
Glycosylierung, die als Lewis A-Formation bezeichnet wird. B-Galactose und a-Fucose
werden hierbei an das terminale N-Acetylglucosamin gebunden (1,3- bzw. 1,4-glycosidische
Bindung, Ubersicht bei Lerouge et al., 1998). Die Lewis A-Formation, B(1,2)-Xylose- und
a(1,3)-Fucosereste sind in einigen Labortieren immunogen und konnten somit auch die
Bildung spezifischer Antikorper in Menschen ausldsen (Bardor et al., 2003; Jin et al., 2006;
Ubersicht bei Altmann, 2007).
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Faye et al. (1993) und Bardor et al. (2003) detektierten spezifische Antikérper gegen
a(1,3)-Fucosereste nach Immunisierung von Labortieren (Kaninchen, Ratten, C57BL/6
Mause) mit pflanzlichen Glycoproteinen (Meerrettichperoxidase bzw. B-Fructosidase). Die
Bildung dieser spezifischen Antikérper wird jedoch kontrovers diskutiert, da nach Injektion
von Meerrettichperoxidase und rekombinanten IgG (Guy’s 13, Ma et al., 1994) aus Pflanzen
in BALB/c Mé&use keine glycoproteinspezifischen Antikérper nachgewiesen wurden
(Chargelegue et al., 2000). Weiterhin erhielten Jin et al. (2006) nach der Immunisierung von
Kaninchen (Meerrettichperoxidase, glycanmodifizierte Transferrine) spezifische 1gGs gegen
N-Glycane mit Fucose- oder Xyloseresten. Diese Antikdrper konnten bei C57BL/6 Mé&usen
ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Auch die vaginale Anwendung eines in Pflanzen
produzierten Antikorpers mit komplexen N-Glycanen induzierte keine negativen Effekte bei
Mausen (Zeitlin et al., 1998).

Die Fragen hinsichtlich der Bildung von Antikdrpern gegen spezielle N-Glycane gelten
jedoch auch fur herkdmmliche Zellkultursysteme. Zuckerreste nicht humanen Ursprungs
konnten bei Antikdrpern aus CHO-Zellen identifiziert werden und fuhrten zu unerwiinschten
Nebenwirkungen in Menschen (Ubersicht bei Gomord et al., 2004). Fir eine parenterale
Anwendung (unter Umgehung des Margen-Darm-Trakts) von pflanzlich exprimierten,
pharmazeutischen Proteinen bei Menschen sind N-Glycanstrukturen, die denen der S&uger
ahneln, vorteilhaft. Die Retention rekombinanter Antikorper im pflanzlichen ER verhindert
die Bildung der immunogenen P(1,2)-Xylose- und a(1,3)-Fucosereste und somit die
Entstehung von CT N-Glycanen (Sriraman et al., 2004; Petruccelli et al., 2006).
Glycosyltransferasen pflanzlicher Expressionssysteme konnen mittels knock out- oder
RNAI-Ansatzen inhibiert werden (Koprivova et al., 2004; Strasser et al., 2004; Cox et al.,
2006; Downing et al., 2006; Weise et al., 2007). Dadurch wird das Anfligen immunogener
Zuckerreste verhindert. Die Expression ausgewahlter Glycosyltransferasen von S&ugern in
Pflanzen oder Pflanzenzellen fuhrte zu N-Glycanen mit B(1,4)-Galactoseresten an den
rekombinanten Proteinen, die in diesen veranderten Systemen produziert wurden (Bakker et
al., 2001; Misaki et al., 2003; Bakker et al., 2006; Fujiyama et al., 2007).

Trotz der erfolgreichen Produktion pharmazeutischer Proteine in Pflanzen wird eine
Anwendung der griinen Biotechnologie kontrovers diskutiert. Das Hauptargument der Gegner
liegt ineinem mdglichen Eintrag transgenen Materials in die Nahrungskette. Die Nutzung von
Pflanzen, die nicht Bestandteil der Nahrungs- und Futtermittelherstellung sind, u. a. Nicotiana
ssp., Arabidopsis oder Moos, aber auch in vitro Kulturen, bietet Sicherheit im Hinblick auf
eine ungewollte Verbreitung des genetisch veranderten Materials.

1.2 Ansatze zur Behandlung des Humanen Immundefizienzvirus (HIV)

Die Offentliche Auseinandersetzung mit diesem Erreger, der bis heute mehrere Millionen
Menschen infizierte, begann am 5. Juni 1981 mit einem Bericht im Mitteilungsblatt des CDC
(Center for Disease Control and Prevention, Gottlieb et al., 1981a). Die Autoren schilderten
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den Gesundheitszustand flnf homosexueller Manner im Alter von 29 - 36 Jahren, bei denen
neben dem Pathogen Pneumocystis carinii weitere Krankheitserreger nachgewiesen wurden.
Ein detaillierter Zeitschriftenartikel folgte sechs Monate spater (Gottlieb et al., 1981b).
Innerhalb kirzester Zeit ereigneten sich weitere Infektionen und bereits nach wenigen
Monaten konnte von einer Epidemie gesprochen werden (Ubersicht bei Sepkowitz, 2001). Da
die Krankheit zuerst bei Homosexuellen auftrat, wurde sie als GRID (Gay Related Immune
Deficiency Syndrome) bezeichnet. Der Begriff AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome) fand 1982 erstmals Verwendung (CDC, 1982). 1983 konnte der Erreger dieser
Erkrankung, ein Retrovirus der HTLV-Gruppe (humane T-Zell-Leukdamie-Viren), isoliert
werden (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983). Drei Jahre spater erfolgte die
Bezeichnung des Pathogens als Human Immunodeficiency Virus (HIV, Ubersichten bei
Coffin et al., 1986 und CDC, 1986). Allerdings konnte mit der Identifizierung des HI-Virus in
AIDS Patienten aus Westafrika ein weiteres Retrovirus nachgewiesen werden (Clavel et al.,
1986), das aufgrund der Unterschiede zu dem bereits bekannten HI-Virus (HIV-1) die
Bezeichnung HIV-2 (Human Immunodeficiency Virus type 2) erhielt. Beide Varianten
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Genomorganisation und Phylogenie.

HIV-1 teilt sich in die drei Untergruppen M (engl. major), O (engl. outlier) und N (engl.
non-M oder non-O, Ubersicht bei Hahn et al., 2000), wobei die M-Gruppe am weitesten
verbreitet und fiir 99% aller Infektionen verantwortlich ist (Ubersicht bei Moore et al., 2001).
Sie wird zusatzlich in die Subtypen A bis K gegliedert, die ein regionales Auftreten zeigen (B:
Europa, Amerika, Australien; C: Afrika, Indien; A und D: Zentral- u. Ostafrika). Weltweit
fuhren die Subtypen A und C zu den meisten HIV-Infektionen. Durch Rekombinationen
zwischen den einzelnen Subtypen entstehen stetig neue Formen, sogenannte CFRs (engl.
circulating recombinant forms) und erschweren eine Klassifikation der HIV-Subtypen. Bei
HIV-2 wurden sechs verschiedene Subtypen (A - F) identifiziert (Ubersicht bei Hahn et al.,
2000).

Ursachen fiir die HI-Viruserkrankung waren zwei Affenviren, SIVcpz (engl. chimpanzees,
HIV-1) und SIVsm (engl. sooty mangabeys, HIV-2), die auch Menschen infizierten
(Ubersicht bei Hahn et al., 2000). Insgesamt konnten 26 Viruserkrankungen (SIV, Simian
Immunodeficiency Virus) bei verschiedenen Affenspecies in Afrika identifiziert werden
(Ubersicht bei Hahn et al., 2000). Eine weitere Ubertragung von Affenviren auf den
Menschen ist daher mdglich und verstarkt, zusammen mit der stetigen Evolution von HIV, die
Nachfrage nach effizienten Bekampfungsstrategien fir diese weltweit bedeutende
Erkrankung.

Imweiteren Verlauf der vorliegenden Doktorarbeit beziehe ich mich auf HIV-1 und verwende
zur Vereinfachung den Term ,,HIV*.

HIV istein (+) Einzelstrang RNA-Virus (ss) und gehért zur Familie der Retroviren (Ubersicht
bei Modrow et al., 2003). Das Genom der Retroviren codiert drei Hauptproteine, Gag
(Capsid), Pol (Enzyme fir Virusreplikation und -integration) und Env (Glycoproteine der
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Virushiille). Zusétzlich besitzt das HI-Virus sechs akzessorische Gene (Vif, Vpu, Vpr, Tat,
Rev, Nef) fir vorwiegend regulatorische Funktionen. Ein Virion (Abb. I-1A) besteht aus zwei
identischen Kopien der (+) ssRNA, die im Komplex mit Nucleocapsidproteinen (p7)
vorliegen. Die viralen Enzyme Integrase, Protease und Reverse Transkriptase befinden sich
innerhalb des Viruscapsids, das aus dem Protein p24 besteht. Die Hiille des Viruspartikels ist
eine Lipiddoppelmembran, die wéahrend der Replikation von der Plasmamembran der
Wirtszelle gebildet wird und an deren Innenseite die Matrixproteine (p17) lokalisiert sind.
Wesentliche Bestandteile der Virushille entstammen somit von der Wirtsplasmamembran
oder sind virale Glycoproteine, die bei der Anheftung des Virus an der Wirtszelle von
Bedeutung sind. Die Nomenklatur dieser Glycoproteine (gp) erfolgt nach deren
Molekulargewicht, gp41 und gp120. Glycoprotein 41 ist ein Transmembranprotein, wahrend
gp120 kovalent mit diesem verbunden ist und sich auf der &uleren Seite befindet. Gp120
umfasst finf variable (V1-V5) und funf konservierte (C1l- C5) Regionen. Beide
Glycoproteine werden als Vorstufenglycoprotein gpl60 (gpl120/gp4l-Komplex) im ER
synthetisiert, Uber die Golgi-Partikel zur Zelloberflache transportiert und nach Spaltung in
gp120 und gp4l in Form von Trimeren in die Virushille eingebaut (Ubersicht bei Wyatt &
Sodroski, 1998).

Lipidmembran

Integrase : ' Protease

Abb. I-1: Schematische Darstellung eines Virions von HIV-1 und der Epitope neutralisierender anti-
HIV-1 Antikodrper am gpl20/gp4l-Komplex. A: Aufbau des Humanen Immundefizienzvirus Typ 1. gp120:
externe Oberflachenglycoproteine; gp4l: transmembrane Oberflachenglycoproteine; RNA: Ribonucleinsaure;
pl7: Matrixproteine; p7: Nucleocapsidproteine; p24: Capsidproteine (nach www.niaid.nih.gov/factsheets/
howhiv.htm). B: Glycoproteinkomplex auf der Virusoberfliche von HIV-1/SIV. Die drei Monomere von gp120
sind grau, hellgrin und hellblau dargestellt. Gp41 ist schematisch mit drei violetten Rdhren abgebildet. Die
Kohlenhydratketten am gp120 sind gelb und die Mannosereste, mit denen der Antikdrper 2G12 interagiert,
erscheinen in tiirkis. 4E10, 2F5: neutralisierende Antikorper deren Epitope innerhalb von gp41 lokalisiert sind;
b12: Antikdrper, der die CD4-Bindestelle des Virions erkennt; V3: Antikorper, die an die nicht glycosylierte
V3-Doméne binden (u.a. 447-52D); CD4i: CD4 induzierte Antikérper, erkennen die Bindestelle des
Co-Rezeptors amgp120 (nach Burton et al., 2005).

Die Ubertragung des Virus erfolgt durch den Kontakt mit Korperfliissigkeiten (Blut, Sperma,
Vaginalsekret oder Muttermilch) HIV-positiver Personen. Beim Infektionsprozess bindet das
Virion Uber gp120 an den CD4-Rezeptor (engl. cluster of differentiation), der sich auf der
Oberflache der Wirtszelle befindet. Dieser Rezeptor ist auf CD4-tragenden T-Lymphozyten,
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Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen vorhanden. Gp120 &ndert daraufhin seine
Konformation und kann an den CCR5 und/oder CXCR4 Co-Rezeptor binden (Ubersicht bei
Wyatt & Sodroski, 1998). HIV kann anhand des verwendeten Co-Rezeptors, der zur Familie
der Chemokine zahlt, in drei Varianten unterteilt werden: R5 (Bindung von CCR5), X4
(Bindung von CXCR4) oder R5X4 (Bindung von CCR5 oder CXCR4). Personen mit
Homozygotie hinsichtlich einer nicht funktionellen Variante des Co-Rezeptors CCR5 sind
gegentiber dem Virus weitgehend resistent (Liu et al., 1996). Eine Infektion kann aber
dennoch durch Stimme, die den CXCR4 Co-Rezeptor nutzen, erfolgen (Ubersicht bei Suresh
& Wanchu, 2006).

Nach Fusion des Viruspartikels mit der Wirtszelle (gp41 ist erforderlich) erfolgt die Synthese
viraler DNA durch die Reverse Transkriptase. Diese wird anschlieBend zum Zellkern der
Wirtszelle transportiert und in deren chromosomale DNA integriert (Integrase). Fir die
Transkription der viralen DNA und somit fur die Virusreplikation sind zelluldre Faktoren,
hauptsachlich  Rel/NF-kB  Transkriptionsfaktoren, erforderlich. Die entstehenden
Virusproteine werden durch die virale Protease in ihre funktionelle Form gebracht. Nach der
Zusammenlagerung viraler RNA und viraler Proteine verlassen vollstandige Viruspartikel die
Wirtszelle. Eine detaillierte Beschreibung des Vorgangs der HIV-Infektion findet sich bei
Alcami (2004). Ohne Unterbrechung des HIV-Lebenszyklus verteilt sich das Virus im
gesamten Korper und zerstort wichtige Zellen des Immunsystems. Drei Phasen der
Virusinfektion im Patienten kénnen unterschieden werden: (1) Primdrinfektion (meist
grippedhnliche Erkrankung, grofle Virusmengen), (2) symptomfreies Latenzstadium
(Nachweis von HIV-spezifischen Antikdrpern, geringe Konzentration an zirkulierenden
Viren) und (3) symptomatische Phase (opportunistische Infektionen, maligne Tumore,
neurologische Symptome, Abfall der CD4-positiven Zellen, Defekte in der zellvermittelten
Immunantwort). Die sinkende Anzahl CD4-tragender T-Zellen beglnstigt in der Spatphase
der Viruserkrankung Infektionen mit sekundaren Pathogenen, u.a. Candida albicans oder
Cryptococcus neoformans. In den meisten Féllen fuhrt dies zum Tod der Patienten.

Etwa 33 Millionen Menschen waren 2007 mit dem HI-Virus infiziert und 2,5 Millionen
starben aufgrund ihres geschwéchten Immunsystems (UNAIDS, 2007). Falls bis 2010 keine
effiziente Bekampfung des Retrovirus erfolgt, wird dann weltweit mit 60 Millionen HIV-1
infizierten Personen gerechnet (Ubersicht bei Haynes & Montefiori, 2006). Bis heute gibt es
noch keine vollstandige Heilung von AIDS. Lediglich die Virusreplikation kann mit einer
Kombination verschiedener Wirkstoffe eingeschrdnkt werden. Diese hoch aktive
antiretrovirale Therapie (HAART, engl. highly active antiretroviral therapy) wird seit Uber
zehn Jahren bei HIV eingesetzt und verringert die Sterberate infizierter Patienten (Schneider
et al., 2005). Die von der FDA (U.S. Food and Drug Administration) bewilligten HAART-
Medikamente werden in funf Klassen unterteilt: nicht nucleosidische Inhibitoren der
Reversen Transkriptase (NNRTI), nucleosidische Inhibitoren der Rewversen Transkriptase
(NRTI), Proteaseinhibitoren (PI), Fusionsinhibitoren (FI) und Integraseinhibitoren (lI,
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http//aidsinfo.nih.gov/contentfiles/ApprovedMedstoTreatHIV_FS_en.pdf). Nachteile der
Behandlung, u. a. starke Nebenwirkungen und auftretende Resistenzen des Virus gegeniber
den Wirkstoffen, verstarken die Nachfrage nach weiteren therapeutischen Ansatzen fur eine
Behandlung der Immunschwéchekrankheit.

Wi e bei jedem anderen Virusbefall erfolgt auch bei HIV eine Reaktion des Immunsystems.
Der Glycoproteinkomplex (gp120/gp4l) auf der Oberfliche der Viruspartikel (vgl.
Abb. I-1A) ist Angriffspunkt neutralisierender Antikérper und somit fiir eine humorale
Immunantwort verantwortlich. Das Virus entwickelte jedoch verschiedene Mechanismen, die
eine Bindung der gebildeten Antikdrper wirkungsvoll verhindern. Hierzu zihlen die
Glycosylierung von gp120 (etwa 50% der molaren Masse von gp120, die VV3-Domdne ist als
einzige der variablen Regionen nicht glycosyliert) und somit die Maskierung bestimmter
Peptidstrukturen, sowie das Vorliegen des gp120/gp41-Komplexes als Trimer und der daraus
resultierende Schutz von Epitopen, die bei Monomeren einfacher zugénglich waéren.
Zusatzlich andert sich wahrend der Rezeptorbindung und des Infektionsprozesses die
Konformation der Glycoproteine auf der Virusoberflache. Dies erschwert die Bindung von
Antikorpern an diese Strukturen (Ubersichten bei Burton, 1997 und Burton et al., 2004).
Weitere Ursachen fir eine verringerte Bildung von Immunglobulinen mit neutralisierender
Wirkung sind die geringe Immunogenitat des gp120/gp4l-Komplexes, die Diversitat der
HIV-Isolate und die Zerstdrung der fur die Immunantwort essenziellen CD4-Targetzellen
durch das Virus. Die virale DNA ist nach Integration in die chromosomale DNA der
Wirtszelle fir eine Immunreaktion aullerdem nicht erreichbar und kann dort jahrelang
verborgen Uberdauern (Provirus). Trotz der genannten umfangreichen Schutzmechanismen
von HIV-1 konnten Antikérper mit einer neutralisierenden Wirkung gegen verschiedene
Isolate identifiziert werden (Ubersicht bei Burton et al., 2005).

Die Epitope oder Proteinstrukturen, die von HIV-1 neutralisierenden Antikérpern erkannt
werden, befinden sich auf der Oberfliche des Viruspartikels und kdnnten isoliert als
immunogene Proteine zur Bildung dieser Immunglobuline eingesetzt werden (Ubersichten bei
Check, 2003; Burton et al., 2005 und Eggink et al., 2007). Peptide oder Fragmente des
gp120/gp41-Komplexes kdnnen theoretisch zur Induktion neutralisierender Antikorper bei der
aktiven Immunisierung verwendet werden. Ein Beispiel hierflr ist das Epitop ELDKWA des
neutralisierenden Antikdrpers 2F5 (Muster et al., 1993). Der Einsatz dieses Peptids innerhalb
eines komplexen Immunogens zur Auslésung einer humoralen Immunantwort scheiterte
jedoch (Coeffier et al., 2001; Kim et al., 2007). Obwohl bei verschiedenen Pathogenen
Proteine identifiziert wurden, an die neutralisierende Antikdrper mit hoher Effizienz binden,
ist dies keine Garantie fir eine effektive invivo Bildung solcher Immunglobuline nach
Verabreichung der synthetisch hergestellten Antigene (Ubersicht bei Van Regenmortel,
1999). Ansétze fur das Design eines effizienten Immunogens liefern Burton et al. (2004).
Neben Molekilen, die dem urspringlichen Glycoproteintrimer auf der Virusoberflache
entsprechen, kdnnen auch wveranderte Env-Molekile, die die Epitope neutralisierender
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Antikbrper wverbessert repréasentieren oder Produkte des Infektionsprozesses, die ein
Offenlegen verdeckter Epitope auslosen, appliziert werden. Ein Beispiel hierfir wurde
kirzlich veroffentlicht. Zhou et al. (2007) untersuchten die Bindung stabilisierter
gp120-Molekiile an CD4 sowie an den Antikorper b12 (Burton et al., 1994). Auf diese Weise
gelang die strukturelle Definition des b12 Epitops, das ein mdgliches Target der humoralen
Immunantwort darstellt. Zur Induktion einer zellvermittelten Immunantwort gegen das
HI-Virus wurden Gag sowie Pol aber auch akzessorische Proteine (Tat, Rev bzw. Nef)
eingesetzt (Ubersicht bei Robert-Guroff, 2002). Einige dieser Vertreter, HIV-1 gp120 (Bogers
et al,, 2004), Kernprotein p24 (Perez-Filgueira et al., 2004; Obregon et al., 2006), Tat
(Karasev et al., 2005) oder Nef (Marusic et al., 2007), werden bereits in pflanzlichen
Systemen exprimiert.  Allerdings besitzen diese rekombinanten Proteine keine
Marktzulassung. Einen detaillierten Uberblick tber HIV-Vakzine liefern Calarota & Weiner
(2003) sowie Gudmundsdotter et al. (2006). Da die Identifizierung eines effizienten Vakzins
bis heute nicht gelang, erlangt die passive Immuntherapie, das heift die Verabreichung von
Antikdrpern zur Verhinderung von Neuinfektionen, aber auch zur Reduktion des Virusgehalts
bereits infizierter Patienten, erneut Bedeutung (Ubersicht bei Check, 2003).

Das Prinzip der passiven Immunisierung wurde bereits 1890 unter dem Begriff
»Serumtherapie” beschrieben. Emil Behring und Shibasaburo Kitasato zeigten, dass
Immunitat gegen Diphterie- sowie Tetanustoxine durch Stoffe hervorgerufen wird, die sich im
Blut infizierter Tiere befinden. Sie bezeichneten diese als Antikérper. Weiterhin konnten sie
eine Ubertragung der Immunitat durch Injektion des Serums von infizierten Tieren auf
gesunde bestatigen (Behring & Kitasato, 1890). Nur wenige Jahre spéater entdeckte Paul
Ehrlich, dass Antikdrper als sogenannte magic bullets zur Markierung von Krebszellen dienen
kénnen (Ehrlich, 1900).

Antikbrper sind wichtige Komponenten des Immunsystems. Die auftretenden
Immunglobuline (1gG, 1gM, IgA, 1gD, IgE) besitzen eine Basisstruktur bestehend aus leichten
(L bzw. LC, engl. light chain) und schweren (H bzw. HC, engl. heavy chain) Ketten. Diese
werden wiederum in Isotypen unterteilt: L (x, A) sowie H (y, p, a, 3, €). Jede Antikdrperkette
besitzt eine variable (Vi, Vu) und konstante Region (C_, Cu). Der konstante Teil der
schweren Kette wird nochmals gegliedert (Cnxl, Cy2, Cy3 bzw. Cn4). Innerhalb der variablen
Regionen von leichten und schweren Ketten existieren drei Bereiche mit einer hohen Varia-
bilitat der AS-Sequenz. Die sogenannten CDRs (engl. complementary determining regions)
bilden die Antigenbindestelle des Antikorpers (Paratop). Den grofiten Anteil der Immunglo-
buline im Serum bildet 1gG, bestehend aus zwei leichten und zwei schweren Ketten, die Uber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und so eine charakteristische Y-Form darstellen.
Die klassische Herstellung von polyklonalen Antikérpern erfolgt dber die Immunisierung von
Labortieren und Gewinnung aus deren Blutserum. 1975 entwickelten Kohler & Milstein die
Hybridomtechnologie. Von einem immunisierten Labortier wird die Milz entnommen und die
B-Lymphozyten werden isoliert. AnschlieBend erfolgt die Fusion der Lymphozyten
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(Expression des Immunglobulins auf deren Oberfliche) mit einer Plasmazytomzelle. Die
resultierende Hybridomzelle, die den monoklonalen Antikdrper produziert, wird in Zellkultur
vermehrt. Unter Verwendung rekombinanter DNA-Techniken kénnen heute monoklonale
Antikérper oder auch deren Derivate in verschiedenen Systemen hergestellt werden
(Ubersichten bei Kipriyanov & Le Gall, 2004; Conrad & Scheller, 2005 und Holliger &
Hudson, 2005).

Eine passive Immunisierung gegen HIV kann bei Gefahr der Virusiibertragung von einer
infizierten Mutter auf ihr Kind oder bei der Verhinderung der Infektion bei sexuellen
Kontakten angewendet werden. Der Ubergang des Virus von einer HIV-positiven Mutter auf
das Kind geschieht im Uterus, wahrend des Geburtsvorgangs oder postnatal durch die
Muttermilch (Ubersicht bei Bulterys et al., 2004). Eine Infektion tiber die Muttermilch erfolgt
bei 100 von HIV-positiven Mittern gestillten Kindern in 8,9 Fallen (The BHITS Group,
2004). Vielversprechende Tierstudien zu dieser Problematik unterstutzen antikdrperbasierte
Therapien zur Verhinderung der Mutter-Kind-Ubertragung des Virus (Ubersicht bei Safrit et
al., 2004).

In den letzten Jahren verstarkte sich die Diskussion Uber den Einsatz sogenannter
microbicides zum Schutz vor HIV (Ubersichten bei Stone, 2002; McGowan, 2006 und Pellett-
Madan et al., 2006). Dies sind Substanzgemische, die im vaginalen oder rektalen Bereich zur
Verhinderung der Ubertragung von sexuellen Krankheiten/Pathogenen eingesetzt werden.
Untersuchungen mit vaginal applizierten HIV-neutralisierenden Antikdrpern bei Affen
verliefen erfolgreich (Veazey et al., 2003). Der Schutz vor der vaginalen Virusubertragung
war von der Dosis des eingesetzten Antikorpers abhéngig. Zur Reduktion wvon
HIV-Infektionen mit Hilfe dieser Strategie wurde die Alliance for Microbicide Development
(www.microbicide.org) gegrundet. Kombinationen von anti- HIV Antikorpern, Wirkstoffen, die
eine Anheftung des Virions an die Wirtszelle verhindern (z. B. PRO 2000, Carageenan,
Cellulosesulfat) und antiretroviralen Medikamenten (u. a. Tenofovir, Evavirenz, Nevirapin)
konnten effizient als microbicides eingesetzt werden (Ubersicht bei Weber et al., 2005). Eine
Zusammenstellung verschiedener Substanzen fur den Einsatz gegen HIV-Infektionen findet
sich bei McGowan (2006) und Lederman et al. (2006).

Die pflanzliche Expression von Komponenten fiur microbicides rickt ebenfalls in den
Blickwinkel der Biotechnologie (Ubersicht bei Whaley & Zeitlin, 2005). Ein Beispiel ist
Cyanovirin-N (CV-N), ein 11 kDa Protein, das aus dem Cyanobakterium (Blaualge) Nostoc
ellipsosporum isoliert wurde. Hierbei handelt es sich umein HI-Virus inaktivierendes Protein,
das an das virale gpl20 bindet (Boyd et al., 1997). In transgenen Pflanzen konnte
funktionelles CV-N akkumuliert werden (Sexton et al., 2005).

Wie bereits erwdhnt, wurden in den letzten Jahren AntikGrper mit einer neutralisierenden
Wirkung gegentiber verschiedenen HIV-1 Isolaten beschrieben (Ubersicht bei Burton et al.,
2005). Die Neutralisation des Virus durch diese Antikorper beruht zum einen aufder Bindung
des gp120/gp4l-Komplexes und somit auf einer Verhinderung der Interaktion mit dem
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CD4-Rezeptor. Die Immunglobuline konnen aber auch erst nach Anheftung des Virus an der
Wirtszelle agieren und auf diese Weise die Fusion des Virions mit der Wirtszelle inhibieren
(Ubersicht bei Parren & Burton, 2001). Im letztgenannten Fall erkennen die Antikorper
bestimmte Epitope, deren Zuganglichkeit durch die CD4-Rezeptorbindung verbessert wurde.

Funf HIV-1 neutralisierende Antikdrper, 447-52D (Gorny et al., 1992), b12 (Burton et al.,
1994), 2F5 (Purtscher et al., 1994), 2G12 (Trkola et al., 1996) und 4E10 (Stiegler et al.,
2001), deren Epitope sich innerhalb des g¢gpl20/gp4l-Komplexes befinden, wurden
charakterisiert. Eine schematische Darstellung der verschiedenen Regionen, an denen diese
Immunglobuline binden, liefert Abb. I-1B. Epitope der Antikdrper, die die Bindestelle des
Co-Rezeptors an gp120 erkennen und als CD4 induced antibodies (CD4i) bezeichnet werden
(Thali et al.,, 1993), sind ebenfalls eingezeichnet. Der Antikorper bl2 erfasst die
CD4-Bindestelle des Viruspartikels und verhindert so die Interaktion mit diesem Rezeptor auf
der Wirtszelle (Burton et al., 1994). 447-52D ist gegen die nicht glycosylierte V3-Doméne
von gpl20 gerichtet (Gorny et al., 1992). Neutralisierende Antikorper (2F5, 4E10) deren
Epitope sich in der Nahe der viralen Membran am gp4l befinden, wurden ebenfalls
identifiziert (Purtscher et al., 1994; Stiegler et al., 2001). Wie bereits erwahnt, bindet 2F5 an
das lineare Epitop ELDKWA innerhalb gp4l (AS 662-667, Muster et al., 1993).
Unmittelbar benachbart befindet sich das Epitop des Antikdrpers 4E10, das minimal sechs
Aminosdauren (NWFNIT) umfasst (Zwick et al., 2001). Eine Besonderheit ist der Antikdrper
2G12. Dieser erkennt oligo-mannosidische Zuckerreste, die kovalent an gp120 gebunden sind
(Sanders et al., 2002; Scanlan et al., 2002) und nutzt somit Komponenten, mit denen sich das
Virus normalerweise gegentber Antikorperinteraktionen schitzt (Ubersicht bei Johnson &
Desrosiers, 2002). Weiterhin besitzt 2G12 eine einzigartige Struktur innerhalb der variablen
Doménen beider schwerer Ketten, das sogenannte Vu/Vy’ interface, und verfligt somit tber
eine secondary binding site fir die Bindung von zwei weiteren Zuckermolekilen (Calarese et
al., 2003).

Die Antikorper 2F5 und 2G12, deren pflanzliche Expression wesentliches Thema dieser
Doktorarbeit ist, wurden aus HIV-1-Patienten, die keine oder nur sehr schwache Symptome
zeigten, isoliert. Durch Fusion von Lymphozyten mit der Myelomzelllinie CB-F7 konnten
antikdrperexprimierende Hybridomzellen erzeugt werden (Grunow et al., 1988; Buchacher et
al., 1994). Der Antikdrper 2G12 gehdrt zur 1gG-Subklasse 1 mit leichten Ketten des k- Typs,
2F5 hingegen zahlt zu den 1gGs (k) Immunglobulinen (Buchacher et al., 1994). Die
Sequenzen der Immunglobulingene beider Antikdrper wurden von Kunert et al. (1998)
beschrieben. Da 1gG;-Molekiile eine langere Halbwertszeit als Antikorper der Subklasse 1gGs
besitzen, erfolgte ein 1gGs/IgG; subclass switch bei dem Antikérper 2F5 (Kunert et al., 2000).
Beide Immunglobuline werden heute routinemalig in CHO-Zellen produziert (POLYMUN
Scientific Immunbiologische Forschung GmbH, Wien, Osterreich, www.polymun.at) und
zeigen in vitro eine neutralisierende Wirkung gegentber vielen HIV-Isolaten (Trkola et al.,
1995; Binley et al., 2004). Die Kombination beider Antikbrper mit HIVIG (hyperimmunes
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anti-HIV Immunglobulin), das vom Plasma eines HIV-Infizierten stammt, verbesserte die
in vitro Neutralisation mehrerer HIV-Isolate des B-Typs im Vergleich zur Wirkung einzeln
verabreichter Antikdrper (Mascola et al.,, 1997). Eine passive Immunisierung von
Rhesusaffen durch Applikation der einzelnen Antikorper oder Kombinationen gewahrleistete
einen Schutz gegendber intravendser (Mascola et al., 1999), intravaginaler (Mascola et al.,
2000) und oraler Infektion (Baba et al., 2000) mit dem SHI-Virus. Ebenso wurde die
Infektion von neugeborenen Rhesusaffen durch postnatale Verabreichung von 2F5 und 2G12
verhindert (Hofmann-Lehmann et al., 2001; Ferrantelli et al., 2004).

Eine Untersuchung beider Antikdrper im Menschen erfolgte bereits in ersten klinischen
Studien. Die Probanden zeigten keine unerwiinschten Nebenwirkungen (Armbruster et al.,
2002). Im Plasma der untersuchten Patienten konnte eine Reduktion des HIV-Titers und der
infizierten peripheren Blutzellen beobachtet werden (Stiegler et al., 2002). Bei der
Virusibertragung von einer Mutter auf das Kind oder nach Kontakt mit HIV-infiziertem
Material ist die Injektion von 2F5 und 2G12 mit einem weiteren neutralisierenden Antikdrper
(4E10) eine vielversprechende Moglichkeit (Armbruster et al., 2004). Eine Kombination
dieser drei Antikorper wurde ebenfalls bei infizierten Patienten eingesetzt, um den
Virusgehalt nach HAART-Behandlung moglichst niedrig zu halten (Trkola et al., 2005).
Allerdings werden invivo hohe Konzentrationen an Antikdrpern benttigt. Inwieweit eine
antikorperbasierte Therapie zur passiven Immunisierung bei HIV realisiert werden kann, ist
bis heute unklar. Gary Nabel vom Vaccine Research Center in Bethesda, Maryland, USA
sagte hierzu (Ubersicht bei Check, 2003): “Whether we can really come up with the magic
bullet is still unknown.

Fir eine passive Immunisierung sind hohe invivo Konzentrationen der neutralisierenden
Antikdrper notwendig. Dies wiederum implementiert eine gesteigerte Nachfrage nach diesen
rekombinanten Produkten und erdffnet so neue Anreize fur deren Herstellung in pflanzlichen
Systemen. Die Akkumulation von funktionellen anti-HIV Antikérpern 2F5 und 2G12 in BY2
Suspensionszellkulturen bzw. in Maiskornern wurde kirzlich gezeigt (Sack et al., 2007,
Rademacher et al., 2008).

1.3 Fusionsproteine mit elastindhnlichen Polypeptiden

Elastindhnliche Polypeptide (ELP, engl. elastine like polypeptide) sind Biopolymere, deren
AS-Zusammensetzung auf das Pentapeptid VPGXG zuriickzufihren ist, das dem
hydrophoben Bereich des Tropoelastins entstammt (Ubersicht bei Urry, 1992). Die variable
Aminoséure (X) kann jede beliebige auBer Prolin sein. Erste Untersuchungen dieser
elastindhnlichen Polypeptide sind auf Dan Urry zurlckzufihren, der eine Vielzahl
synthetisierte und hinsichtlich ihrer biophysikalischen Eigenschaften charakterisierte
(Ubersicht bei Urry, 1997). Rekombinante DNA-Techniken erlauben heute die Herstellung
verschiedener synthetischer ELPs flr spezielle Anwendungen (Meyer & Chilkoti, 2002).
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ELPs sind durch einen temperaturabhingigen Phasenwechsel charakterisiert (Ubersicht bei
Urry, 1993). Unterhalb einer definierten Temperatur (T;, engl. inverse transition temperature)
und in Wasser befinden sich die Polymere unstrukturiert in Losung. Steigt die Temperatur
Uber Ty kommt es zur Faltung der Polypeptidketten und es entstehen intramolekulare
Bindungen zwischen den unpolaren Regionen der ELPs (Ubersichten bei Li et al., 2001 und
Li & Daggett, 2003). Die Ubergangstemperatur T; hdngt von mehreren Variablen, u. a. der
variablen AS (X), dem Molekulargewicht, der Konzentration der ELPs und dem pH-Wert
sowie der Salzkonzentration der Losung ab (Urry et al., 1991a; Girotti et al., 2004; Meyer &
Chilkoti, 2004). Bereits 1999 wurde der temperaturabhéngige reversible Phasenlbergang bei
der Entwicklung eines Reinigungsverfahrens fiur ELP-Fusionsproteine genutzt (Meyer &
Chilkoti, 1999). Dan Meyer und Ashutosh Chilkoti isolierten rekombinante Proteine mit
ELP-Fusion aus E. coli durch aufeinanderfolgende und sich wiederholende Aggregations-,
Zentrifugations- und Losungsschritte. Sie bezeichneten dieses Verfahren als inverse transition
cycling (ITC). Mehrere in E. coli exprimierte ELP-Fusionsproteine wurden unter Anwendung
dieser Methode gereinigt (Shimazu et al., 2003; Trabbic-Carlson et al., 2004a; Trabbic-
Carlson et al., 2004b; Chow et al., 2006). Das temperaturabhdngige Verfahren wurde zur
Reinigung rekombinanter Spinnenseiden-ELP- und mini-sgp130-ELP-Fusionen aus
transgenen Tabakblattern erfolgreich verwendet (Scheller et al., 2004; Lin et al., 2006). Eine
Kombination aus ITC und Filtertechnik ermdglicht den industriellen Einsatz dieses
Verfahrens (Ge et al., 2006).

Fir eine Steigerung der Akkumulation rekombinanter Proteine in Pflanzen werden
verschiedene Fusionsstrategien eingesetzt (Hondred et al., 1999; Spiegel et al., 1999; Gil et
al., 2006; Obregon et al., 2006). Besonders die Verwendung elastindhnlicher Polypeptide
erzielte im Hinblick auf die Erh6hung des Expressionsniveaus gute Erfolge. Scheller et al.
(2004) und Patel et al. (2007) wiesen eine verstarkte Akkumulation von Spinnenseiden-ELP-
Fusionen in transgenen Tabakpflanzen nach. Rekombinante therapeutische Proteine wurden
ebenfalls durch C-terminale ELP-Fusion vermehrt in transgenen Pflanzen exprimiert (Lin et
al., 2006; Patel et al., 2007). Besonders erfolgreich war die Akkumulation funktioneller
Einkettenantikbrper (scFv) mit 100 Wiederholungen des Pentapeptids VPGXG in Samen
transgener Tabakpflanzen (Scheller et al., 2006). Ein 40-facher Anstieg des
Expressionsniveaus gegenlber den nicht fusionierten Antikdrperfragmenten auf ca. 20% TSP
wurde beobachtet.

Die einfache sowie effiziente Reinigung von ELP-Fusionen und die gesteigerte Akkumulation
der rekombinanten Proteine sind Vorteile der ELP-Fusionstechnologie. Zusétzlich weisen
elastindhnliche Polypeptide eine biologische Vertraglichkeit bei invivo Applikationen auf
(Urry et al., 1991b). Die Anwendung dieser synthetischen Proteine als Transportmittel flr
eine systemische Verteilung von Medikamenten oder zur Beschichtung bestimmter Gewebe
wurde ebenfalls gezeigt (Ubersichten bei Chilkoti et al., 2006 und Simnick et al., 2007).
Kdirzlich beschriebene selbstspaltende ELP tags, bestehend aus Wiederholungen der
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Pentapeptide VPGXG fusioniert mit einem steuerbaren selbstspaltenden Intein, kénnen
zukunftig in der Bioseparation eine entscheidende Rolle spielen (Banki et al., 2005).

1.4 Zielstellung der Arbeit

Antikorperbasierte Therapien sind die einzige Mdglichkeit fur eine unverzigliche Immunitat
gegeniber biologischen Schaderregern (Ubersicht bei Casadevall et al., 2004). Die passive
Immunisierung erfordert jedoch groe Mengen der rekombinanten Antikérper. Um die
erhbhte Nachfrage nach diesen Produkten zu erfillen, kdnnen Pflanzen als
Expressionssysteme der pharmazeutischen Proteine eingesetzt werden (vgl. 1.1). In den
vergangenen Jahren wurden neben Antigenen auch Antikdrper und AntikGrperderivate in
verschiedenen Pflanzen akkumuliert (Ubersichten bei Stoger et al., 2005b und Twyman et al.,
2005). Besonders die samenspezifische Expression ist im Hinblick auf die Stabilitat der
Antikérper aber auch weiterer rekombinanter Polypeptide vorteilhaft (Ubersicht bei Stoger et
al., 2005a).

Monoklonale Antikdrper, die gegen bestimmte Bereiche der Glycoproteine auf der Oberflache
des HI-Virus gerichtet sind, kdnnen zur Verhinderung einer Virusbertragung im
Vaginaltrakt, zur Hemmung der Mutter-Kind-Infektion oder zur Reduktion des Virusgehalts
infizierter Personen eingesetzt werden (vgl. 1.2). Die pflanzliche Expression der beiden
neutralisierenden anti-HIV-1 Antikérper 2F5 und 2G12 wird innerhalb des EU-Projekts
,Pharma-Planta* (www.pharmaplanta.org) angestrebt. Kirzlich wurde die Akkumulation beider
Immunglobuline in verschiedenen transgenen Systemen beschrieben (Sack et al., 2007;
Rademacher et al., 2008).

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wird erstmals die ELP-Fusionstechnologie zur
Expression kompletter Antikdrper in transgenen Pflanzen angewendet. Die Akkumulation von
anti-HIV-1 Antikorpern, 2F5 und 2G12, soll in Blattern und Samen transgener Tabakpflanzen
durch ELP-Fusion deutlich erhoht werden. Fur die Erzeugung stabiler Linien mit Expression
der Immunglobuline ist ein erstes Ziel dieser Arbeit die Regeneration transgener Pflanzen mit
Akkumulation der einzelnen Antikdrperketten. Nach Kreuzungen ausgewahlter Linien sollen
die rekombinanten Immunglobuline aus den resultierenden Fi-Pflanzen gereinigt,
biochemisch und funktionell charakterisiert werden.

Die ELP-Fusionsstrategie bietet zusatzlich eine kostengunstige und einfache Alternative zur
Reinigung der rekombinanten Proteine mittels inverse transition cycling (vgl. 1.3). Auch
dieses Verfahren soll innerhalb der vorliegenden Arbeit evaluiert werden.

Durch Kombination von pflanzlicher Produktion und ELP-Fusionstechnologie kdnnen
nachgelagerte Verfahrensschritte bei der Herstellung (Verarbeitung des Pflanzenmaterials,
Extraktion der Proteine, Proteingewinnung und -reinigung) pharmazeutischer Proteine
vereinfacht und deren Kosten deutlich gesenkt werden. GrolRe Mengen dieser Pharmazeutika
konnen somit besonders fur Entwicklungslander mit einer hohen Nachfrage nach diesen
Produkten, aber geringer Wirtschaftskraft, zur VVerfigung gestellt werden.
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11 Material und Methoden
1.1 Material
11.1.1 Chemikalien und Ve rbrauchsmaterialien

Die benotigten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien stammen, soweit nicht anders
angegeben, von den Firmen Carl Roth GmbH + Co. (Karlsruhe, BRD), Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), Schitt GmbH (Go6ttingen, BRD) und VWR International GmbH
(Darmstadt, BRD). Losungen und Puffer wurden nach Standardprotokollen (Sambrook &
Russell, 2001) in HyOg4q angesetzt und bei Bedarf autoklaviert (20 min; 121°C; 2 bar). Fir
besondere Reagenzien werden an den jeweiligen Textstellen entsprechende Hinweise erteilt.

11.1.2 Medien und Antibiotika

Die Zusammensetzung der Nahrmedien fir Bakterien erfolgte nach Sambrook & Russell
(2001). Alle Medien wurden sterilisiert (20 min; 121°C; 2 bar). Antibiotika (vgl. Tab. II-1)
sowie weitere Reagenzien (z. B. Glucose) wurden steril filtriert (Spritzenfilter, CA-Membran,
0,20 pm, Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt, BRD) und nach dem Abkuhlen auf
50°C zugegeben.

Medien zur Anzucht von Bakterien

Luria-Bertani Medium (LB) 1,0% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) NaCl
[1,5% (wiv) Agar]”

NZY-Medium (pH 7,5) 0,5% (w/v) NaCl
0,2% (w/v) MgSO4
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) NZ Amine
[1,5% (W/v) Agar]”

SOC-Medium 2,0% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
10,0 mM NacCl
2,5 mM KClI
1,0 mM MgCL™
1,0 MM MgSO4
2,0 mM Glucose™
[1,5% (w/v) Agar]”
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YEB-Medium (pH 7,0) 0,5% (w/v) Rinderextrakt
0,1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Saccharose
2,0 MM MgSO,4

*:Zusatz nur bei Nahrmedium fiir Platten
Zusatz nach dem Autoklavieren

Medien zur in vitro Kultur von Tabak

MS-Medium (pH 5,6 - 5,8) 0,44% (w/v) Murashige & Skoog-
Fertigsubstanz (Duchefa Biochemie,
Haarlem, Niederlande)
3,0% bzw. 2,0% (w/v) Saccharose
0,05% (w/v) MES
[0,9% (w/v) Agar]”

MG-Medium (pH 5,6 - 5,8) 0,44% (w/v) Murashige & Skoog-
Fertigsubstanz (Duchefa Biochemie,
Haarlem, Niederlande)
1,6% (w/v) Glucose
0,05% (w/v) MES
0,9% (w/v) Agar

*Zusatz nur bei Nahrmedium fur Platten

Die  Zugabe wvon 1,0 mg/l 6-Benzylaminopurinlosung (BAP) und 0,2 mg/l
a-Naphthalenessigsaurelosung (NES) zu den Medien fur die invitro Kultur von
Tabakpflanzen erfolgte nach dem Autoklavieren und dem Abkihlen des Mediums. Beide
Losungen waren steril.

Antibiotika

Die Antibiotika wurden, falls nicht anders angegeben (Tab. IlI-1), als Stammldsungen in
H,O4qg angesetzt und steril filtriert (Spritzenfilter, CA-Membran, 0,20 um, Heinemann
Labortechnik GmbH, Duderstadt, BRD).
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Tab. 1I-1: Konzentrationsangaben der verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum Stammlésung Arbeitskonzentration
Ampicillin (Amp) 100g/1 100 mg/I
Carbenicillin (Carb) 509/ 50 mg/l
Cefotaxim (Cef) 20049/l 500 mg/I
Kanamycin (Kan) 509/ 50 mg/l
Rifampicin (Rif) 50 g/I” 50 mg/I
Tetracyclin (Tet) 5g/l” 12,5 mg/l

“in DMSO, ohne Filtersterilisation
in Ethanol, ohne Filtersterilisation

11.1.3 Plasmide

Die pTRAK-Vektoren von T. Rademacher (RWTH Aachen, Aachen, BRD) dienten als
templates firr die Amplifikation der Immunglobulingene.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit verwende ich oftmals den Term ,,Gen*, obwohl es sich
ausschlieflich umden codierenden Sequenzbereich eines Gens handelt.

Die Plasmide pRTRA-anti-oxa und pRTRA-ELP (beide IPK, Gatersleben, BRD) fungierten
bei den Klonierungsschritten als Basisvektoren (vgl. Anhang VIL1.1 und VIIL.1.2). Das
Plasmid pR TRA-anti-oxa beruht auf dem Vektor pPRTRA15 (Artsaenko et al., 1995), wobei
die BamHI-Schnittstelle nach dem c-myc tag (1311 bp) eliminiert wurde. Der Vektor
PRTRA-ELP enthdlt die codierende Sequenz fur 100 Wiederholungen des elastindhnlichen
Peptids VPGXG. Die Herstellung von 100xELP mit Valin, Glycin oder Alanin als variable
Aminosdure (X) wurde in Scheller et al. (2004) beschrieben. Sequenzen der
samenspezifischen Promotoren (USP- und LeB4-Promotor) wurden den Plasmiden
pPRTRA7/3-USP-anti-oxa-scFv und pRTRA7/3-LeB4-anti-oxa-scFv (beide Scheller et al.,
2006) entnommen.

Als binarer Vektor bei der Agrobakterium-vermittelten Transformation von Tabak (vgl.
11.2.2.2) wurde pCB301-Kan (vgl. Anhang VI1.1.3) verwendet. Dieses Plasmid basiert auf
pCB301 (Xiang et al., 1999) und entstand durch den Transfer eines Bglll/BamHI-T-DNA-
Fragments des bindren Vektors BIN19 (Bevan, 1984).

Eine Ubersicht aller verwendeten Plasmide liefert Tab. 11-2.
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Tab. 11-2: Herkunft der werwendeten Plasmide und deren bakterielle Resistenz. L: leichte Kette; H:
schwere Kette; 2F5: anti-HIV-1 Antikérper 2F5; 2G12: anti-HIV-1 Antikdrper 2G12; ELP: elastindhnliches
Polypeptid; anti-oxa: anti-Oxazolon Einkettenantikdrper; USP: USP-Promotor; scFv: Einkettenantikdrper; LeB4:
Le B4-Promotor; Kan/Kan®: Kanamycinresistenz; Amp™: Ampicillinresistenz.

Plas mid Resistenz Herkunft
pTRAk-2F5L AmpR T. Rademacher, RWTH Aachen, Aachen, BRD
pTRAk-2F5H AmpR T. Rademacher, RWTH Aachen, Aachen, BRD
pTRAK-2G12L Amp® T. Rademacher, RWTH Aachen, Aachen, BRD
pTRAk-2G12H AmpR T. Rademacher, RWTH Aachen, Aachen, BRD
pRTRA-ELP AmpR Basierend auf pRT103 (Topfer et al., 1987)
pRTRA-anti-oxa AmpR Basierend auf pRTRA15 (Artsaenko et al., 1995)
pRTRA7/3-USP-anti-oxa-scFv AmpR Scheller et al. (2006)
pRTRA7/3-LeB4-anti-oxa-scFv Amp® Scheller et al. (2006)
pCB301-Kan KanR Basierend auf pCB301 (Xiang et al., 1999)
11.1.4 Oligonucleotide

Fur die Amplifikation der Immunglobulingene sowie spezifischer DNA-Fragmente wurden
Oligonucleotide der Firma Metabion International AG (Martinsried, BRD) verwendet. Primer
zur Sequenzierung bestimmter DNA-Fragmente wurden von der MWG Biotech AG
(Martinsried, BRD) bezogen.

Die Sequenzen der einzelnen Primer sowie deren Schmelztemperaturen (Tr) finden sich in
Tab. I1-3.
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Tab. 11-3: Sequenzen der Oligonucleotide fir PCR und Sequenzierung. Schnittstellen der
Restriktionsenzyme (Ncol, BamHI, Notl), die zur Klonierung verwendet wurden, sind hervorgehoben. LC:
leichte Kette; HC: schwere Kette; 2F5: anti-HI1V-1 Antikdrper 2F5; 2G12: anti-HIV-1 Antikdrper 2G12; pT RAK:
Primer zur Amplifikation der Immunglobulingene; pSEQ: Primer zur DNA-Sequenzierung; 35S: CaMV
35S-Promotor; USP: USP-Promotor; LeB4: LeB4-Promotor; pMPCR: Primer fir Multiplex-PCR; for: forward;
rev: reverse; Tp: Schmelztemperatur.

Name Sequenz Tm

PTRAK-LC-Ncol g, 5’-gac cca tgqg aca tga ggg tcc ccg ctc age-3’ 75,0°C
pTRAK-LC-BamHl e, 5’-gac gga tcc aca ctc tcc cct gtt gaa gc-3’ 70,9°C
pTRAK-LC-Notlyey, 5’-gac gcg gcc gcea cac tet cec ctg ttg aag ¢-3’ 76,1°C
PTRAK-HC-Ncol g, 5’-gac cca tgqg agt tgg gac tga gct gga ttt tc-3’ 70,8°C
pTRAk-HC-BamHl,, 5’-gac gga tcc ttt acc cg gaga cag gga gag-3’ 72,2°C
pTRAk-HC-Notle, 5’-gac gcg gec gct tta ccc gga gac agg gag ag-3’ 77,2°C
PpTRAK-2F5HC-BamH ¢, 5’-gac gga tcc agc cta cac cca ctc caa aat ¢-3’ 70,8°C
PTRAk-2F5HC-BamH I, 5’-gac gga tcc gtc agc ccc cag gaa agg ccc ta-3’ 75.9°C
pTRAk-2G12HC-BamH I, 5’-gac gga tcc tcc cgc ctt gac cag gec tc-3’ 75,2°C
PTRAK-2G12HC-BamH I, 5’-gac gga tcc ctc ata ctc tcc tgt gga gtc tc-3’ 72,1°C
PSEQ-35Sk, 5’-cac tga cgt aag ggatga cgc-3’ 66,0°C
PSEQ-USPy, 5’-tga cat cca ctt gga gga tgc-3’ 64,0°C
pSEQ-LeB4g, 5’-tcc ata gcc atg cat gct gaag-3’ 64,0°C
pPSEQ-2F5LCpy 5’-gcg gca gtg gtt ctg gga-3’ 60,0°C
pSEQ-2F5HC- 14, 5’-ctg cct ggt caa gga cta c-3’ 60,0°C
pPSEQ-2F5HC-2¢, 5’-cgt gtg gtc agc gtc cte-3° 60,0°C
pPSEQ-2G12LCysy 5’-gcg gca gtg gat ctg gaa c-3’ 62,0°C
pPSEQ-2G12HC- 14, 5’-ctg cct ggt caa gga cta c-3’ 58,0°C
pPSEQ-2G12HC-24,, 5’-ctg gtg gtc agc gtc cte-3’ 60,0°C
PMPCR-LCyy 5’-acg aac tgt ggc tgc acc atc tc-3’ 64,2°C
PMPCR-LC 5’-cac tct ccc ctg ttg aag ctc ttt g-3° 64,6°C
pPMPCR-HCy, 5’-ttc ccc ctg gea ccc tece te-3° 65,5°C
PMPCR-HCyy 5’-tcc tee cgce ggc tit gte tt-3° 61,4°C

11.1.5 Bakterienstamme

Escherichia coli

Der Escherichia coli Stamm XL1-blue {recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac[F* proAB" lacl® lacZAM15 Tnl10 (Tet")], Stratagene, La Jolla, CA, USA} wurde als
Wirtszelle fur rekombinante DNA-Molekile verwendet. Fir die Kultivierung (Fest- sowie

Flussigkultur) dieses Stamms wurde LB-Medium (vgl.

I1.L1.2) mit dem Zusatz des

plasmidspezifischen Antibiotikums verwendet (vgl. Tab. 1I-1 und Tab. 11-2). Die pTRAk-HC-
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Vektoren wurden im dam-negativen Stamm SCS110 {[rpsL (Str") thr leu endA thi-1 lacY
galK galT ara tonA tsx dam decm supE44 A(lac-proAB) F’ (traD36proAB™, lacl® lacZ4aM1)],
Stratagene, La Jolla, CA, USA} amplifiziert, da die Xbal-Erkennungssequenz in diesem
Plasmid dam methyliert ist. Dieser Bakterienstamm wird in NZY-Medium mit dem
plasmidspezifischen Antibiotikum kultiviert (vgl. 11.1.2).

Die Anzucht von E.coli erfolgte Uber Nacht bei 37°C (Flussigkultur: 140 rpm,
Kulturschittler Multitron, INFORS AG, Bottmingen, BRD; Agarplatten: Heraeus
Kelvitron®t, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ein Aliquot Fliissigkultur der
Kolonie, die das erwartete Plasmid enthielt, wurde mit 7% (v/v) DMSO versetzt, in N,
uberflhrt und bei-80°C fir eine spétere Verwendung gelagert.

Agrobacterium tumefaciens

Fiur den Agrobakterium-vermittelten Gentransfer sowie die transiente Expression der
Transgene in Tabakblattern wurde der Agrobacterium tumefaciens Stamm C58C1 (pGV2260,
Deblaere et al., 1985) verwendet. Die Flissigkultur dieses Stamms erfolgte in SOC- bzw.
YEB-Medium (vgl. 11.1.2) mit Carbenicillin (Ti-Plasmid), Rifampicin (chromosomale DNA)
und Kanamycin (bakterielles, plasmidspezifisches Selektionsantibiotikum, vgl. Tab. II-1 und
Tab. 11-2) fir 24 - 48 h bei 28°C und 140 rpm (Kulturschittler Multitron, INFORS AG,
Bottmingen, BRD). Als Nahrmedium fur Agarplatten wurde vorwiegend SOC-Medium mit
den jeweiligen Antibiotika verwendet (Heraeus Kelvitron®t, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Ein Aliquot Flissigkultur einer Kolonie mit dem gewd(nschten bindren
Plasmid wurde mit 7% (v/v) DMSO versetzt, in N, uUberfihrt und bei -80°C fir spatere
Experimente gelagert.

11.1.6 Pflanze nmaterial

Zur transienten Expression der Antikdrpergene, der Regeneration transgener Pflanzen durch
den Agrobakterium-vermittelten Gentransfer (vgl. 11.2.2.2) sowie fir die Erzeugung der
Doppelhaploiden (DH, vgl. 11.2.3.3) wurde Nicotiana tabacum cv. Samsun NN (SNN)
verwendet.

Die Aussaat, Anzucht und Kultur von Tabakpflanzen in vitro erfolgte auf MS-Medium (vgl.
11.1.2) mit Kanamycin (Selektionsantibiotikum) und ggf. Cefotaxim (breites antibakterielles
Spektrum, u. a. Agrobakterien, vgl. Tab. II-1 und Tab. 11-2) bei 21°C und 16 h Licht pro Tag
(150 pmol m? s Licht). Tabaksamen wurden fiir die in vitro Aussaat in 80% (v/v) Ethanol
fur 2 min oberflachensterilisert.

Fur die Aussaat und Anzucht der Tabakpflanzen (3- bis 4-Blattstadium) im Gewé&chshaus
(22°C; 50 - 70% relative Luftfeuchte; 16 h Licht pro Tag, 150 pmol m? s Licht) wurden
Substrat 1 (Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste-Grol3 Hesepe, BRD) und Pflanztopfe mit
6 cm Durchmesser (Hermann Meyer KG, Rellingen, BRD) verwendet. Sechs bis sieben
Wochen nach der Aussaat wurden die Jungpflanzen in Pflanztopfe (@ 16 cm, Hermann Meyer
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KG, Rellingen, BRD) mit Substrat 2 (Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste-GrolR Hesepe,
BRD) (iberfiihrt (22°C; 45% relative Luftfeuchte; 16 h Licht pro Tag, 200 - 220 pmol m? s
Licht). Die Dlngung der Tabakpflanzen und eine eventuelle Schadlingsbekdmpfung erfolgten
nach Bedarf.

.17 Antikdrper und Antigene
Antikorper

Der im Western Blot und bei der Elektronenmikroskopie verwendete monoklonale anti-c- myc
Antikérper, der einen Bereich des humanen Proto-Oncogens p62 (c-myc) erkennt (AS 408 bis
439; Ramsay et al., 1984), wurde aus dem Uberstand der Hybridomzelllinie 9E10 gewonnen
(Evan et al., 1985). Alle weiteren im Rahmen der Arbeit genutzten Antikdrper sind in der
nachfolgenden Tabelle gelistet.

Tab. 1I-4: Antikorper fur Western Blot, ELISA, Biacore und Hektronenmikroskopie. IgG:
Immunglobulin G; CHO: engl. Chinese hamster ovary; gp41: Glycoprotein 41; gp120: Glycoprotein 120.

Antikdrper Epitop Charakteristika

Ziege-anti-Human kappa light chain Leichte Ketten (k-Subtyp)  Alkalische Phosphatasekonjugat,

humaner Antiké rper polyklonal
Ziege-anti-Human 1gG Fc-Teil humaner IgGs Peroxidasekonjugat, polyklonal
Kaninchen-anti-Human 1gG (Pierce, Tai . :
Rockford, IL, USA) Fc-Teil humaner IgGs Peroxidasekonjugat, polyklonal
Schaf-anti-Maus I1gG (Amersham IgGs von Mausen Pero xidasekonjugat, polyklonal

Biosciences, Piscataway, NJ, USA)

Anti-HIV-1 HO2F5 (POLYMUN
Scientific Immunbiologische Forschung  gp41 des HI-Virus Monoklonal
GmbH, Wien, Osterreich)

Anti-HIV-1“1°2G12 (POLYMUN
Scientific Immunbiologische Forschung  gp120 des HI-Virus Monoklonal
GmbH, Wien, Osterreich)

Ziege-anti-Maus Ig G (British Biocell
International Ltd, Cardiff, UK)

Goldkonjugat (15 nm Gold-

IgGs von Mausen partikel), polyklonal

Antigene

Das im Rahmen der Dissertation verwendete Antigen (Peptid GGGLELDKWASLW) des
anti-HIV-1 Antikorpers 2F5 wurde von der Firma POLYMUN Scientific Immunbiologische
Forschung GmbH (Wien, Osterreich) zur Verfugung gestellt. Fir die Analyse der
Antigenbindung des Antikorpers 2F5 mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz (vgl. 11.2.4.8)
wurde Fuzeon® ein trimeres synthetisches 36 AS-Peptid mit dem ELDKWA Epitop
(www.fuzeon.com) genutzt. HIV-1gy gp120 (exprimiert in HEK 293-Zellen) wurde als
Antigen fur den anti-HIV-1 Antikorper 2G12 verwendet und vom NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program (wwwe.aidsreagent.org) bezogen.
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11.2 Methoden

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methoden orientierten sich an
Ausubel et al. (1998) sowie Sambrook & Russell (2001).

1.2.1 Molekularbiologische Arbeiten
11.2.1.1 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wvon Bakterienzellen fir die Analyse mittels
Restriktionsspaltung (vgl. 11.2.1.5) wurden 2 ml Flissigkultur der jeweiligen Kolonie
eingesetzt (E. coli in LB-Medium, A. tumefaciens in SOC-Medium, vgl. 11.1.2). Nach
Zentrifugation der Zellen (15000 g; 3 min; RT) wurden diese in 100 pl P1-Puffer (Qiagen
GmbH, Hilden, BRD) resuspendiert. Durch Zugabe von 200 ul P2-Puffer erfolgte die Lyse
der Bakterien und nach Zusatz von 150 pl P3-Puffer (beide Qiagen GmbH, Hilden, BRD) die
Neutralisation der Suspension. Nach dem Entfernen der Zellbestandteile (15000 g; 15 min;
RT) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und die DNA mit 270 pl
Isopropanol gefallt (10 min; RT). Die Prazipitation der DNA erfolgte durch Zentrifugation
(15000 g; 15 min; RT). AnschlieBend wurde das Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 30 pl H,Ogq geldst.

Plasmid-DNA fur Klonierungsschritte, Sequenzierungsreaktionen (vgl. 11.2.1.8) und
Bakterientransformation (vgl. 11.2.2.1) wurde mit dem QIAGEN® Plasmid Mini oder Midi Kt
nach Angaben des Herstellers (Qiagen GmbH, Hilden, BRD) isoliert.

11.2.1.2 Praparation von genomischer DNA

Fir die Praparation genomischer DNA aus Tabak wurden zwei Scheiben Blattmaterial
(@ 13 mm) zerkleinert (Retsch TissueLyzer, Qiagen GmbH, Hilden, BRD) und in 300 pl
100 mM Tris (pH 7,5), 250 mM NacCl, 25 mM EDTA und 0,5% (w/v) SDS homogenisiert.
Das Gemisch wurde 15 min bei 65°C inkubiert (Thermomixer 5436, Eppendorf AG,
Hamburg, BRD) und mit 150 pl 5 M Natriumacetat versetzt. Der Ansatz wurde auf Eis
abgek(ihlt und anschlieBend zentrifugiert (15000 g; 20 min; 4°C). Der klare Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefa Uberfuhrt und die DNA mit 500 pl Isopropanol geféllt. Die
Prézipitation der DNA erfolgte durch Zentrifugation (15000 g; 20 min; 4°C). Das Pellet
wurde in 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl HoOgq resuspendiert.

11.2.1.3 Agarosegelelektrophorese und Elution von DNA-Fragmenten

Plasmid-DNA (vgl. 11.2.1.1), mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA (vgl. 11.2.1.5) und
PCR-Fragmente (vgl. 11.2.1.4) wurden elektrophoretisch in Agarosegelen [0,7 - 2,0% (w/v)
Agarose in 88 mM Tris; 88 mM Borsaure; 2,5 mM EDTA; pH8,0] mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid bei konstanter Spannung (70 - 100 V) getrennt. Die DNA wurde hierfir mit
Ladepuffer [0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,2 M EDTA,; 30% (v/v) Glycerin; pH 8,0]
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versetzt. Definierte Mengen an DNA-Marker (MassRuler™ DNA Ladder, Low Range,
Fermentas, St. Leon-Rot, BRD bzw. SmartLadder, Eurogentec, Seraing, Belgien) wurden zur
Abschédtzung der GrolRe sowie der DN A-Konzentration aufgetragen. Die Auswertung der
Agarosegele erfolgte mit einem UV-Transilluminator (Gel Jet Imager, Intas Science Imaging
Instruments GmbH, Gottingen, BRD) und wurde per Kamera dokumentiert.

Zur Reinigung von PCR-Produkten fir nachfolgende Klonierungsschritte wurden sogenannte
praparative Gele verwendet. Die gewilnschten DNA-Fragmente wurden hierbei mit einem
Skalpell aus dem Gel geschnitten und anschlieBend extrahiert (QIAquick® Gel Extraction Kit
bzw. QIAEX®Il Gel Extraction Kit, beide Qiagen GmbH, Hilden, BRD). Die Bestimmung
der DNA-Konzentration erfolgte in einem analytischen Gel unter Verwendung eines
definierten GroRenstandards.

11.2.1.4 Polyme rase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die gezielte Amplifikation eines DNA-Fragments mit zwei spezifischen Oligonucleotiden
(Primer) und einer hitzebestdndigen DNA-Polymerase wurde die Polymerase-Kettenreaktion
eingesetzt (Mullis & Faloona, 1987). Ein Thermocycler (GeneAmp® PCR System 9700) der
Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) wurde fir die PCR-Reaktionen
verwendet. Eine Standardreaktion setzte sich wie folgt zusammen:

PCR Puffer mit 2 mM MgCl, 1x

dNTP-Mix 250 pM

forward Primer (vgl. Tab. 11-3) 0,5 uMm

reverse Primer (vgl. Tab. 11-3) 0,5 um

DNA Poly merase 0,025 U/ul

template DNA 0,5 pg Plasmid-DNA bzw. 300 ng genomische DNA
H,044 ad 50 pl oder 20 pul, je nach Ansatz

Zur Amplifikation der Immunglobulingene wurde die Pwo DNA-Polymerase (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD) eingesetzt. Als template DNA dienten die pTRAk-
Vektoren (vgl. Tab. 11-2) und spezifische Primer mit fur die Klonierung notwendigen
Restriktionsschnittstellen (vgl. Tab. 11-3). Fir die Analyse der doppelhaploiden Pflanzen (vgl.
11.2.3.3) sowie zur Vorselektion von Tabakpflanzen mit samenspezifischer Expression der
Immunglobulingene wurde eine Multiplex-PCR etabliert (Chamberlain et al., 1988). In einem
Reaktionsansatz wurden die Tag DNA-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
BRD), genomische DNA aus Tabakblattern (vgl. 11.2.1.2) und spezifische Primer fur
Fragmente beider Transgene (konstante Regionen der Antikdrperketten) eingesetzt.

Alle PCR-Reaktionen liefen nach folgendem Standardprogramm ab:

Initiale Denaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95°C 30s

Annealing der Oligonucleotide Topt 30s

Elongation 72°C 30 bis 60's
"""""""""""""""""""""" 35Zyklen T
Finale Elongation ~C 72°Cc o 7mn

Kihlung 4°C 0
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Die Temperatur fir das Annealing der Primer (Topt) lag 5°C unter deren Schmelztemperatur
(Tm). FUr die Dauer der Elongation war die GroRe des zu amplifizierenden Fragments und die
verwendete Polymerase (Tag 1 kb/min bzw. Pwo 1,5 kb/min) ausschlaggebend. Die Analyse
der PCR-Produkte erfolgte im Agarosegel (vgl. 11.2.1.3).

11.2.1.5 Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsenzyme und die zur Reaktion bendtigten Puffer stammten von den Firmen
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, BRD) oder Invitrogen GmbH (Karlsruhe, BRD). Die
Reaktionen wurden nach Angaben des jeweiligen Herstellers der Enzyme durchgefiihrt. Die
Isolation der gewinschten Fragmente erfolgte mit Agarosegelelektrophorese und
anschlieBender Gelextraktion (vgl. 11.2.1.3) oder, im Fall der Linearisierung von Vektoren,
direkt mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, BRD) aus dem
Reaktionsansatz.

11.2.1.6 Dephosphorylierung

Die durch Spaltung entstandenen Phosphatreste an den 5’-Enden der DNA-Fragmente
mussten nach der Linearisierung des Plasmids zur Verhinderung einer Religation entfernt
werden. Fir diese Reaktion wurde shrimp alkalische Phosphatase (SAP, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, BRD) nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

11.2.1.7 Ligation von DNA

DNA-Fragmente wurden mit T4 DNA-Ligase (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BRD) nach
Angaben des Herstellers verknlpft. Das molare Verhdltnis von Vektor-DNA zu insert-DNA
betrug in der Regel 1:5.

Sticky-end Ligationen wurden fir 2 h bei RT durchgeflhrt. Blunt-end Reaktionen wurden fir
14 - 16 h bei 14°C inkubiert. Die Ligationsprodukte wurden anschlieend 2 h gegen H,Ogq
dialysiert (Membranfilter 0,025 pum, ,,V* Serie, @ 25 mm, Millipore, Billerica, MA, USA)
und zur Transformation von E. coli (vgl. 11.2.2.1) verwendet.

11.2.1.8 DNA-Sequenzie rung und Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma MWG Biotech AG (Martinsried, BRD) als
value read durchgefhrt.

Fir eine Reaktion wurden 2 - 3 pg Plasmid-DNA mittels Ethanol prazipitiert [2,5 Vol. 100%
(v/v) Ethanol; 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat; pH5,2 bis 5,5; 1h; -20°C]. Ein
fragmentspezifischer Primer wurde pro Reaktion eingesetzt (vgl. Tab. 11-3). Die Auswertung
der Nucleotidsequenzen erfolgte mit den Programmen SeqMan'™Il Lasergen® V6
(DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) sowie TraceViewer (CodonCode Corporation,

Dedham, MA, USA).
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11.2.2 Transformationstechniken
11.2.2.1 Transformation von Bakterien
Escherichia coli

Die Transformation elektrokompetenter E. coli XL1-blue Zellen (vgl. 11.1.5) erfolgte mit
Elektroporation (Inoue et al., 1990).

Zur Herstellung der elektrokompetenten Zellen wurde 500 ml LB-Medium (vgl. 11.1.2 ) mit
5 ml Bakterienkultur beimpft und bei 37°C und 140 rpm bis zum Erreichen einer ODgoo VOn
0,5 - 0,8 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (1750 g; 15 min; 4°C),
mehrmals in sterilem H;Oq (4°C) gewaschen, in 10% (v/v) Glycerin aufgenommen,
aliguotiert und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Fur die Transformation wurde ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen mit 300 ng
Plasmid-DNA versetzt, in eine Kivette (Gene Pulser® Cuvette, 0,2cm, BIO-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) Uberfuhrt und ein elektrischer Puls ausgelost (25 WF;
2,5kV und 200 Ohm; Gene Pulser®, BIO-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Der
Transformationsansatz wurde in 1 ml SOC-Medium fiir 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurden verschiedene Mengen der Bakterienlosung auf LB-Platten mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum (vgl. Tab. I1-1) verteilt und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Klone mit
dem gewdinschten Vektor wurden nach Restriktionsspaltung der isolierten Plasmid-DNA
identifiziert (vgl. 11.2.1.1, 11.2.1.5).

Agrobacterium tumefaciens

Fur die Transformation von A. tumefaciens wurden nach dem bereits fir E. coli beschriebenen
Protokoll elektrokompetente Zellen hergestellt. Abweichungen traten im Hinblick auf die
Inkubationstemperatur (28°C) und das Nahrmedium (YEB-Medium, vgl. 11.1.2) auf. Die
Transformation der Zellen erfolgte ebenfalls durch Elektroporation von Plasmid-DNA
(Mersereau et al., 1990; 25 pF; 2,5 kV und 200 Ohm; Gene Pulser®, BIO-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Der Transformationsansatz wurde mit 1 ml SOC-Medium versetzt, 1 h
bei 28°C inkubiert, anschlieBend Aliquote auf Nahrplatten mit Selektionsantibiotika (vgl.
Tab. 11-1) verteilt und fiir zwei Tage bei 28°C kultiviert. Die Identifizierung von Klonen mit
dem gewdnschten bindren Vektor erfolgte nach Restriktionsspaltung der isolierten
Plasmid-DNA (vgl. 11.2.1.1, 11.2.1.5).

11.2.2.2 Transformation von Nicotiana tabacum
Transientes Expressionssystem

Das in dieser Arbeit verwendeten Protokoll fur die Agrobakterium-Injektion (T. Rademacher,
RWTH Aachen, Aachen, BRD) basiert auf den Vertffentlichungen von Kapila et al. (1997)
und Vaquero et al. (1999).
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Fir die transiente Expression der Proteine wurden rekombinante Agrobakterien in 10 ml
YEB-Medium mit Kansg, Carbsy und Rifso entsprechend dem bindren Vektor pCB301-Kan bei
28°C und 140 rpm kultiviert (vgl. 11.1.2, Tab. I1I-1 und Tab. I1-2). Nach 24 h erfolgte die
Zugabe wvon 200 mM Acetosyringon (Endkonzentration 20 pM), 1M  Glucose
(Endkonzentration 10 mM) und 1 M MES (pH 5,6; Endkonzentration 10 mM). Nach weiteren
24 h wurde die ODggoo dieser Kulturen bestimmt und mit Infiltrationsmedium [10% (w/V)
Saccharose; 20 pM Glucose; 0,86% (w/v) Murashige & Skoog-Fertigsubstanz (Duchefa
Biochemie, Haarlem, Niederlande); pH5,6] und H,Oq4 auf eine Extinktion von ca. 1
eingestellt. AnschlieBend wurde nochmals Acetosyringon (Endkonzentration 200 pM)
zugefiihrt und die Suspension mit einer Spritze (Omnifix®-F 1 ml Einmalspritze, B. Braun
AG, Melsungen, BRD) in die Blattunterseite von N. tabacum injiziert. Die Tabakpflanzen
wurden bei 21°C, 16 h Licht pro Tag (200 - 220 umol m? s™) und 70% relativer Luftfeuchte
inkubiert. Vier bis fiinf Tage nach der Injektion erfolgte die Ernte des Blattmaterials mit Hilfe
eines Korkbohrers (@ 13 mm) und die Analyse der rekombinanten Proteine durch Western
Blot (vgl. 11.2.4.3).

Stabiles Expressionssystem

Die Generation transgener Tabakpflanzen erfolgte in Anlehnung an Horsch et al. (1985).

Blattscheiben steriler Tabakpflanzen wurden fir 1 h in einem Gemisch aus MS-Medium (vgl.
11.L1.2) und A.tumefaciens Flussigkultur inkubiert (50 ml SOC-Medium mit den
entsprechenden Selektionsantibiotika, vgl. Tab. 1I-1). AnschlieBend wurde das Blattmaterial
mit den Bakterien auf MS-Platten im Dunkeln fir 48 h bei 21°C kultiviert. Die Blattscheiben
wurden danach auf MG-Platten mit dem Selektionsantibiotikum Kanamycin und den
Wuchsstoffen BAP und NES (vgl. 11.1.2) tberfahrt. Zur Abt6tung der Agrobakterien erfolgte
die Zugabe von Cefotaxim zum N&hrmedium. Nach Bildung erster Sprosse wurden diese zur
Bewurzelung auf MS-Medium mit Selektionsantibiotikum, Cefotaxim und den beiden bereits
erwahnten Wuchsstoffen gegeben. Die Erneuerung der Nahrboden fir die Regeneration
transgener Pflanzen erfolgte alle sieben bis zehn Tage. Nach Bewurzelung wurden die
erzeugten To-Pflanzen durch Western Blot (vgl. 11.2.4.3) auf Transgenexpression analysiert
(ubiquitdrer Promotor) und bis zur Samenbildung und -reife im Gewachshaus kultiviert.
Kanamycinresistente To-Pflanzen mit samenspezifischer Expression wurden nach Bildung der
Wourzeln in Erde Uberflhrt. Die reifen Samen wurden durch Western Blot untersucht.

11.2.3 Arbeiten mit Pflanzen
11.2.3.1 Segregationsanalyse

Zur ldentifikation transgener To-Linien, die eine 3:1 Segregation und somit single locus
Insertion des Transgens (ein Transgenlocus) aufwiesen, wurden 100 Samen
oberflachensterilisiert und auf MS-Agarplatten mit Kanamycin als Selektionsantibiotikum
(vgl. 11.1.2) ausgelegt. Die Auswertung des Keimtests erfolgte ca. vier Wochen spater.
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11.2.3.2 Kreuzung

Die kinstliche Kreuzung einer ausgewdhlten Mutterpflanze (9) mit einer ausgesuchten
Vaterpflanze (&) erforderte bei dem vorwiegend selbstbefruchtenden, amphidiploiden Bastard
N. tabacum (2n=48) kiinstliche Eingriffe. Die Staubgefdle von ¢ wurden, bevor sie sich
gedffnet hatten, entfernt und die Bestaubung der Narbe erfolgte mit dem Pollen von &. Die
bestaubten Narben der Mutterpflanzen (zehn pro Pflanze) wurden gekennzeichnet und alle
weiteren Bliten dieser Pflanzen entfernt. Die Ernte der Kreuzungsprodukte erfolgte nach
Reifung der Tabaksamen. Eine Analyse der Nachkommen (F1) wurde mit Sandwich-ELISA
(vgl. 11.2.4.5) und Multiplex-PCR (vgl. 11.2.1.4) vorgenommen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden transgenexprimierende Nachkommen (T;) der
To-Linien, die im Verhdltnis 3:1 segregierten (vgl. 11.2.3.1), fiir die Kreuzungen verwendet.

11.2.3.3 Regeneration doppelhaploide r Pflanzen

Die Erzeugung von Pflanzen, die fir zwei unabhéngige Transgene homozygot sind, erfolgte
neben dem traditionellen Weg mit der Doppelhaploiden-Technik und wurde in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe ,Pflanzliche Reproduktionsbiologie“ am IPK
Gatersleben durchgefhrt.

In einem ersten Schritt wurden haploide Tabakpflanzen aus einer embryogenen Pollenkultur
regeneriert. Hierfir wurden unreife Knospen (ca. 18-22 mm lang) von ausgewéhlten
Fi-Pflanzen entfernt, oberflachensterilisiert [70% (v/v) Ethanol] und deren Antheren
freigelegt. Zur Isolation der unreifen Pollen erfolgte der Aufschluss der Antheren in 20 ml
B-Medium (Kyo & Harada, 1986) fiir 30 s bei niedriger Geschwindigkeit im Mixer (Waring
Blender, Eberbach Corp., Ann Arbor, MI, USA). Das Homogenisat wurde durch ein Sieb
gestrichen (40 um Maschenweite), zentrifugiert (200 g; 3 min; RT) und das erhaltene Pellet in
3 ml B-Medium resuspendiert. Nach wiederholter Zentrifugation (200 g; 3 min; RT) wurde
das Pellet in 10 ml B-Medium aufgenommen, die Dichte der Pollen mit Hilfe einer Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer bestimmt und auf ca. 500000 Pollen pro ml Medium eingestellt. Die
sogenannten Mikrosporen wurden anschlielend fur 7 d bei 32°C in B-Medium inkubiert,
zentrifugiert (200 g; 3 min; RT) und in gleichem Volumen KBP-Medium (Kumlehn et al.,
2006) mit Amicase (3 g/l) und finf unreifen Weizenfruchtknoten pro ml Ndhrmedium fur drei
Wochen kultiviert (25°C). Die Pollenkultur wurde anschlielend auf MS-Agarplatten mit
1 mg/l BAP und 0,1 mg/l NES (vgl. 11.1.2) Ubertragen. Nach weiteren zehn Tagen wurde
diese auf neues MS-Medium mit 0,1 mg/l BAP uberfuhrt. Die Wurzelbildung der haploiden
Pflanzen erfolgte auf MS-Medium ohne jeglichen Zusatz.

Die Genomaufdopplung der regenerierten haploiden Pflanzen ereignete sich spontan (Li &
Devaux, 2003) oder durch die Zugabe von 0,1% (v/v) Colchizin. Die Unterscheidung
zwischen haploiden und doppelhaploiden Pflanzen (Pflanzen mit verdoppeltem
Chromosomensatz, DH) erfolgte mit Hilfe eines Durchfludcytometers (PA Ploidy Analyser)
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unter Verwendung von CyStain UV Ploidy Staining Solution (beides Partec GmbH, Minster,
BRD) nach Angaben des Herstellers.

Fir die Colchizinbehandlung wurden haploide Pflanzen tiber Nacht bei 10°C inkubiert. Nach
Beseitigung der Erde und Reinigung der Wurzeln wurden diese auf ca. 1 - 2 cm gekirzt.
Samtliche Blatter wurden entfernt, die Pflanze auf ca. 5 cm gestutzt und bis zum Ansatz der
oberirdischen Teile in 0,1% (v/v) Colchizin [0,8% (v/v) DMSO; 0,05% (v/v) Tween20] fir
6 h bei 24°C inkubiert. AnschlieRend wurden diese intensiv mit H,Ogq4g gewaschen und in
Pflanztépfe mit Erde Uberflhrt.

Die Analyse der Doppelhaploiden hinsichtlich der Akkumulation beider Antikorperketten und
somit des kompletten Immunglobulins erfolgte mit Sandwich-ELISA (vgl. 11.2.4.5) und
Multiplex-PCR  (vgl. 11.2.1.4). Fur die statistische Auswertung der Verteilung
antikdrperproduzierender, doppelhaploider Pflanzen wurde der y*-Anpassungstest angewandt
und der P-Wert mit dem Programm R berechnet (www.r-project.org).

11.2.4 Proteinbiochemische Arbeiten
11.24.1 Herstellung pflanzlicher Proteinextrakte

Die Extraktion loslicher Proteine aus Tabakblattern fir Western Blot Analysen (vgl. 11.2.4.3)
erfolgte in 72 mM Tris (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 3% (w/v) SDS und 0,25 uM
Bromphenolblau. Zwei Scheiben Blattmaterial (@ 13 mm) wurden mit 100 pl dieses
Probenpuffers versetzt und homogenisiert (Euro Star Digital, IKA® Werke GmbH+Co. KG,
Staufen, BRD). Fir die Auftrennung der Proteine im reduzierenden SDS-PAA-Gel (vgl.
11.2.4.3) wurde 5% (v/v) B-Mercaptoethanol zugegeben und die Proben fiir 10 min bei 95°C
inkubiert (Thermomixer 5436, Eppendorf AG, Hamburg, BRD). AnschlieBend wurden
Uberschussige Blattbestandteile entfernt (15000 g; 20 min; 4°C) und die Proteinkonzentration
im Uberstand ermittelt (vgl. 11.2.4.2).

Fur ELISA-Experimente wurde das Blattmaterial in PBS [150 mM NaCl; 8 mM NayHPOy;
2mM KH;POy4; pH7,6] oder 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) mit 0,1% (v/v) TritonX-100
homogenisiert, zentrifugiert (15000 g; 20 min; 4°C) und der Gehalt an I6slichem
Gesamtprotein (TSP) im Uberstand bestimmt.

Die Extraktion der Samenproteine erfolgte in 50 mM Tris (pH 8,0), 200 mM NaCl, 5 mM
EDTA und 0,1% (v/v) Tween20. Reife Samen (ca. 50 mg) wurden unter N, und Zusatz von
gereinigtem Quarzsand mit Morser und Pistill homogenisiert und in 800 pl des
Extraktionspuffers aufgenommen. Nach Zentrifugation (15000 g; 20 min; 4°C) wurde die
Konzentration der Samenproteine im Uberstand ermittelt.
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11.2.4.2 Quantifizie rung von Proteinen

Die Bestimmung der Konzentration von loslichen Proteinen in Blatt- und Samenextrakten
erfolgte nach Bradford (1976) mit dem BIO-Rad Protein Assay (BIO-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, BRD). Eine Eichgerade mit BSA wurde angefertigt und zur Berechnung
der Proteinkonzentrationen verwendet. Fur die Messungen wurde 1 pl der Proteinldsung
eingesetzt und die Extinktion bei 595 nm bestimmt (SmartSpecTM Plus Spektralphotometer,
BIO-Rad Laboratories GmbH, Minchen, BRD). Als Nullwert diente der jeweilige
Extraktionspuffer.

Die Konzentration der affinitatsgereinigten Antikorper (vgl. 11.2.4.6) wurde mit dem BCA™
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Als
Standard diente neben BSA auch humanes 1gG. Die Messung erfolgte in 96-Well-Platten
(CELLSTAR® Tissue Culture Plate, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, BRD) mit
einem Spektralphotometer (SpectraMax Plus®®*, Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA,
USA). Alternativ wurde die Konzentration der affinitdtsgereinigten Antikdrper Uber die
Absorption bei 280 nm unter Einbeziehung des molaren Extinktionskoeffizienten nach
Stoscheck (1990) berechnet.

Die Evaluierung des pflanzlichen Expressionsniveaus rekombinanter Antikdrper und auch die
Quantifizierung affinitatsgereinigter Antikorper erfolgte durch semi-quantitativen Western
Blot (vgl. 11.2.4.3) unter Verwendung mehrerer Verdunnungen des jeweiligen CHO-Standards
(vgl. Tab. 11-4).

11.2.4.3 SDS-PAGE und Western Blot

Die Trennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts erfolgte in der
diskontinuierlichen SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Fir die Separation wurden 10%- bzw.
12%-ige (v/v) SDS-PAA-Gele unter reduzierenden Bedingungen (B-Mercaptoethanol im
Probenpuffer) verwendet. Bei nicht reduzierenden Bedingungen (ohne B-Mercaptoethanol)
wurden 6%-ige (v/v) SDS-PAA-Gele eingesetzt (Sambrook & Russell, 2001). Zur
Identifikation  des  Molekulargewichts  der  rekombinanten  Proteine  wurden
Molekulargewichtsmarker (SeeBlue® Pre-Stained Standard, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
BRD oder PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus bzw. PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD) genutzt.

Fir die Immundetektion via peroxidasemarkierter Antikorper wurden die Proteine nach der
Elektrophorese in 25 mM Tris, 0,1% (w/v) SDS, 192 mM Glycin und 20% (v/v) Methanol auf
eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell, Dassel, BRD) transferiert (18 V; ca.
16 h). Zum Blockieren freier Bindestellen wurden die Membranen nach dem Transfer fur 3 h
in 5% (w/v) Magermilchlosung (Spriih-Magermilchpulver J. M. Gabler-Saliter Milchwerke,
Obergunzburg, BRD) in 180 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 7,8) unter Schitteln inkubiert. Die
Detektion der rekombinanten Proteine erfolgte mit dem anti-c-myc Antikdrper [vgl. 11.1.7,
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1:30 Verdunnung in 5% (w/v) Magermilchlésung fur 1,5 - 2 h] gefolgt von Schaf-anti-Maus
IgG-Peroxidasekonjugat [vgl. Tab. I1-4; 1:2000 Verdinnung in 5% (w/v) Magermilchlésung
fur 1h]. Zwischen beiden Inkubationsschritten wurde intensiv. mit 1% (w/v)
Magermilchlésung gewaschen. Weiterhin wurden rekombinante schwere Ketten oder
komplette Antikorper direkt mit einem Ziege- oder Kaninchen-anti-Human Fc-spezifischen
IgG-Peroxidasekonjugat (vgl. Tab. 11-4; 1:2000 Verdinnung in 5% (w/v) Magermilchlésung
fur 1 h) nachgewiesen. Nach Inkubation mit dem Detektionsantikrper (Peroxidasekonjugat)
wurden die Membranen nochmals in 1% (w/v) Magermilchlésung, gefolgt von Tris-Puffer
(180 MM NaCl; 20 mM Tris; pH7,8) und abschlieRend PBS (150 mM NaCl; 8 mM
Nay;HPOy4; 2 MM KH,PO4; pH 7,6) gewaschen, bevor der ECL Kit (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA) zur Visualisierung der rekombinanten Proteine angewendet wurde.

Bei der Immundetektion via alkalischer Phosphatase wurden die Nitrocellulosemembranen
zundchst fur 1 h unter Schitteln in 3% (w/v) BSA in TBST [10 mM Tris; 150 mM NaCl;
pH 8,0; 0,1% (v/v) Tween20] zum Blockieren freier Bindestellen inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe des 1:1000 verdinnten phosphatasemarkierten Detektionsantikdrpers
(Ziege-anti-Human kappa light chain, vgl. Tab. 11-4) in TBST (ca. 1 h). Die Membranen
wurden intensiv gewaschen (TBST) und die Visualisierung der Proteine erfolgte mit
NBT/BCIP (Blake et al., 1984). Nachdem die Banden eine sichtbare Intensitat aufwiesen,
wurde die Farbreaktion mit 10 mM EDTA gestoppt.

11.2.4.4 Farbung von Proteinen

Die Visualisierung von Proteinen im SDS-PAA-Gel erfolgte entweder mit dem Roti®-Black-
Silberfarbungskit nach Angaben des Herstellers oder mit Coomassie® Brilliant Blue. Fir
Letzteres wurden die Gele zundchst in Entfarber [25% (v/v) Methanol; 8% (v/v) Essigsaure]
fir 30 min unter Schitteln inkubiert. Die Farbung der Gele erfolgte in 10% (v/v) Essigsaure,
45% (v/v) Methanol und 0,05% (w/v) Coomassie® Brilliant Blue R-250 fir mindestens 1 h.
Anschlielend wurden die Gele in Entfarber inkubiert bis die Proteinbanden gut sichtbar
waren und die Hintergrundfarbung aufein Minimum reduziert war.

11.2.4.5 ELISA - enzyme linked immunosorbent assay

Antigen-ELISA

Die Spezifitdt der rekombinanten Antikdrper aus Tabak wurde durch indirekte ELISA-
Methoden untersucht. Hierfur wurden die jeweiligen Antigene (vgl. 11.1.7) der beiden anti-
HIV-1 Antikérper an ELISA-Platten (MaxiSorp™ Surface, Nunc A/S, Roskilde, Danemark)
gebunden (1 pg/ml HIV-1gy gp120 bzw. 0,2 yg/ml GGGLELDKWASLW Peptid in
100 mM NaHCOs3; 40 mM Na,COs; pH 9,6 - 9,8; uber Nacht; RT). Nach Verwerfen dieser
Losungen wurden freie Bindestellen der ELISA-Platten mit 3% (w/v) BSA in PBST [150 mM
NaCl; 8 mM Na;HPOy4; 2 mM KH,POy4; 0,1% (v/v) Tween20; pH 7,6] blockiert (1,5 h; RT).
Die BSA-L6sung wurde anschlieBend entfernt und Verdinnungen der gereinigten Antikdrper
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bzw. der Proteinextrakte transgener Tabakpflanzen in 1% (w/v) BSA in PBST zugegeben. Als
Positivkontrollen wurden die in tierischen Zellkulturen exprimierten anti-HIV-1 Antikdrper
(vgl. Tab. Il-4) eingesetzt. Negativkontrollen waren der BSA-Verdunnungspuffer und
Proteinextrakt des Wildtyps (N.tabacum). Die ELISA-Platten wurden fur 1 h bei 24°C
inkubiert (Heidolph Inkubatorl000). Nach Entfernen der Antikérperldsungen wurde
mehrmals mit PBST gewaschen. Die Detektion der rekombinanten Immunglobuline erfolgte
mit einem Ziege-anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper-Peroxidasekonjugat (vgl. Tab. 11-4),
das 1:2000 in 1% (w/v) BSA in PBST verdinnt wurde (1 h; 24°C; Heidolph Inkubator1000).
AnschlieBend wurde nochmals intensiv. mit PBST sowie PBS (150 mM NaCl; 8 mM
NayHPOy4; 2 MM KH,POy4; pH 7,6) gewaschen und der Nachweis der gebundenen Antikdrper
erfolgte mit Tetramethylbenzidin [100 mM Natriumacetat; 0,01% (w/v) TMB; 0,006% (v/v)
H,O2; pH 6,0]. Nach hinreichender Farbentwicklung wurde die Reaktion mit 1 M H,SO,4
gestoppt und die Farbintensitat anhand O D4so (Messfilter) und ODeg3o (Referenzfilter) ermittelt
(Dynatech MR7000, Denkendorf, BRD).

Sandwich-ELISA

Transgene Fi- sowie doppelhaploide Pflanzen wurden mit einem Sandwich-ELISA auf
Expression kompletter Antikorper getestet. Hierfur wurden Antikdrper-Protein A- und
Antikorper-Protein L-Interaktionen genutzt. Die Bindung wvon Protein A (42 kDa
Oberflachenprotein von Streptococcus aureus) an Immunglobuline verschiedener Species
erfolgt Uber den Fc-Teil. Humane 1gGs werden jedoch nicht erfasst. Protein L (72 kDa Protein
aus der Zellwand von Peptostreptococcus magnus) bindet mit hoher Affinitdt an k-Ketten,
L-Ketten werden nur sehr schwach erkannt. Die humanen k-Subgruppen | und I11 werden sehr
gut gebunden. Fir einen Nachweis der humanen A-Subgruppen und x-Subgruppe Il kann
Protein L jedoch nicht verwendet werden.

Rekombinantes Protein A (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) oder Protein L
(Actigen Uber Affitech AS, Oslo, Norwegen) wurde an ELISA-Platten (MaxiSorp™ Surface,
Nunc A/S, Roskilde, Danemark) adsorbiert (1 pg/ml in 150 mM NaCl; 8 mM Nay;HPOy;
2mM KH2POg4; pH7,6; Uber Nacht; RT). Nach Entfernen dieser Losungen wurden freie
Bindestellen der ELISA-Platten mit 3% (w/v) BSA in PBST [150 mM NaCl; 8 mM
Na;HPO4; 2 MM KH,PQOy; pH 7,6; 0,1% (v/v) Tween20] blockiert (1,5 h; RT). Entsprechend
verdlnnte Proteinextrakte transgener Tabakpflanzen [in 1% (w/v) BSA in PBST] wurden
nach dem Entfernen der Blockierungsloésung zugegeben. Positivkontrollen waren die in
CHO-Zellen exprimierten anti-HIV-1 Antikérper (vgl. Tab. 11-4) und Negativkontrollen der
Proteinextrakt vom Wildtyp (N. tabacum) sowie der BSA-Verdunnungspuffer. Die ELISA-
Platten wurden fiir 1 h bei 24°C inkubiert (Heidolph Inkubator1000). AnschlieBend wurden
die Antikdrperlosungen verworfen und die Platten mehrmals mit PBST gewaschen. Die
Detektion der rekombinanten Antikdrper erfolgte mit Protein L-Peroxidasekonjugat (Actigen
Uber Affitech AS, Oslo, Norwegen) oder Protein A-Peroxidasekonjugat [Amersham
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Biosciences, Piscataway, NJ, USA; 1:2000 Verdinnung in 1% (w/v) BSA in PBST; 1 h;
24°C; Heidolph Inkubator1000]. Abschliefend wurde nochmals intensiv mit PBST sowie
PBS (150 mM NaCl; 8 mM NayHPO4; 2 mM KH,PO4; pH 7,6) gewaschen. Der Nachweis der
gebunden Antikorper erfolgte wie bereits beschrieben mit TMB als Substrat der Peroxidase.

Diese ELISA-Methode wurde ebenfalls zur Quantifizierung der pflanzlich exprimierten
Antikorper ohne ELP unter Verwendung einer Eichgerade mit dem jeweiligen
CHO-Standardantikérper (HO2F5 bzw. “"92G12, vgl. Tab. 11-4) genutzt.

11.2.4.6 Affinitéatsreinigung

Das Oberflachenprotein ,Protein A*“ aus S. aureus weist vier Bindestellen fur den Fc-Teil
(interface von Cu2- u. Cy3-Doméne) von 1gG-Molekdlen vieler verschiedener Species auf.
Diese Bindung von Protein A zu Immunglobulinen ist antigenunspezifisch sowie reversibel
und dient als Grundlage der Protein A-Affinitdtschromatographie, eine Methode die h4ufig
zur Reinigung rekombinanter Antikérpermolekdile verwendet wird (Ey et al., 1978).

Fir die Affinitatsreinigung wurden 500 g Blattmaterial in 1 1 100 mM Tris-HCI [pH 8,0;
0,1% (v/v) TritonX-100] homogenisiert (Waring Blender) und anschlieRend durch ein Sieb
mit Gaze gestrichen. Nach Zentrifugation (3500 g; 30 min; 4°C) wurde der klare Uberstand
mit 4 ml Protein A-Agarose (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD) versetzt und unter
Rihren tber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Absetzen der Protein A-Agarose wurde diese
in einer Chromatographiesaule (5 ml, Qiagen GmbH, Hilden, BRD) aufgefangen und
mehrmals mit 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) sowie 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen. Die
Elution der Antikorper erfolgte mit 100 mM Glycin-HCI (pH 2,8), eine sofortige
Neutralisation der einzelnen Fraktionen mit 1 M Tris-HCI (pH 8,0) schloss sich an. Alle
Fraktionen wurden durch Western Blot (vgl. 11.2.4.3) auf Prasenz der Antikdrper getestet,
vereinigt, gegen 100 MM Nay;HPO4, 2 MM KH,PO4, 150 mM NaCl (pH 7,6) dialysiert und
konzentriert (iCON™ Concentrator, MWCO = 20 kDa, Pierce, Rockford, IL, USA bzw.
Microcon Centrifugal Filter Devices Ultracel YM-50, MWCO = 50 kDa, Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA).

Zur  Charakterisierung der rekombinanten  Antikorpervarianten hinsichtlich  der
Zusammenlagerung der Immunglobulinketten wurden lediglich 50 g Blattmaterial fir die
Affinitatschromatographie via Protein A eingesetzt (small scale). Die
Konzentrationsbestimmung der affinitatsgereinigten Antikdrperpraparationen erfolgte mit
UV-Spektroskopie, BCA-Test bzw. durch semi-quantitativen Western Blot (vgl. 11.2.4.2).

11.2.4.7 ITC - inverse transition cycling

ELP-Fusionsproteine  kdnnen aufgrund  ihres temperatur- und  salzabh&ngigen
Phaseniibergangs mit einfachen Inkubations- und Zentrifugationsschritten gereinigt werden
(Meyer & Chilkoti, 1999). Die Anreicherung der rekombinanten Antikérper-ELP-Fusionen
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aus Blattextrakten unter Nutzung dieser Eigenschaften erfolgte im Labormalistab in An-
lehnung an Scheller et al. (2004) und Lin et al. (2006) bei unterschiedlichen Temperaturen.

Dazu wurden 6 g gemdrsertes Blattmaterial in 12 ml 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
homogenisiert und anschlieBend zentrifugiert (15000 g; 30 min; 4°C). Zu je 4 ml des klaren
Uberstands wurde NaCl gegeben und eine Konzentration von 2 M eingestellt. Die Extrakte
wurden anschliefend fir 30 min im Wasserbad (GFL mbH, Burgwedel, BRD) bei 37°C,
40°C, 45°C bzw. 50°C inkubiert. Die Prazipitation der ELP-Aggregate erfolgte durch
Zentrifugation (4500 g; 1 h) bei den entsprechenden Temperaturen (37°C; 40°C; 45°C oder
50°C). Die Uberstande wurden wolistindig entfernt und die erhaltenen Pellets
(= ELP-Aggregate) Uber Nacht bei 4°C in 200 ul 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) geldst
(CMV-Mischer, Labortechnik Frobel, Lindau, BRD). Unlésliche Bestandteile wurden
nochmals durch Zentrifugation (15000 g; 30 min; 4°C) entfernt, in 100 Wl 72 mM Tris
(pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 3% (w/v) SDS, 0,025 uM Bromphenolblau und 5% (v/v)
B-Mercaptoethanol geldst, 10 min bei 95°C inkubiert (Thermomixer 5436, Eppendorf AG,
Hamburg, BRD) und durch Western Blot analysiert (vgl. 11.2.4.3). Die Auswertung der
ITC-Praparationen erfolgte ebenfalls durch Western Blot sowie Farbung der SDS-PAA-Gele
mit Silbernitrat oder Coomassie Brilliant Blue (vgl. 11.2.4.4).

11.2.4.8 Obe rflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse

Die Bestimmung der Kkinetischen Parameter der Antigen-Antikdrper-Bindung und der
Bindungsaktivitaiten (im weiteren Verlauf dieses Kapitels als Aktivitdt bezeichnet) der
pflanzlich exprimierten Immunglobuline erfolgten mit der Oberflichen-Plasmon-Resonanz-
Analyse (SPR, engl. surface plasmon resonance; Malmqvist, 1993). Diese optische Methode
ermdglicht es, Bindungen zwischen Proteinen in Echtzeit zu ermitteln. Die Interaktionen
zwischen den Bindungspartnern fiihren zu einer Massednderung auf der Oberflache eines
Sensorchips. Diese Anderung der Masse beeinflusst wiederum den Brechungsindex innerhalb
einer diinnen Schicht tber dem Sensorchip. Mit Plasmon-Resonanz lasst sich die Anderung
des Brechungsindex ermitteln. Sie wird in resonance units (RU) angeben. Wird die Anderung
der resonance units gegen die Zeit aufgetragen, wird das sogenannte Sensorgramm erhalten.

Fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Bindungsexperimente wurde ein
BIACORE2000 Instrument (Biacore, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) verwendet. Die
Messungen und deren Auswertungen erfolgten in Zusammenarbeit mit M. Sack (RWTH
Aachen, Aachen, BRD).

Die Antikorperbindung an der Oberflache einer Flusszelle des CM5-rg Sensorchips (Biacore,
GE Healthcare, Uppsala, Schweden) erfolgte Uber Protein A, das durch Aminokopplung
(EDC/NHS-Standardprotokoll; Johnsson et al.,, 1991) auf dem Sensorchip immobilisiert
wurde (etwa 4 KRU Protein A; 200 pg/ml in 10 mM Natriumacetat; pH 4,5). Als Referenz
diente die aktivierte/deaktivierte Oberflache einer weiteren Flusszelle des Sensorchips. Die
affinitatsgereinigten Antikorper (vgl. 11.2.4.6) wurden in Laufpuffer [10 mM HEPES;
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150 mM NaCl; 3,4 mM EDTA; 0,05% (v/v) Tween20; pH 7,4] verdiunnt und ca. 300 RU
(2F5) bzw. 150 RU (2G12) der verschiedenen Varianten sowie der entsprechenden
Standardantikérper (“HO2F5, ©H92G12, vgl. Tab. 11-4) an dem immobilisierten Protein A
gebunden.

Fir einen Vergleich der 2F5 Antikérper wurde Fuzeon®, ein trimeres synthetisches Peptid,
das das 2F5 Epitop enthdlt (www.fuzeon.com), in einer Konzentration von 6,67 nM injiziert
(kinject Modus). Die kinetischen Konstanten (on rate Konstante kon, off rate Konstante Koy,
Dissoziationskonstante Kp,) der Antigenbindung wurden nach Anpassung (,fitten®) der
Kurven an ein 1:1 Bindungsmodell mit Massentransport mit Hilfe der BlAevaluation
Software ermittelt (Biacore, GE Healthcare, Uppsala, Schweden, vgl. Anhang VII.7).

Zur Abschatzung der absoluten Aktivitaten (A) der 2F5 Antikorperpréparationen wurde
Fuzeon® in einer Konzentration von 66,7 nM (ber die Antikorperoberflache injiziert (kinject
Modus). Gleichung (1) wurde zur Berechnung verwendet (Karlsson et al., 1993; Sack et al.,
2007).

A= Rey % MW,k

R, 2xMW,

Fuz

1)

A absolute Aktivitat gegeniiber Fuzeon®

Rruz Sattigungssignal fiir die Fuzeon®-Bindung

Raxk Menge via Protein A gebundener Antikdrper
MWk Molekulargewicht des Antikdrpers (vgl. Tab. 111-2)
MWEe,, Molekulargewicht des Fuzeon® Trimers (13476 Da)

Putative Molekulargewichtsdifferenzen der einzelnen Antikorpervarianten (AMW ak) wurden
mit Gleichung (2) berechnet. Diese beruht auf der Umstellung von Gleichung (1) und der
Annahme von 100% Fuzeon®- Aktivitat.

AMW,, = MW, —2x MW, x % )

Fuz
Fur einen Vergleich der gpl120-Bindungskinetiken der 2G12 Varianten wurde HIV-1ga
gp120 (150 nM) Uber die an der Protein A-Oberfliche gebundenen Antikorper injiziert
(kinject Modus). Die kinetischen Konstanten der Antikorper-Antigen-Bindung wurden nach
dem ,Fitten* (Anpassung an 1:1 Bindungsmodell) der Kurven berechnet (vgl. Anhang VII.7).

Das Verhdltnis der Bindungskurven zwischen den einzelnen Antikorpervarianten zum CHO-
Standard wurde zur Abschétzung der relativen Aktivitdt (o) der jeweiligen Prdparation
eingesetzt. Hierfir wurde Gleichung (3) verwendet.
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_ R(t) ax % Rcwo < MW,k (3)
RMOcho Rax MWy

o relative A ktivitat zum “H92G12

R(t)ak  Signal beit=310 s fir Antikd rpervariante

R()cno  Signal beit=310 s fiir “"°2G12

Rak Menge via Protein A gebundener Antikdrper

RcHo Menge via Protein A gebundener ¢192G12

MWk Molekulargewicht des Antikdrpers (vgl. Tab. 11-2)
MWgio Molekulargewicht des “"°2G12 (vgl. Tab. 111-2)

Putative Molekulargewichtsdifferenzen der 2G12 Antikorpervarianten (AMWak) wurden mit
Gleichung (4) berechnet.

AMW,, = MW, x (o —1) (4)
Die Regeneration der Protein A-Oberflache erfolgte mit 30 mM HCI (30 s Kontaktzeit). Alle
Analysen wurden bei 25°C und 30 pl/min Flussrate durchgefiihrt. Flr die Datenauswertung

wurde die BlAevaluation Software v4.0 (Biacore, GE Healthcare, Uppsala, Schweden) sowie
Microcal Origin v5.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) verwendet.

11.2.4.9 Massenspektrometrie

Die Analyse der N-Glycanformen an den schweren Ketten aller Antikorpervarianten erfolgte
durch Massenspektrometrie in  Zusammenarbeit mit J. Stadlmann (Universitat fur
Bodenkultur, Wien, Osterreich).

Hierfir wurden die affinitatsgereinigten, rekombinanten Antikdrper in einem SDS-PAA-Gel
(6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen getrennt (vgl. 11.2.4.3) und mit Coomassie
Brilliant Blue gefarbt (vgl. 11.2.4.4). Die Banden der entsprechenden Proteine wurden aus dem
Gel geschnitten, mit 50% (v/v) Acetonitril entfarbt und getrocknet. AnschlieBend wurden die
inter- und intramolekularen Disulfidbriicken mit 10 mM DTT in 0,1 M NH4CO3 reduziert und
mit lodoacetamid (55 mM in 0,1 M NH4CO3) durch Carbamidomethylierung blockiert. Die
rekombinanten Proteine wurden mit Trypsin (15 ng/ml in 20 mM NH4COs3) verdaut und die
entstandenen Peptide extrahiert. Deren Analyse erfolgte mit LC-ESI-MS in Anlehnung an
Kolarich & Altmann (2000) und Kolarich et al. (2006). Fir die Datenauswertung wurde die
Software MassLynx 4.0 SP4 (Waters Micromass, Milford, MA, USA) verwendet.

11.2.5 Sonstige Methoden

11.25.1 HIV-Neutralisationstest

Die invitro Neutralisation des HI-Virus durch die rekombinanten AntikOrpervarianten aus
Tabak wurde bei der Firma POLYMUN Scientific Immunbiologische Forschung GmbH
(Wien, Osterreich) in Zusammenarbeit mit G. Stiegler unter Verwendung eines
Syncytieninhibierungstests mit HIV-1 RF (Laborstamm) bestimmt.
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Die rekombinanten Antikorper wurden aus Tabakbldttern mittels Protein A-
Affinitatschromatographie extrahiert (vgl. 11.2.4.6) und deren Konzentration bestimmt (vgl.
11.2.4.2). Zehn zweifach Verdinnungen (Startkonzentration: 100 pg/ml) dieser Praparationen
sowie des jeweiligen CHO-Standardantikérpers (“"°2F5 bzw. ©H°2G12, vgl. Tab. 11-4)
wurden mit HIV-1 RF fir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe der Substratzellen
(immortalisierte CD4+ B-Zelllinie AA-2) wurde der Gesamtansatz fur weitere 5 d bei 37°C
inkubiert. Das Auftreten von mehr als einem Syncytium pro ReaktionsgefaR wurde als
positive Infektion gewertet. Nach der Methode von Reed & Muench (1938) wurde die ICsg
der Antikorperpraparationen und des CHO-Standards berechnet (Préinkubation).

11.2.5.2 Elektronenmikroskopie

Die Lokalisierung der rekombinanten 2F5 Antikorper in unreifen und reifen Samen von
N. tabacum erfolgte elektronenmikroskopisch. Diese  Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit E. Arcalis (RWTH Aachen, Aachen, BRD) durchgefihrt.

Tabaksamen wurden aus den Kapseln isoliert, (ber Nacht mit 4% (v/v)
Paraformaldehyd /0,2% (v/v) Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer [0,1 M NaH,PO,4
(190 ml); 0,1 M NaHPO, (810 ml); pH 7,4] fixiert und anschlieBend in 2% (v/v)
Paraformaldehyd in Phosphatpuffer gelagert. Fur die Einbettung wurden die fixierten Proben
mehrmals gewaschen (0,1 M Phosphatpuffer). Die Dehydrierung der Proben erfolgte mit
Ethanol. Zundchst wurde das fixierte Material in 50% (v/v) Ethanol fur 30 min inkubiert
(4°C). Weitere Schritte bei 70% (v/v), 90% (v/v), 96% (v/v) und 100% (v/v) Ethanol (je
30 min; -20°C) folgten. AnschlieBend wurden die Proben mit LR White (London Resin
Co Ltd, Berkshire, UK) und 0,5% (w/v) Benzoinmethylether bei -20°C infiltriert. Auch hier
folgte eine Reihe von mehreren Inkubationsschritten mit einem Verhdltnis LR White zu
Ethanol von 1:3, 1:1 und 3:1 fir mindestens 1 h (-20°C). Das Material wurde danach uber
Nacht in 100% (v/v) LR White bei -20°C gelagert. Die Polymerisation der Proben erfolgte in
vorgekihlten Beem-Kapseln (SPl Supplies, West Chester, PA, USA) bei -20°C unter
UV-Licht fur mindestens 24 h in einer Gefriersubstitutionsanlage (Automatic Freeze-
Substitution, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD). Fur die Herstellung der
Ultradtinnschnitte wurde zundchst im Bereich des eingeschlossenen Gewebes eine glatte
Oberflache geschaffen (Ultra-Trim, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD). Mit dem
Ultracut E Ultramikrotom (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD) wurden Schnitte von
100 nm angefertigt und auf Goldobjekttrager (200 mesh) aufgebracht. Der Nachweis der
rekombinanten Antikdrper erfolgte mit Immunogoldfarbung.

Zur Blockierung der unspezifischen Bindestellen wurden die Schnitte zundchst in 5% (w/v)
BSA (in 0,1 M Phosphatpuffer) fir 15 min und anschlieBend mit dem anti-c-myc AntikOrper
(vgl. Tab. 1l-4, 1:100 Verdlinnung in 0,1 M Phosphatpuffer) Uber Nacht inkubiert (4°C). Die
Schnitte wurden gewaschen [0,1 M Phosphatpuffer; 0,25% (v/v) Tween20] und auf eine
Losung des Detektionsantikorpers (Ziege-anti-Maus Antikdrper konjugiert mit 15 nm Gold,
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vgl. Tab. 11-4, 1:30 Verdinnung in 0,1 M Phosphatpuffer) dberfihrt (1 h; RT). AnschlieRend
wurde das Praparat nochmals intensiv mit 0,1 M Phosphatpuffer sowie H,Oq49 gewaschen,
getrocknet und in 2% (w/v) Uranylacetat fir 10 min kontrastiert.

Die elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte an einem TEM Philips EM 400
(Eindhoven, Niederlande) bei 80 kV.
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i Ergebnisse

Ziele der vorliegenden Arbeit sind die Expression der kompletten humanen anti-HIV-1
Antikdrper 2F5 und 2G12 als ELP-Fusionsproteine in Blattern und Samen von Tabakpflanzen
(N. tabacum cv. SNN) sowie die strukturelle und funktionelle Charakterisierung der
affinitatsgereinigten, rekombinanten AntikGrpervarianten.

Obwohl der Begriff Genexpression per Definition fur die Transkription eines Gens steht,
wird ,Expression® im Folgenden auch generell fir die Bildung eines bestimmten Proteins
genutzt.

1.1 Konstruktion der Kassetten fir die pflanzliche Expression

Die Expression der Immunglobulingene im Blatt erfolgte unter Kontrolle eines ubiquitdren
Promotors. Fir die samenspezifische Expression wurden zwei verschiedene Promotoren
genutzt. Zur Akkumulation der rekombinanten Proteine im ER der Pflanzenzellen wurde das
KDEL Retentionssignal verwendet.

Im vorliegenden Kapitel wird zunichst auf die Herstellung der fiir die Tabaktransformation
bendtigten bindren Plasmide néher eingegangen. Oftmals wird der Term ,,Gen* verwendet,
wobei es sich ausschlieRlich um den codierenden Sequenzbereich handelt.

.11 Plasmide fur die ubiquitdre Expression der Immunglobulingene

Zur ubiquitdren Expression der Immunglobulingene in Tabak wurden die jeweiligen
codierenden Sequenzen fir leichte (LC) und schwere Ketten (HC) unter Kontrolle des
Cauliflower Mosaic Virus 35S-Promotors (CaMV 35S; Franck et al., 1980; Odell et al.,
1985) gestellt. Die Terminationssequenz entstammt ebenfalls dem CaMV 35S-Transkript
(Gardner et al., 1981). Fur Faltung und Zusammenlagerung beider Ketten zu kompletten
Antikdrpermolekiilen missen die rekombinanten Proteine ins ER der Pflanzenzelle gelangen
(Hiatt et al., 1989). Dies wurde durch die N-terminalen Signalpeptide erreicht. Um den
Nachweis der rekombinanten Proteine durch Western Blot mit Hilfe eines anti-c-myc
Antikorpers zu ermoglichen (vgl. 11.1.7), wurde die Sequenz des c-myc tags
(EQKLISEEDLN; Munro & Pelham, 1986) im downstream Bereich des jeweiligen
Immunglobulingens eingefiigt. Den C-Terminus eines jeden rekombinanten Proteins bildete
das ER-Retentionssignal KDEL (Munro & Pelham, 1987).

Zur Konstruktion der Expressionskassetten (vgl. Abb. I1l-1) wurden die Plasmide
PRTRA-anti-oxa sowie pPRTRA-ELP verwendet (vgl. Tab. 11-2). Der Vektor pRTRA-anti-oxa
basiert auf pRTRAL5 (Artsaenko et al., 1995) und enthdlt die Nucleotidsequenzen des
CaMV 35S-Promotors, des LeB4-Signalpeptids (Baumlein et al., 1986), des anti-Oxazolon
EinkettenantikOrpers (anti-oxa scFv, Fiedler & Conrad, 1995), des c-myc tags, des KDEL
ER-Retentionssignals sowie die CaMV 35S-Terminationssequenz (vgl. Anhang VII.1.1). Die
in pRTRA-anti-oxa befindliche LeB4-Signalsequenz und die Sequenz des scFvs wurden
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durch Ncol/Notl-Restriktionsspaltung entfernt und die gereinigten Ncol/Notl-PCR-Fragmente
der Immunglobulingene eingeflgt (vgl. 11.2.1.4, 11.2.1.5, 11.2.1.7). Die codierenden Bereiche
der Antikdrpergene enthalten die Signalsequenzen der Konstrukte, die auch zur Expression in
CHO-Zellen verwendet werden. Hierbei handelt es sich um die leader Sequenzen des
humanen monoklonalen Antikdrpers 3D6 (Felgenhauer et al., 1990). Die fir die Klonierung
der einzelnen pRTRA-Plasmide eingesetzten Primerpaare (vgl. Tab. 11-3) und Basisvektoren
sind in Tab. I11-1 aufgefihrt.

Tab. 111-1: Konstruktion der pRTRA-Plasmide mit den Kassetten zur ubiquitéren Expression. 35S: CaMV
35S-Promotor; 2F5: anti-HIV-1 Antikorper 2F5; 2G12: anti-HIV-1 Antikorper 2G12; LC: leichte Kette des
Antikorpers; HC: schwere Kette des Antikdrpers; ELP: elastindhnliches Polypeptid; for: forward; rev: reverse.

Primer fir die Amplifikation

PRTRA-Plasmid forward Primer reverse Primer Basisvektor

85SoF5-LC PTRAK-LC-NcOl g, pTRAK-LC-Notle, pRTRA-anti-0xa

8552F5-HC pTRAK-HC-Ncol g, pTRAK-HC-NOtlyey pRTRA-anti-0xa

3550F5-L Cer PTRAK-LC-Ncol g, pTRAk-LC-BamHl,e, pRTRA-ELP
PTRAK-HC-Ncol g, pTRAk-2F5HC-BamH ey

3%5)F5-HCevp pRTRA-ELP
pTRAk-2F5HC-BamH I, pTRAK-HC-BamHl e

$%52G12-LC pTRAK-LC-Ncol g pTRAK-LC-Notlye, pRTRA-anti-0xa

$%52G12-HC pTRAK-HC-Ncol g, pTRAK-HC-Notlyey pRTRA-anti-0xa

3%52G12-LCerr pTRAK-LC-Ncol pTRAKk-LC-BamHl, pRTRA-ELP
pTRAK-HC-Ncol g, pTRAk-2G12HC-BamH e,

358

2G12-HCer PRTRA-ELP

PTRAk-2G12HC-BamH I, pTRAk-HC-BamHl,e

Fir die Generierung der ELP-Vektoren wurde das Plasmid pRTRA-ELP verwendet. Dieser
Vektor ist nahezu identisch zu pRTRA-anti-oxa, allerdings fehlt die Sequenz des
anti-Oxazolon scFvs (vgl. Anhang V11.1.2). Das Fragment, das fir 100 Wiederholungen des
elastindhnlichen Peptids VPGXG codiert, befindet sich zwischen der Sequenz des c-myc tags
und des KDEL ER-Retentionssignals. Die LeB4-Signalsequenz von pRTRA-ELP wurde
durch Ncol/BamHI-Restriktion entfernt und die gereinigten Ncol/BamHI-PCR-Fragmente der
L-Kettengene mit den Signalsequenzen eingefugt. Fir die Konstruktion der pRTRA-HC-
Plasmide war eine Zwei-Schritt-Klonierung notwendig. Ein 170 bp (2F5-HC) bzw. 103 bp
(2G12-HC) Ncol/BamHI-Fragment wurde zundchst in das Ncol/BamHI-gespaltene Plasmid
PRTRA-ELP ligiert (vgl. 11.2.1.4, 11.2.1.5, 11.2.1.7). Die daraus resultierenden Vektoren
wurden mit BamHI linearisiert, dephosphoryliert (vgl. 11.2.1.6), gereinigt und die fehlenden
Sequenzen der H-Kettengene als BamHI-PCR-Fragmente eingefligt (1273 bp 2F5-HC;
1313 bp 2G12-HC). Alle pRTRA-Plasmide (vgl. Tab. 111-1) wurden zur Kontrolle sequenziert
(vgl. 11.2.1.8).

Die  Expressionskassetten (Abb. I1l-1; CaMV 35S-Promotor/Signalsequenz/codierende
Sequenz der jeweiligen Antikorperkette/c-myc tag/eventuell Sequenz von 100XELP/KDEL

41



ERGEBNISSE

ER-Retentionssignal/Terminator) wurden durch Hindlll-Restriktionsspaltung aus den
PRTRA-Plasmiden isoliert und in den ebenfalls mit Hindlll geschnittenen bindren Vektor
pCB301-Kan (vgl. Anhang VII.1.3) dberfihrt (vgl. 11.2.1.5, 11.2.1.7). Die resultierenden
bindren Plasmide wurden in A. tumefaciens transformiert und diese fur die transiente und
stabile Expression der Immunglobulingene in Tabak verwendet (vgl. 11.2.2.1, 11.2.2.2).

C—Ic l NZFSLC  bzw. M2G12LC

Bl HC > MQFSHC  bzw. M2G12HC
> =N ) |1 M2F5LCELP bzw. M2G12LCELP
EpSl HC 100xELP )11 M2FSHCELP bzw. M2G12HCELP
E> Promotor (CaMV 35S, USP, LeB4) 0] Signalsequenzen der Immunglobulingene
B c-myctag ER-Retentionssignal (KDEL) I Terminator

Abb. 111-1: Schematische Darstellung der Kassetten fir die Expression der Immunglobulingene. Zur
ubiquitdren Expression wurde der CaMV 35S-Promotor und fir die samenspezifische Expression der USP-
sowie der LeB4-Promotor verwendet. Die N-terminalen Signalpeptide der Immunglobuline und das
ER-Retentionssignal (KDEL) erlauben die Akkumulation der rekombinanten Proteine (V2F5LC, N'2F5HC,
NYOF5LCee, N2F5HCee, M2G12LC, N'2G12HC, M2G12LCer, M2G12HCer) im ER der Pflanzenzellen
(N.tabacum, Nt). Zur Immundetektion der rekombinanten Proteine wurde der c-myc tag eingefiigt. Die

einzelnen Ketten (LC: leichte Kette; HC: schwere Kette) beider Antikérper (2F5, 2G12) wurden mit einer
100-fachen Wiederholung des Pentapeptids VPGXG (100xELP) fusioniert (Abb. nicht malRstabsgetreu).

.12 Plasmide fur die samenspezifische Expression der Immunglobulingene

Zur samenspezifischen Expression der Immunglobulingene wurden zwei unterschiedliche
Promotoren von Vicia faba, die in Starke und zeitlicher Aktivitat differieren, verwendet. Der
USP-Promotor ist bereits in frihen Stadien der Samenentwicklung aktiv (Baumlein et al.,
1991; Fiedler et al., 1993). Er kontrolliert das USP-Gen (engl. unknown seed protein,
Bassuner et al., 1988) und ermdglicht eine hohe Expression des Transgens. Der LeB4-
Promotor ist ein Samenproteinpromotor (Legumin B4-Gen, Baumlein et al., 1986) und
wahrend der Samenreifung aktiv (Fiedler & Conrad, 1995; Fiedler et al., 1997).

Die  Nucleotidsequenzen  beider ~ Promotoren  wurden aus den Plasmiden
pRTRA7/3-USP-anti-oxa-scFv sowie pRTRA7/3-LeB4-anti-oxa-scFv (vgl. Tab. 11-2) durch
Hincll/Ncol-Restriktion isoliert (vgl. 11.2.1.5) und in die ebenfalls mit Hincll/Ncol
gespaltenen pRTRA-3*LC- bzw. pRTRA-3**HC-Vektoren ligiert (vgl. Tab. 1I-1, 11.2.1.7).
Die resultierenden pRTRA-Y¥- und pRTRA-"*®*-Vektoren (analog zu 35S-Plasmiden in
Tab. 111-1) wurden zur Kontrolle sequenziert (vgl. 11.2.1.8). Die Expressionskassetten (vgl.
Abb. I11-1; USP- oder LeB4-Promotor/Signalsequenz/codierende Sequenz der jeweiligen
Antikdrperkette/c-myc tag/eventuell Sequenz von 100XELP/KDEL ER-Retentionssignal/
Terminator) wurden mit Hindlll-Restriktionsspaltung aus den pRTRA-Plasmiden isoliert und
in den ebenfalls mit Hindlll geschnittenen bindren Vektor pCB301-Kan integriert (vgl.
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11.2.1.5, 11.2.1.7). Die bindren Plasmide wurden in Agrobakterien tGberfihrt und diese fur die
Transformation von Tabak verwendet (vgl. 11.2.2.2).

1.2 Expression der Immunglobulingene in Nicotiana tabacum

Fur die pflanzliche Expression kompletter Antikorper-ELP-Fusionen wurden zunéchst
transgene Tabakpflanzen (To) erzeugt, die einzelne AntikOrperketten oder entsprechende
ELP-Fusionen im ER der Zellen akkumulieren.

.21 Transiente Expression in Tabakblattern

Zur Kontrolle der ubiquitdaren Expressionsvektoren wurde das transiente Expressionssystem
der Agrobakterium-Injektion genutzt. Rekombinante Agrobakterien werden ins Blattmaterial
injiziert und das auf der T-DNA befindliche Transgen wird exprimiert. Die Evaluierung der
unter Pkt. 111.1.1 beschriebenen Expressionskassetten mit dem CaMV 35S-Promotor erfolgte
nach einem Protokoll von T. Rademacher (RWTH Aachen, Aachen, BRD) in Anlehnung an
Kapila et al. (1997) und Vaquero et al. (1999).

Rekombinante Agrobakterien wurden durch Hindlll-Restriktion (vgl. 11.2.1.5) auf das
Vorhandensein der Expressionskassetten dberprift und Bakterienkolonien mit dem
gewiinschten bindren Plasmid fir den Test verwendet. Die transiente Expression der
Immunglobulingene beider Antikorper (2F5, 2G12) mit und ohne ELP-Fusion (LC: leichte
Kette ohne ELP, HC: schwere Kette ohne ELP, LCeLr: leichte Kette mit ELP, HCeLp: schwere
Kette mit ELP) wurde untersucht.

Nachfolgend sind die rekombinanten Agrobakterien (At) mit den entsprechenden bindren
Vektoren benannt (Genexpression unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors).

At®S2F5-LC At®52G12-LC
At®S2F5-HC At®%2G12-HC
At®S2F5- L Cerp At®52G12-LCee
At®S2F5-HCeLp At®52G12-HCerr

Funf Tage nach der Injektion wurde das Blattmaterial geerntet, die I6slichen Proteine
extrahiert und durch Western Blot Analyse mit anti-c-myc Antikdrper auf Prasenz des
rekombinanten Proteins analysiert (vgl. 11.2.4.1, 11.2.4.3).

Jedes der acht Immunglobulingenkonstrukte wurde nach Injektion rekombinanter
Agrobakterien in die Unterseite von Tabakblattern exprimiert (Abb. 111-2). Die rekombinanten
Proteine wiesen das kalkulierte Molekulargewicht auf (vgl. Anhang VI1.2.1 und VII.2.2).
Allerdings besalRen die ELP-Fusionsproteine eine geringere elektrophoretische Mobilitét als
erwartet. Dieses Phdnomen wurde bereits bei anderen ELP-Fusionen beobachtet (Shimazu et
al., 2003; Ge et al., 2006).
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Abb. 111-2: Nachweis der transient exprimierten Immunglobulingene in Tabakbldttern nach
Agrobakterium-Injektion. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (10%) unter reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit dem anti-c-myc Antikérper. scFv: 20 ng
Einkettenantikrper/c-myc Standard; M: Blattmaterial mit Infiltrationsmedium (20 pg TSP); Blattmaterial mit
rekombinanten Agrobakterien: At®S2F5-LC (10 pg TSP), At®S2F5-HC (20 pg TSP), At®S2F5-LCerr (5 Hg
TSP), At®5S2F5-HCeLr (10 pug TSP), At®*52G12-LC (15 pg TSP), At**52G12-HC (20 pg TSP), At®*52G12-LCep
(5 pg TSP), At*®S2G12-HCerr (10 pg TSP); At: A. tumefaciens; 35S: CaMV 35S-Promotor; LC: leichte Kette;
HC: schwere Kette; 2F5: anti-HIV-1 Antikd rper 2F5; 2G12: anti-HIV-1 Antikdrper 2G12; ELP: elastindhnliches
Polypeptid; MW: Moleku largewicht; TSP: gesamtldsliches Protein.

Degradationsprodukte wurden hauptsachlich nach transienter Expression der ELP-Konstrukte
gefunden. Verschiedene Mengen an gesamtléslichem Protein wurden fir diese Analyse pro
Gelspur appliziert. Dies weist auf Unterschiede im Expressionsniveau der einzelnen
Immunglobulingene hin.

Die in diesem Experiment verwendeten rekombinanten Agrobakterien wurden anschlieend
fir die Tabaktransformation zur Erzeugung stabiler To-Pflanzen genutzt (vgl. 11.2.2.2).

Um ein Zusammenlagern zu den kompletten Antikérpern (A"M2F5, A™N2G12) und den
entsprechenden ELP-Fusionen (AN'2F5iee, AM2F5pep, AMN2FSee, AMNDGI2LEL,
AN G121eLr, A™N2G12eLr) im transienten System zu untersuchen, wurden Agrobakterien mit
bindren Plasmiden fur leichte und schwere Ketten kombiniert und injiziert. Nachfolgend sind
die verschiedenen Injektionsmdglichkeiten der rekombinanten Agrobakterien dargestellt. Die
Abkirzung At vor jeder Bezeichnung steht in diesem Fall flr die transiente Expression der
Immunglobulingene.
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A. tumefaciens 1 A. tumefaciens 2 Rekombinanter Antikdrper
At®SoF5-LC + At®S2F5-HC - =

At®52F5- | Cerr + At®52F5-HC - ANYOES ELp

At®52F5-LC + At®52F5-HCeLp - ANt O SHELp

At®S2F5- L Cerr + At®52F5-HCeLp - ANGOESE L p

At®%2G12-LC + At®%2G12-HC - ANty G12
At®52G12-LCerr + At®52G12-HC - ANYG121eLp
At®%2G12-LC + At®52G12-HCerp - ANYDG121eLe
At*52G12-LCerp + At*°2G12-HCerr - ANYDG12eLp

Alle acht Antikdrpervarianten wurden durch Western Blot nach Trennung unter nicht
reduzierenden Bedingungen (vgl. 11.2.4.3) mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper
nachgewiesen. Leichte und schwere Ketten lagerten sich nach transienter Expression der
Immunglobulingene zu kompletten Antikorpermolekilen zusammen (Abb. 111-3).
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Abb. 111-3: Nachweis der assemblierten Antikorpervarianten nach Agrobakterium-Injektion. Die
Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen und die Western
Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikérper. A: Transiente Expression der
2F5 Antiko rpervarianten. “H92F5: 1 ng Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; Blattmaterial von N.tabacum
(Nt) mit Kombination der rekombinanten Agrobakterien (At) zur Produktion der vollstandigen Immunglobuline:
AINtE5 AINGDES e, ANDESeLs, AMNYDFSELp. B: Transiente Expression der 2G12 Antiko rpervarianten. ©H°2G12:
2ng Standardantikdrper 2G12 aus CHO-Zellen; Blattmaterial von N.tabacum (Nt) mit Kombination der
rekombinanten Agrobakterien (At) zur Produktion der vollstandigen Immunglobuline: A™2G12, A"™N2G120ere,

ANYG12uee, A™N2G12ee. M: Blattmaterial mit Infiltrationsmedium; At: Blattmaterial mit Agrobakterium-
Stamm; ELP: elastinahnliches Polypeptid; MW: Moleku largewicht.

In CHO-Zellen exprimierte Standardantikorper dienten bei der Western Blot Analyse als
Positivkontrollen (‘"°2F5 bzw. ©H°2G12, vgl. Tab. 11-4). Negativkontrollen waren Blétter mit
injiziertem Infiltrationsmedium oder dem verwendeten Agrobakterium-Stamm. Diese zeigten
keine Signale (vgl. Abb. I11-3).

Eine Ubersicht der Molekulargewichte der verschiedenen Antikorpervarianten liefert
Tab. 111-2.
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Tab. 111-2: Molekulargewicht der rekombinanten Immunglobuline und Antikorper-ELP-Fusionen. Zur
Berechnung des Molekulargewichts der Proteine wurden die molaren Massen der beiden leichten und schweren
Ketten summiert und das durchschnittliche Molekulargewicht der N-Glycane an den schweren
Immunglobulinketten (3200 Da) addiert. °H°2F5: Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP
aus N. tabacum; NOFSELe: 2F5 mit ELP-Fusion an den leichten Ketten aus N. tabacum; NOFSheLr: 2F5 mit
ELP-Fusion an den schweren Ketten aus N.tabacum; ““2F5ete: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten aus N.tabacum; “"°2G12: Standardantikorper 2G12 aus CHO-Zellen; N'2G12: 2G12 ohne ELP
aus N. tabacum; M2G12.eLe: 2G12 mit ELP-Fusion an den leichten Ketten aus N. tabacum; N'2G12+xeLe: 2G12 mit
ELP-Fusion an den schweren Ketten aus N. tabacum; N'2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastin&dhnliches Polypeptid.

Antikdrpervariante Molekulargewicht [Da]
CHOZFs5 150814
N5 159384
NOF5LeLe 241493
NtOF ShEL 241493
N'FSeLe 323601
e 148009
N2 G12 157567
N2 G12ierp 239678
N'2G12+eLr 239678
NI G12eLe 321787
11.2.2 Stabile Expression der Immunglobulingene in Tabak

Rekombinante Agrobakterien (Transgen unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors), die zur
transienten Expression der Immunglobulingene in Tabakblattern fuhrten, wurden fur die
stabile Transformation von N. tabacum verwendet (vgl. 11.2.2.2). Regenerierte Pflanzen (To)
wurden auf Selektionsmedium mit Kanamycin kultiviert und durch Western Blot selektiert
(val. 11.2.4.3).

Die Analyse transgener Pflanzen mit ubiquitdrer Expression erfolgte im invitro Stadium.
Eine Vielzahl Pflanzen, die das entsprechende Transgen unter Kontrolle des CaMV
35S-Promotors exprimieren, wurde identifiziert (vgl. Anhang VIL.3). In Abb. I11-4 sind
Ergebnisse der Analyse von je drei To-Pflanzen, die die leichten Ketten (LC), schweren
Ketten (HC) oder die entsprechenden ELP-Fusionen (LCeLr, HCELP) eines jeden Antikorpers
(2F5, 2G12) akkumulieren, dargestellt. Pro Gelspur wurden unterschiedliche Mengen an
gesamtloslichem Protein (TSP) appliziert (LC: 15 pg TSP; HC: 40 pg TSP; LCELP: 5 pg TSP;
HCeLp: 15 pg TSP). Die Banden der rekombinanten Proteine reflektieren somit die
Unterschiede im Expressionsniveau der Immunglobulingene, die bereits im transienten
System angedeutet wurden. Fusionen mit dem elastindhnlichen Polypeptid (LCeLr bzw.
HCerr) flihrten zu einer verstarkten Akkumulation der leichten und schweren Ketten beider
Antikérper im Vergleich zu den rekombinanten Proteinen ohne ELP (LC bzw. HC,
Abb. I11-4). Unterschiede in der Produktion von leichten und schweren Ketten wurden

46



ERGEBNISSE

ebenfalls nachgewiesen. Leichte Ketten sowie deren ELP-Fusionen werden starker exprimiert.
Eine, im Vergleich zu den schweren Ketten, erhthte Akkumulation der leichten Ketten wurde
bereits bei der Produktion kompletter Antikdrper beschrieben (Law et al., 2006; Rademacher
et al., 2008).

Die rekombinanten Proteine wiesen das kalkulierte Molekulargewicht auf (vgl. Anhang
VII.2.1, VII.2.2). Allerdings war die elektrophoretische Mobilitdt der ELP-Fusionen, wie
auch schon bei der transienten Expression (vgl. 111.2.1), deutlich geringer. Schwere Ketten
ohne C-terminale ELP-Fusion wurden als Doppelbanden detektiert (besonders deutlich bei
2G12-HC). Dieses Phanomen ist moglicherweise auf die unterschiedliche Glycosylierung
zurickzufuhren (Petruccelli et al.,, 2006; Rademacher et al., 2008). Bereits bei den
Untersuchungen von Hiatt et al. (1989) wurden die schweren Ketten eines Antikdrpers als
Doppelbanden durch Western Blot visualisiert.

A B
scFv 3S2F5-LC  *S2F5-HC 3952F5-LCELP **52F5-HCELP scFv ¥52G12-LC  ¥S2G12-HC 352G12-LCELP **52G12-HCELP
10ngsng 16 22 29 7 70 92 Wt 11 22 33 4377 84 10 ng 6ng 2 9 14 2 3 12 Wt 1.4 7 4 5 14

130 — r
i - 170 —
] 130 — -—— -
o =] ".
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Abb. 111-4: Nachweis der leichten und schweren Antikorperketten sowie der ELP-Fusionen in Blattern
transgener Tabakpflanzen. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (10%) unter reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit demanti-c-myc Antikdrper. Jeweils drei To-Pflanzen wurden fir
diesen reprasentativen Western Blot verwendet. A: Stabile Expression der 2F5 Immunglobulingene. **S2F5-LC
(15 ug TSP); 3%52F5-HC (40 pg TSP); *°S2F5-LCee (5 ug TSP); *°S2F5-HCetr (15ug TSP). B: Stabile
Expression der 2G12 Immunglobulingene. *52G12-LC (15 pg TSP); ¥52G12-HC (40 pg TSP); *°52G12-LCee
(5 pg TSP); *°52G12-HCere (15 pg TSP). scFv: Einkettenantikorper/c-myc Standard; Wt: Wildtyp N. tabacum

(20 uyg TSP); LC: leichte Kette; HC: schwere Kette; 35S: CaMV 35S-Promotor; ELP: elastindhnliches
Polypeptid; MW: Moleku largewicht; TSP: gesamtldsliches Protein.

Degradationsprodukte der Fusionsproteine wurden vorwiegend bei 2F5-LCeLp nachgewiesen,
mit deutlich verringertem MaRe auch bei 2F5-HCEeLp, 2G12-LCEeLr und 2G12-HCELr.

Zur Erzeugung von Tabakpflanzen mit samenspezifischer Expression der Immunglobulingene
wurden die unter Pkt. 111.1.2 beschriebenen rekombinanten Agrobakterien verwendet. Der
Austausch der Promotorsequenzen in den pRTRA-Klonierungsvektoren (CaMV 35S-
Promotor gegen USP- bzw. LeB4-Promotor) wurde jedoch erst nach erfolgreicher, transienter
Expression der Immunglobulingene in Tabakblattern vorgeno mmen.

Nach Ernte des Samenmaterials der erzeugten To-Pflanzen, dessen Zerkleinerung und
Extraktion der loslichen Proteine, erfolgte deren Analyse durch Western Blot (vgl. 11.2.4.1,
11.2.4.3). Abb. l11-5 reflektiert die Analyse von Top-Pflanzen, die Immunglobulingene des
Antikdrpers 2G12 unter Kontrolle von samenspezifischen Promotoren exprimieren.
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Abb. 111-5: Nachweis der 2G12 Antikorperketten und ELP-Fusionen in Samen transgener Tabak pflanzen.
Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (10%) unter reduzierenden Bedingungen und die Western
Blot Analyse mit dem anti-c-myc Antikorper (leichte Ketten) und einem anti-Human Fc-spezifischen Antikrper
(schwere Ketten). Verschiedene Ty-Pflanzen wurden fiir diese représentativen Western Blots verwendet. A:
Stabile Expression der 2G12 Immunglobulingene unter Kontrolle des USP-Promotors. “¥LC: 20 pg TSP;
UP Cer: 5pg TSP, YSPHC: 60ug TSP, YSPHCee: 30 bg, TSP. B: Stabile Expression der
2G12 Immunglobulingene unter Kontrolle des LeB4-Promotors. ~***LC: 20 ug TSP; LeB4) Cere: 5 Hg TSP;
LeBYHC: 60 ug TSP; “*B*HCer: 30 bg TSP. Wt: Wildtyp N.tabacum (20 baw. 60 g TSP); scFv: 10 ng
Einkettenantikorper/c-myc Standard; “H°2G12: 2ng Standardantikdrper 2G12 aus CHO-Zellen; Expression
unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors: **>HC (20 pg TSP), 3*SHCerr (10 ug TSP); LC: leichte Kette; HC:
schwere Kette; ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW: Moleku largewicht; TSP: gesamtldsliches Protein.

Verschieden starke Western Blot Signale verdeutlichen die Unterschiede im
Expressionsniveau der einzelnen Immunglobulingene (2G12-LC: 20 pg TSP; 2G12-LCELP:
5 g TSP; 2G12-HC: 60 pg TSP; 2G12-HCEeLrP: 30 pug TSP). Leichte Ketten sowie deren
ELP-Fusionen wurden mit dem anti-c-myc Antikdrper detektiert. Fur den Nachweis der
schweren Ketten wurde ein anti-Human Fc-spezifischer Antikorper (vgl. Tab. 11-4) eingesetzt.
Als Positivkontrollen fir die Detektion mit einem anti-Human Fc-spezifischen AntikOrper
dienten aus CHO-Zellen stammende Immunglobuline (“H°2F5, ©H°2G12, vgl. Tab. 11-4). Eine
erhthte Akkumulation der ELP-Fusionen (LCeLp, HCeLP) wurde auch bei der Expression der
Immunglobulingene unter Kontrolle der beiden samenspezifischen Promotoren festgestellt.
Die nachgewiesenen rekombinanten Proteine zeigten das kalkulierte Molekulargewicht (vgl.
Anhang VI11.2.2). Die molaren Massen der ELP-Fusionsproteine waren wiederum hoher als
erwartet. Dies wurde bereits im transienten System (vgl. 111.2.1) und auch bei der Expression
unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors festgestellt.

Schwere Ketten mit ELP-Fusion waren im Samen instabil, da durch Western Blot unter
Verwendung eines anti-Human Fc-spezifischen Antikérpers Degradationsprodukte
nachgewiesen wurden. Abbaubanden wurden ebenfalls bei schweren Ketten ohne ELP-Fusion
erhalten. Die entsprechenden Degradationsprodukte bei den analogen rekombinanten
Proteinen aus Tabakblittern konnten nicht detektiert werden (*°*°2G12-HC bzw.
3552G12-HCELp, vgl. Abb. I11-5). Petruccelli et al. (2006) zeigten &hnliche Ergebnisse. Auch
sie identifizierten ein Degradationsprodukt der schweren Kette eines in Tabaksamen
exprimierten Antikorpers. Da dieses Spaltprodukt nicht auftrat, wenn der Antikorper aus den
Blattern stammt, vermuteten sie, dass eine samenspezifische Protease ein bestimmtes Motiv
innerhalb der schweren Kette erkennt und das rekombinante Protein spaltet.
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Immunglobulingene des Antikoérpers 2F5 wurden samenspezifisch exprimiert (Abb. I11-6).
Die Expressionssteigerung durch ELP wurde ebenfalls nachgewiesen. Degradationsprodukte
der schweren Ketten traten auch hier auf.
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Abb. 111-6: Nachweis der 2F5 Antikorperketten und ELP-Fusionen in Samen transgener Tabak pflanzen.
Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (10%) unter reduzierenden Bedingungen und die Western
Blot Analyse mit dem anti-c-myc Antikorper (leichte Ketten) und einem anti-Human Fc-spezifischen Antikrper
(schwere Ketten). Jeweils drei To-Pflanzen wurden fur diese représentativen Western Blots verwendet. A:
Stabile Expression der 2F5 Immunglobulingene unter Kontrolle des USP-Promotors. “LC: 10 pg TSP;
UPLCer: 2pg TSP; YPHC: 60pg TSP; UYSHCew: 30pg TSP. B: Stabile Expression der 2F5
Immunglobulingene unter Kontrolle des LeB4-Promotors. “*®*LC: 10 ug TSP; “*®LCeie: 2 ug TSP; “*B*HC:
60 pg TSP; “*B*HCer: 30 pug TSP. scFv: 10 ng Einkettenantikorper/c-myc Standard; Wt: Wildtyp N. tabacum
(10 bzw. 60 pg TSP); “HO2F5: 2ng Standardantikdrper 2F5 aus CHO-Zellen; Expression unter Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors: 3HC (20 ug TSP); ELP: elastinahnliches Polypeptid; MW: Molekulargewicht; TSP:
gesamtlésliches Protein.

1.3 Expression von Antikérpern und ELP-Fusionsproteinen in Nicotiana
tabacum

Zur Erzeugung von Pflanzen mit Akkumulation der kompletten AntikGrper im ER wurden
transgene Linien fur die leichten Ketten mit denen flr die schweren gekreuzt (vgl. 11.2.3.2).
Die Nachkommen dieser Kreuzungen (Fi-Pflanzen) wurden hinsichtlich der Prasenz
volistandig assemblierter Immunglobulinmolekiile analysiert.

Die Segregation der Nachkommen (T;) verschiedener To-Pflanzen wurde firr die Kreuzungen
untersucht. Der Indikator fir das Vorhandensein der T-DNA und somit des Transgens war
Kanamycinresistenz (nptll Gen). Aus diesem Grund erfolgten die Analysen auf
Selektionsplatten mit dem Antibiotikum. Von jedem Transformationsansatz wurden mehrere
To-Linien hinsichtlich eines 3:1 Spaltungsverhaltnisses, das auf eine single locus Insertion der
T-DNA (ein Transgenlocus) hinweist, getestet (vgl. 11.2.3.1). Lediglich Linien, deren
Nachkommen dieser Spaltung entsprachen, wurden fiir die Kreuzungen verwendet.

Die T1-Keimlinge lassen sich in drei Kategorien einteilen:

(A) Ungekeimte Samen

(B) Keimlinge im 2- bis 4-Blattstadium Genotyp Aa oder AA

(C) Keimlinge im Keimblattstadium Genotyp aa

Ungekeimte Samen wurden in die Auswertung nicht einbezogen, da diese eine mangelnde
Keimfahigkeit des Saatguts reprasentieren kdnnen. Fir die Segregationsanalyse wurde das
Verhéltnis aus (B) und (C) bestimmt. Dies sollte nicht signifikant von einer 3:1 Verteilung
abweichen. Zu Kategorie (C) zihlen Pflanzen, die keine Kanamycinresistenz und somit auch
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kein Transgen besitzen (aa). Diese Pflanzen sind bis zum Keimblattstadium phanotypisch
identisch mit den hemizygoten (Aa) oder homozygoten (AA) Ti-Pflanzen, die als Kategorie
(B) eingestuft werden und das Transgen aufweisen. Die Weiterentwicklung der Pflanzen ohne
Transgen (aa) bleibt unter dem Einfluss von Kanamycin aus, sie vergilben. Ein Beispiel dieser
Spaltungsanalyse ist in  Abb. Ill-7 dargestellt. Die  Zusammenfassung aller
Segregationsanalysen befindet sich im Anhang (vgl. Tab. VII-1).

Selbstung der To

Aa x Aa
ge A a
Al AA Aa

a Aa aa

T1
3 : 1 Segregation

Abb. I11-7: Spaltungsanalyse der Nachkommen einer ausgewahlten Ty-Linie. Die Segregationsanalyse der
T,-Pflanzen (To-Pflanze: “**2F5-HC 8) erfolgte auf Selektionsmedium mit Kanamycin. Ungekeimte Samen
(schwarz) und kanamycinsensitive Keimlinge (blau) sind gekennzeichnet. Aa, AA bzw. aa représentieren den
Genotyp der putativ transgenen Pflanzen bezogen auf die Existenz der T-DNA. A: Vorhandensein der T-DNA;
a: T-DNA ist nicht vorhanden; Aa: hemizygot; aa bzw. AA:homozygot.

Von jedem Transformationsansatz (3*>2F5-LC, Y$2F5-LC, “*8*2F5-LC usw., insgesamt 24,
vgl. Anhang VII.3) wurden drei To-Linien mit single locus Insertion der T-DNA fur die
Kreuzungen ausgewdahlt. Diese wurden kombiniert, so dass drei verschiedene Mdglichkeiten
von @ und & pro Antikorpervariante existierten. Innerhalb jeder Kombination wurden
mehrere Mutter- und Vaterpflanzen einer Linie wverwendet. Eine Variation der
Kreuzungspartner und weitere Kombinationen der sechs To-Linien erfolgten nicht.

Zum Zeitpunkt der Kreuzungen war es nicht méglich, eine Aussage Uber die Genotypen der
Mutter- und Vaterpflanzen zu treffen. Dies wurde nach der Analyse der Nachkommen
vorgenommen. Bei Kreuzung zweier fir das jeweilige Transgen homozygoter Pflanzen
(LL x HH) akkumulierte die gesamte Nachkommenschaft den kompletten Antikdrper. Waren
beide Kreuzungspartner hemizygot (LI x Hh), wiesen lediglich 25% der Nachkommen den
volistandigen Antikorper auf. Wurde eine homozygote Pflanze mit einer hemizygoten
verpaart (LI xHH oder LL xHh), produzierten 50% der Nachkommen das komplette
Immunglobulin. Ein Beispiel fiir die Kreuzung von **2F5-LC mit **2F5-HC zur Erzeugung
von Pflanzen (3*2F5), die den kompletten Antikdrper 2F5 im ER unter Kontrolle des
ubiquitdren CaMV 35S-Promotors exprimieren, ist im Anhang dargestellt (vgl. VI1.4).

Fir die Kreuzungen zu den verschiedenen Antikdrpervarianten existieren vier
Kombinationsmdglichkeiten der leichten und schweren Ketten mit und ohne ELP-Fusion
(Abb. 111-8).
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T+-Kreuzungen LC xHC LC-ELP x HC LC x HC-ELP  LC-ELP x HC-ELP

& N7 NN N NS

N2F5 N2F5LELP NM2F5HELP N2F5ELP
N2G12 N2G12LELP N2G12HELP N2G12ELP

Abb. 111-8: Kombinations méglichkeiten der Typ-Linien zur Erzeugung der werschiedenen Antikdrper in
der Nachkommenschaft. Die Immunglobuline 2F5 sowie 2G12 und deren ELP-Fusionen sind schematisch
dargestellt. Auf die Struktur der Proteine sowie die exakten GroRenverhéltnisse wurde nicht eingegangen. Ty:
T,-Pflanzen; LC: leichte Kette (orange); HC: schwere Kette (blau); ELP: elastindhnliches Polypeptid (violett); x:
Kreuzung; Fi: Nachkommen; N'OF5: 2F5 ohne ELP aus N. tabacum, M2F5ieie: 2F5 mit ELP-Fusion an den
leichten Ketten aus N.tabacum; M2F5uere: 2F5 mit ELP-Fusion an den schweren Ketten aus N.tabacum;
NYOFSeLe: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten aus N.tabacum; “2G12: 2G12 ohne
ELP aus N.tabacum; N'2G12ieir: 2G12 mit ELP-Fusion an den leichten Ketten aus N.tabacum; N'2G12uece:
2G12 mit ELP-Fusion an den schweren Ketten aus N.tabacum; M2G12ete: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten
und schweren Antikdrperketten aus N. tabacum.

Vier verschiedene Antikdrpervarianten resultieren daraus:

NI2F5 baw. N2G12 in N. tabacum exprimierte Antikdrper ohne elastindhnliche
Polypeptide

NI2F5LEL, bzw. M2G12tee  in N. tabacum exprimierte Antikdrper mit elastindhnlichen
Polypeptiden an den leichten Ketten

NF5HELP bzw. N'2G12rELr  in N. tabacum exprimierte Antikérper mit elastinahnlichen
Polypeptiden an den schweren Ketten

NI2F5eLr bzw. M2G12eLr in N. tabacum exprimierte Antikdrper mit elastinahnlichen
Polypeptiden an allen vier Ketten

Bei den wverschiedenen Kreuzungsmoglichkeiten wurden die gleichen To-Linien mit

Expression der entsprechenden Transgene eingesetzt. Dies bedeutet, dass fur die Generation

von Pflanzen mit Akkumulation von N2F5 oder N'2F5+eLr dieselbe LC To-Linie verwendet

wurde.

Zur Produktion der Immunglobuline unter Kontrolle der samenspezifischen Promotoren
(USP- bzw. LeB4-Promotor) wurden lediglich Kreuzungen zur Erzeugung der kompletten
Antikérper N2F5 und N2F5eLe bzw. N2G12 sowie N'2G12ere durchgefiihrt.

Die Analyse der Kreuzungsprodukte (F1-Pflanzen) mit ubiquitarer Expression der Transgene
erfolgte  mit einem Sandwich-ELISA unter Nutzung der Interaktionen zwischen
Immunglobulin G-Molekilen und Protein A sowie Protein L (vgl. 11.2.4.5). Lediglich
Pflanzen, deren Extrakte eine Gelbfarbung nach der Peroxidasereaktion hervorriefen, wurden
bis zur Samenreife kultiviert. In Abb. I11-9 ist beispielhaft eine Analyse von Nachkommen
einer vorgenommenen Kreuzung durch Sandwich-ELISA dargestellt. Die Signale fir den
Standardantikérper (“"°2F5, Tab. 11-4), der als Positivkontrolle verwendet wurde, und fiir die
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Pflanzenextrakte mit den kompletten Antikérpern sind deutlich zu unterscheiden.
Negativkontrollen, Wildtyp N. tabacum sowie der BSA-Verdunnungspuffer, zeigten keine
Farbreaktion.

BSA BSA C©192F§ °2F5 |

\

Abb. 111-9: Analyse der Kreuzungsprodukte durch Sandwich-ELISA. 96-Well-Platten wurden mit

rekombinantem Protein L beschichtet. Nach Zugabe der Pflanzenextrakte erfolgte der Nachweis der
assemblierten leichten und schweren Ketten mit Protein A-Peroxidasekonjugat. BSA: BSA-Verdinnungspuffer;
CHO2F5: Standardantikdrper 2F5 aus CHO-Zellen; Wt: Wildtyp N. tabacum.

Mit dieser Methode war es lediglich mdglich, ein Zusammenlagern von leichten (L) und
schweren Ketten (H) nachzuweisen. Eine Unterscheidung zwischen den Antikdrperderivaten
LoH, (Immunglobulin G), LH,, LoH oder LH konnte nicht getroffen werden. Hierflir wurden
die putativ antikbrperexprimierenden Pflanzen nochmals durch Western Blot tberprift (vgl.
11.2.4.3). Die verschiedenen Antikérpervarianten von 2F5 und 2G12 wurden mit einem
Fc-spezifischen Antikorper mit den kalkulierten Molekulargewichten detektiert (vgl.
Tab. 111-2). Abb. I11-10 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen Western Blots mit je zweli
Fi-Pflanzen fir jede Kombinationsméglichkeit des Antikorpers 2F5 (Transgene unter
Kontrolle des CaMV 35S-Promotors).

35S2F5 35S52F5LELP35S2FSHELP 3S2F5ELP
1C 1A 1G 1A
CHO2F5 13 13 16 8 10 18 24 Wt

e
250 — " 2'

130 —

MW [kDa]

95 =

Abb. 111-10: Nachweis der assemblierten 2F5 Antikérper und ELP-Fusionen in Tabakblattern. Die
Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen und die Western
Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper. Jeweils zwei F1-Pflanzen (1 u. 3; 13 u. 16; 8 u.
10; 18 u. 24), die von einer Bestdubung (Kapsel 1C; 1A; 1G; 1A) stammen, wurden fiir diesen reprasentativen
Western Blot verwendet. “"92F5: 2ng Standardantikérper 2F5 aus CHO-Zellen; 35S: CaMV 35S-Promotor;
3%2F5: Pflanzen mit Akkumulation von 2F5 ohne ELP; *52F5.ep: Pflanzen mit Akkumulation von 2F5 mit
ELP-Fusion an den leichten Ketten; ®52F5uece: Pflanzen mit Akkumulation von 2F5 mit ELP-Fusion an den
schweren Ketten; 3*2F5eie: Pflanzen mit Akkumulation von 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten; ELP: elastin&hnliches Polypeptid; Wt: Wildtyp N. tabacum; MW: Molekulargewicht.
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Zwei leichte und zwei schwere Ketten lagern sich jeweils zu kompletten 1gG-Molekilen
(LoH,, N2F5) bzw. den ELP-Fusionsproteinen (N‘2F5Lere, M2F5meLr, M2F5ep) zusammen.
Dies ist anhand des Molekulargewichts der unter nicht reduzierenden Bedingungen getrennten
Proteine ersichtlich. Die ELP-Fusionen am C-Terminus der leichten und schweren Ketten
behindern die Zusammenlagerung zum vollstandigen Antikérper nicht.

Fir einen Vergleich der Expressionsniveaus der verschiedenen 2F5 Antikdrpervarianten in
Tabakblattern wurden Pflanzenextrakte in einem SDS-PAA-Gel unter reduzierenden
Bedingungen getrennt. In den To-Pflanzen wurden leichte Ketten meist starker exprimiert als
schwere Ketten (vgl. 111.2.2). Die Akkumulation der kompletten Antikdrper wurde daher
durch spezifische Analyse der schweren Ketten bzw. von deren ELP-Fusionen durchgefihrt.
SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen eignete sich fur die Quantifizierung der
rekombinanten Proteine nicht, da Unterschiede beim Transfer auf die Nitrocellulosemembran
zwischen Molekulen mit verschiedenen molaren Massen auftreten. Proteine mit einem
geringen Molekulargewicht (z. B. M2F5 oder “™92F5) werden im Vergleich zu den
Antikdrpern mit ELP deutlich effizienter transferiert.

Fir alle vier 2F5 Varianten (ubiquitdare Expression) wurden drei F1-Pflanzen durch Western
Blot Analyse analysiert (Abb. I1l-11). Die Fusion mit ELP flhrte zu einer Steigerung der
Akkumulation der Antikorper-ELP-Varianten. Sogar ELP-Fusion an den leichten Ketten
(siehe *°S2F5LeLp) erhohte, im Vergleich zu der Variante ohne ELP (siehe *°S2F5), die
Produktion des kompletten Antikdrpers. Dies lasst eine zusétzliche Stabilisierung des
Immunglobulins durch elastindhnliche Polypeptide vermuten und ist ein weiterer Hinweis auf
die korrekte Zusammenlagerung der Antikorperketten in N. tabacum.

3552F5 3552F5Lere  35S2FSueLe  ¥5S2F5eLp
1C 1A 1C 1A
CHO2FS Wt 24 15 25 23 2725 3 17 11 11 23 10

250 —
182: — — D e e G—
72 —

55 = - e —— —

MW [kDa]

36 —

Abb. 111-11: Akkumulation der schweren Ketten der 2F5 Antikorpervarianten in Blattern transgener
Tabakpflanzen. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (12%) unter reduzierenden Bedingungen
und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikérper. Von den Pflanzenextrakten
wurden 10 pg gesamtldsliches Protein pro Gelspur aufgetragen. Jeweils drei F,-Pflanzen (z. B. 24; 15; 25), die
von einer Bestaubung (u. a. Kapsel 1C) stammen, wurden analysiert. °"°2F5: 30 ng Standardantikorper 2F5 aus
CHO-Zellen; Wt: Wildtyp N. tabacum; 35S: CaMV 35S-Promotor; **2F5: Pflanzen mit Akkumulation von 2F5
ohne ELP; **52F5.eLe: Pflanzen mit Akkumulation von 2F5 mit ELP-Fusion an den leichten Ketten; **S2F5ueLe:
Pflanzen mit Akkumulation von 2F5 mit ELP-Fusion an den schweren Ketten; *S2F5ee: Pflanzen mit
Akkumulation von 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten; ELP: elastindhnliches
Polypeptid; MW: Moleku largewicht.

Die Bestimmung der Menge an rekombinantem AntikOrper bezogen auf den Gehalt an
gesamtloslichem Protein im Pflanzenextrakt wurde durch einen semi-quantitativen Western
Blot vorgenommen (Abb. 111-12).
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Abb. 111-12: Semi-quantitativer Western Blot zur Bestimmung der Expressionshohe rekombinanter 2F5
Antikor pervarianten in Tabakblattern. Die Trennung der Proteine erfolgte unter reduzierenden Bedingungen
im SDS-PAA-Gel (10%) und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper.
Definierte Konzentrationen an CHO-Standard (11,6 ng; 23,2ng; 34,8ng) sowie vergleichbare Mengen an
gesamtloslichem Protein der F;-Blattextrakte (2,5 pg; 5 pg; 10 pg) wurden pro Gelspur aufgetragen. Jeweils drei
Fi-Pflanzen wurden analysiert. A: Analyse des Expressionsniveaus der Antikérper “2F5 und M'2F5iece.
Fi-Pflanzen: *°S2F51C 24; *°S2F51C 15 bzw. *°2F51C 25 und *°2F5ieir 1A 23; *°2F5ier 1A 27 bzw.
$55)F5LeLe 1A 25. B: Analyse des Expressionsniveaus der Antikorper N'2F5uece und N'2F5eie. Fy-Pflanzen:
$50F5helr 1C 3, *°52F5nee 1C 17 bzw.  *°52F5uer 1C 11 und  3°°2F5er 1A 11, *°52FSeir 1A 23 bzw.
8552FBeLr 1A 10. ®MO2F5: Standardantikérper 2F5 aus CHO-Zellen; Wt: Wildtyp N. tabacum (10 pg TSP); ELP:
elastinahnliches Polypeptid; MW: Molekulargwicht; TSP: gesamtlésliches Protein.

Die Intensitat der Banden der in Tabak produzierten schweren Ketten bzw. ELP-Fusionen
wurde mit den Signalen der schweren Ketten des CHO-Standards (“"°2F5) verglichen.

Die Angabe des Expressionsniveaus der rekombinanten AntikGrper erfolgte in Prozent an
gesamtloslichem Protein (% TSP). Das Molekulargewicht des ELP-Fusionspartners wurde bei
der Angabe der Expressionshohe nicht bertcksichtigt, da lediglich die Menge an
Immunglobulin von Interesse ist.

Die relativen Expressionshdhen der kompletten Antikorper in Tabakblattern, bezogen auf den
Gehalt an gesamtléslichen Protein (TSP), betrugen fiir die vier analysierten Varianten:

NI2F5 0,1% TSP
N OF5LELP 0,3% TSP
N O F5HELP 0,2% TSP
NOF5ELP 0,6% TSP

Durch C-terminale ELP-Fusion aller AntikOrperketten wurde die Expression des
Immunglobulins 2F5 um das 6-fache gesteigert (\'2F5eLp). Eine 3- bis 2-fache Erhéhung der
Produktion wurde bei der Fusion des elastindhnlichen Polypeptids mit leichten oder schweren
Ketten beobachtet (N'2F5LeLp, M2F5HELP).

Die gleiche experimentelle VVorgehensweise wurde zur Bestimmung der Expressionsniveaus
der 2G12 Antikorpervarianten in Tabakblattern angewandt (Daten nicht gezeigt) und so der
Gehalt der rekombinanten Immunglobuline am gesamtloslichen Protein (% TSP) ermittelt.

N2G12 0,4% TSP
Nt2G12LELp 1,0% TSP
Nt2G12ELP 0,1% TSP
N2G12eLr 1,0% TSP

Eine Steigerung der Akkumulation der 2G12 Immunglobuline um das 2,5-fache konnte durch
C-terminale ELP-Fusion mit leichten ("'2G12Lerr) oder mit leichten und schweren Ketten
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(N'2G12eLr) erzielt werden. Deutlich geringere Mengen wurden fir Antikdrper mit
ELP-Fusion an den schweren Ketten detektiert (\'2G12+eLe).

Da die Quantifizierung der Antikorper-ELP-Fusionen relativ. zum CHO-Standard
(Konzentration von POLY MUN angegeben) erfolgte und dieser nicht mit ELP fusioniert war,
wurden die Mengen der ,gesamten” Fusionsproteine generell unterschitzt. Bei
Antikdrpervarianten mit ELP an allen vier Ketten fallen ca. 50% des Molekulargewichts auf
die elastindhnlichen Polypeptide (164 kDa). Fusionproteine mit ELP an leichten oder
schweren Immunglobulinketten haben einen ELP-Anteil von ca. 35% (82 kDa).

Neben der Expression der Antikorpervarianten unter Kontrolle des ubiquitéren
CaMV 35S-Promotors wurden zwei samenspezifische Promotoren (USP- und LeB4-
Promotor) zur Akkumulation der Immunglobuline und Fusionen mit dem elastindhnlichen
Polypeptid an allen vier Antikérperketten evaluiert. Putativ transgene Pflanzen wurden durch
Multiplex-PCR vorselektiert (vgl. 11.2.1.4). Spezifische Primerpaare fir Fragmente beider
Immunglobulingene wurden parallel in einem PCR-Reaktionsansatz verwendet und
resultierten in zwei Fragmenten (LC: 320 bp-Fragment, HC: 506 bp-Fragment). Die Analyse
des Samenmaterials erfolgte mit Sandwich-ELISA (vgl. 11.2.4.5) und durch Western Blot (vgl.
11.2.4.3).

In Abb. I1I-13 ist die Analyse putativ transgener Fi-Pflanzen mit Akkumulation des
Antikorpers 2F5 unter Kontrolle des samenspezifischen LeB4-Promotors dargestellt.
F1-Pflanzen mit beiden gewiinschten PCR-Fragmenten wurden bis zur Samenreife kultiviert
und anschlieBend die Akkumulation des rekombinanten Antikorpers tberprift (3, 5 und 6).
Der Sandwich-ELISA (Abb. 111-13B) und auch der Western Blot (Abb. 111-13C) bestétigten
die Ergebnisse der Multiplex-PCR (Abb. 111-13A). Zur Kontrolle wurde Pflanze 1, bei der
lediglich das PCR-Fragment der leichten Kette nachgewiesen wurde, ebenfalls bis zur
Samenreife kultiviert und analysiert. Weder mit Sandwich-ELISA noch durch Western Blot
konnten komplette Antikérper in Samen von Pflanze 1 detektiert werden.
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Abb. 111-13: Analyse putativ transgener Tabakpflanzen mit samenspezifischer Expression der 2F5
Immunglobulingene. A: Identifikation der Immunglobulingene fiir leichte und schwere Ketten in “*®2F5 2A
Pflanzen mit Multiplex-PCR. Spezifische Primer fiur die Immunglobulingene wurden zur Amplifikation
bestimmter Fragmente eingesetzt (LC: 320 bp; HC: 506 bp). Negativkontrollen: Wt (Wildtyp N.tabacum) und
H,0; Positivkontrollen: Plasmid-DNA der entsprechenden bindren Vektoren fir leichte (LC) und schwere (HC)
Kette (PLc, Prc) sowie 1:1 Gemisch von beiden (Pchc); “*B*2F5 2A Fi-Pflanzen: 1, 2, 3, 4, 5 und 6. B:
Sandwich-ELISA zur Analyse der Samenextrakte von “®®2F52A Pflanzen. 96-Well-Platten wurden mit
Protein L beschichtet. Der Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgte mit Protein A-Peroxidasekonjugat. Wt:
Wildtyp N.tabacum; BSA: BSA-Verdiinnungspuffer; “*®2F5 2A Fy-Pflanzen: 1, 3, 5 und 6. C: Western Blot
Analyse der Samenextrakte von “°®2F5 2A Pflanzen. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel
(6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human
Fc-spezifischen Antikérper. “*842F5 2A Fy-Pflanzen: 1, 3, 5 und 6. D: Western Blot Analyse zum Vergleich der
Expressionsniveaus. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper. Pflanzen mit
Expression des Antikdrpers, mit und ohne ELP, unter Kontrolle des USP-Promotors (USPZF5: 5ug TSP,
U 2FSee: 10 ug TSP) und des LeB4-Promotors (-*®*2F5: 10 ug TSP; “®®*2F5ee: 20 g TSP) wurden
verglichen. Wt: Wildtyp N. tabacum (5pg bzw. 20 ug TSP); “HO2F5: 2ng Standardantikorper 2F5 aus
CHO-Zellen; ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW: Moleku largewicht; TSP: gesamtlosliches Protein.

Ein Zusammenlagern der einzelnen Antikdrperketten zum vollstandigen 1gG wurde ebenfalls
bei samenspezifischer Expression der Immunglobulingene gezeigt. Die Antikdrper sowie
auch die ELP-Fusionsproteine wiesen das kalkulierte Molekulargewicht auf (vgl. Tab. 111-2).
Aus den im Western Blot auftretenden Degradationsprodukten (vgl. Abb. 111-13D) wurde
geschlossen, dass Antikérper-ELP-Fusionen in Samen nicht stabil sind. Das
Molekulargewicht dieser Fragmente ist vergleichbar mit dem Immunglobulin ohne ELP.
Daher wird die Abspaltung des elastindhnlichen Polypeptids vermutet. Dieser Abbau wurde
bei Expression der HC-Gene unter Kontrolle beider samenspezifischer Promotoren
beobachtet, nicht aber bei der ubiquitdren Produktion im Blatt. Die nachgewiesenen
Abbaubanden kénnen aber auch Fragmente der schweren Ketten sein, da diese in Samen nicht
stabil sind (vgl. 111.2.2).

Ein Vergleich der 2F5 Akkumulation in Samen, bei Verwendung zwei verschiedener
Promotoren, weist auf eine verstarkte Expression der Immunglobulingene unter Kontrolle des
USP-Promotors hin (vgl. Abb. 111-13D). Fir den abgebildeten Western Blot wurde fir
Pflanzen mit den Transgenen unter Kontrolle des LeB4-Promotors mehr Gesamtprotein pro
Gelspur appliziert. Die erhaltenen Signale fur die USP-Varianten waren deutlich starker. Ein
direkter Vergleich zwischen nicht fusionierten und ELP-Varianten war jedoch nicht méglich.
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Die  Akkumulation des kompletten Antikérpers 2G12 sowie der entsprechenden
ELP-Fusionen in Blattern und Samen transgener Tabakpflanzen wurde ebenfalls untersucht
und bestatigt (Abb. I1I-14A, Abb. I11-14B). Eine erhohte Expression der 2G12
Immunglobulingene in Samen unter Kontrolle des USP-Promotors im Vergleich zum
LeB4-Promotor wurde nachgewiesen.
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Abb. 111-14: Detektion rekombinanter 2G12 Antikorper und ELP-Fusionen in transgenen Tabak pflanzen.
Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Cel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen und die
Western Blot Analysen mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper. A: Nachweis der 2G12
Antikdrpervarianten in Blattmaterial. 3°2G12: F;-Pflanze mit Expression des 2G12 ohne ELP (1,5 ug TSP);
3552G12ieLe: Fi-Pflanze mit Expression des 2G12 mit ELP-Fusion an den leichten Ketten (1,5 pug TSP);
3552G12+eLe: Fr-Pflanze mit Expression des 2G12 mit ELP-Fusion an den schweren Ketten (15 pg TSP);
3550 G12e1r: Fi-Pflanze mit Expression des 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikdrperketten
(1,5 pg TSP). B: Nachweis der 2G12 Antikdrpervarianten in Samen transgener Pflanzen. V" 2G12: F;-Pflanze
mit Expression des 2G12 ohne ELP unter Kontrolle des USP-Promotors (2,5 pg TSP); P 2G12eLe: Fy-Pflanze
mit Expression des 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten unter Kontrolle des
USP-Promotors (10 pg TSP); “*®42G12: F;-Pflanze mit Expression des 2G12 ohne ELP unter Kontrolle des
LeB4-Promotors (25 pg TSP); “*®*2G12eLe: Fy-Pflanze mit Expression des 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und
schweren Antikérperketten unter Kontrolle des LeB4-Promotors (50 ug TSP). Wt: Wildtyp N. tabacum
(1L5bzw. 50 ug TSP); ©M°2G12: 2ng Standardantikérper 2G12 aus CHO-Zellen; ELP: elastinahnliches
Polypeptid; MW: Moleku largewicht; TSP: gesamtldsliches Protein.

1.4 Erzeugung von homozygoten, antikdrperexprimie renden Tabaklinien

Homozygote Linien sind fur die Produktion rekombinanter Proteine in Pflanzen essenziell.
Die Reinerbigkeit dieser Pflanzen ist eine wichtige Voraussetzung flr Freisetzungsversuche,
da eine weitere Segregation des Transgens nicht erfolgt. Auch fir die pflanzliche Herstellung
rekombinanter Proteine im industriellen Mal3stab werden stabile homozygote Linien bendtigt.
Bei transgenen Pflanzen mit Akkumulation vollstandiger 1gG-Molekile bedeutet dies
homozygot fir beide Immunglobulingene (Gene fir die leichten und die schweren
Antikdrperketten).

Die Kreuzungsprodukte (Fi-Pflanzen) der Ti-Pflanzen sind hemizygot fir beide Transgene
(LIHh) und segregieren nach Selbstung. Lediglich 6% der resultierenden F,-Pflanzen sind
homozygot fur beide Immunglobulingene (LLHH, Abb. I11-15). Eine Bestitigung fur das
Vorliegen homozygoter Pflanzen liefert die folgende Generation. Nach Selbstung
homozygoter F,-Pflanzen miissen alle Nachkommen (Fs-Pflanzen) den kompletten Antikérper
exprimieren. Dies trifft jedoch nur auf Pflanzen mit je einem Locus (Genort) fur jedes
Immunglobulingen zu.
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Neben diesem klassischen Weg ermdglicht die sogenannte Doppelhaploiden-Technik die
Erzeugung reinerbiger Linien ausgehend von haploiden Pflanzen (Abb. I111-15). Diese wurden,
im Rahmen der vorliegenden Arbeit, aus einer embryogenen Pollenkultur regeneriert
(Arbeitsgruppe ,,Pflanzliche Reproduktionsbiologie®, IPK, Gatersleben, BRD). Nach
Genomaufdopplung entstanden homozygote Pflanzen (DH), die in der ndchsten Generation
nochmals auf Reinerbigkeit getestet wurden. Voraussetzung dafir war, dass die hemizygote
Ausgangspflanze (F1) je einen Locus fur beide Immunglobulingene aufwies.

Hemizygote F1-Pflanze

Segregation nach G. Mer‘ndel/ Qppelhaplmden -Technik

LIHh

Selbstung der F1 Regeneration haploider Pflanzen aus embryogener Pollenkultur

Analyse o ‘ ‘ @ @

i)
K g Erzeugung doppelhaploider Pﬂanzen durch Genomaufdopplung
Llhh IIhh
Lth LLhh ilhh

LIHH
o :

LLHH

Abb. 111-15: Erzeugung von Pflanzen mit Homozygotie fir zwei nicht gekoppelte Transgene. Die beiden
Strategien zur Erzeugung homozygoter Pflanzen (LLHH, rote Markierung) ausgehend von einer hemizygoten
Fi-Pflanze (LIHh) sind schematisch abgebildet. Der Genotyp von N. tabacum (2n =48) wird durch vier
homologe Chromosomen reprasentiert. Die Transgene fiir leichte (orange) und schwere Ketten (blau) sind

farblich markiert. L: Transgen fiir leichte Ketten ist vorhanden; I: Transgen fiir leichte Ketten ist nicht
vorhanden; H: Transgen fur schwere Ketten ist vorhanden; h: Transgen fiir schwere Ketten ist nicht vorhanden.

Transgene, homozygote Linien mit Akkumulation des Immunglobulins 2F5 bzw. des
Fusionsproteins mit ELP an allen vier Antikérperketten in Tabakblattern und in Samen
wurden mit der Doppelhaploiden-Technik erzeugt. Die Etablierung einer stabilen transgenen
Linie auf herkbmmlichem Weg durch Spaltungsanalyse erfolgte fur den 2F5 ohne ELP bei
ubiquitarer Expression.

.41 Identifikation homozygoter Tabaklinien nach Segregationsanalyse

Nach Selbstung der hemizygoten Fi-Pflanze (LIHh) wurden deren Nachkommen (F2) durch
Sandwich-ELISA auf Akkumulation der leichten und schweren Ketten getestet.
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Nach dem dritten Mendelschen Gesetz spaltet, unter der Annahme je eines Locus fur beide
Immunglobulingene, diese Generation wie folgt (vgl. Abb. 111-15).

Pflanzen mit Akkumulation des kompletten Antikorpers (L H) 56%
Pflanzen mit Akkumulation der leichten Ketten (L_hh) 19%
Pflanzen mit Akkumulation der schweren Ketten (lIH) 19%
Pflanzen ohne Transgen (lhh) 6%

Ausgewahlte Pflanzen mit Expression beider Transgene (Produktion des rekombinanten
Antikdrpers, L_H_) wurden in die ndchste Generation (F3) Uberfiihrt und auf Reinerbigkeit
getestet. Auch fir diese Analyse wurde der Sandwich-ELISA eingesetzt. Lediglich bei
homozygoten F,-Pflanzen (LLHH) kann bei allen (UGberpriiften Nachkommen die
Akkumulation des kompletten Antikdrpers nachgewiesen werden. Hemizygote Linien (LIHh)
sowie Pflanzen mit Homozygotie fir ein Transgen (LIHH, LLHh) zeigen eine Segregation in

der F3. Diese Hypothese wurde mit einer hemizygoten Fi-Pflanze mit single locus Insertionen
der beiden Transgene bestatigt.

Nach Selbstung der hemizygoten Fi-Pflanze *°S2F51C 3 wurden 80 Nachkommen (Fs)
getestet (Abb. I11-16A). 45 der untersuchten Pflanzen wurden als antikdrperexprimierend
bewertet (L_H_). Dies entspricht 56% der Nachkommen und stimmt mit dem erwarteten Wert
Uberein (vgl. Abb. 111-15). Pflanzen, deren Extrakte eine besonders intensive Farbreaktion bei
diesem Testverfahren zeigten, wurden in die nachste Generation Gberfiihrt (Selbstung) und die
Nachkommen (F3) analysiert.
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Abb. 111-16: Identifikation homozygoter Linien mit Akkumulation des Antikorpers 2F5. Fir die Analyse
der F,- und F3-Pflanzen wurde der Protein L/ Protein A Sandwich-ELISA eingesetzt. 96-Well-Platten wurden
mit Protein L beschichtet. Der Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgte mit Protein A-Peroxidasekonjugat.
A: Spaltungsanalyse der Fo-Pflanzen. Nach Selbstung der F1-Pflanze 3°2F5 1C 3 wurden 80 Nachkommen (F»)
hinsichtlich der Akkumulation des kompletten Antikdrpers evaluiert. Die Wells der entsprechenden F,-Pflanzen
fur die weitere Analyse sind rot markiert. B: ldentifizierung homozygoter Linien durch Analyse der Fs.
Antikdrperexprimierende F,-Pflanzen (*°S2F5 1C 3/7; 3°52F5 1C 3/16; *°32F5 1C 3/29; **52F5 1C 3/31) wurden
in die ndchste Generation Uberfihrt (Selbstung) und die Fs-Pflanzen hinsichtlich der Akkumulation des

Antikorpers 2F5 getestet. BSA: BSA-Verdiinnungspuffer; Wt: Wildtyp N. tabacum; ¢*°2F5: Standardantikérper
2F5aus CHO-Zellen; 35S: CaMV 35S-Promotor.

Abb. I11-16B reprasentiert die Analyse vier putativ homozygoter F»-Pflanzen. Zwei der
analysierten transgenen Linien (®°®2F51C 3/16 bzw. *°%2F51C 3/29) zeigten keine
Segregation und wurden als reinerbig identifiziert. Bei diesem Versuch wurden jeweils 20

59



ERGEBNISSE

Nachkommen von 13 F,-Pflanzen Uberprift, wobei drei als homozygot bewertet werden
konnten.

Insgesamt wurden bei dieser Vorgehensweise 340 Pflanzen (80 F,-Pflanzen+ 20 x13
Fs-Pflanzen) analysiert und letztendlich drei homozygote transgene Linien mit single locus
Insertionen beider Immunglobulingene identifiziert.

111.4.2 Regeneration doppelhaploide r Tabakpflanzen

Parallel zum Kklassischen Weg der Spaltungsanalyse zur Erzeugung einer stabilen,
homozygoten, transgenen Linie wurde die Doppelhaploiden-Technik angewandt. Ausgehend
von einer hemizygoten F1-Pflanze, die ebenfalls je einen Locus fur beide Immunglobulingene
aufwies, wurden mit embryogener Pollenkultur haploide Pflanzen regeneriert (vgl.
Abb. I11-15). Nach Uberwiegend spontaner Genomaufdopplung wurden die sogenannten
doppelhaploiden (DH) Pflanzen mit dem Sandwich-ELISA tberpruft (vgl. 11.2.4.5).

Dieses Verfahren wurde zur Erzeugung homozygoter Pflanzen, die den Antikdrper 2F5 ohne
ELP bzw. 2F5 mit ELP an allen vier Antikérperketten in Blattern (DH**2F5, DH**2F5eLp)
oder in Samen unter Kontrolle des USP-Promotors (DHYS 2F5, DHYS 2F5eLp) akkumulieren,
verwendet. Die hemizygote Fi-Pflanze 3°%2F51C 3 der klassischen Vorgehensweise war
ebenfalls ein Ausgangspunkt fir die Doppelhaploiden-Technik und erlaubt somit einen
direkten Vergleich beider Methoden.

Putativ doppelhaploide Pflanzen wurden mit dem Durchflucytometer identifiziert (vgl.
11.2.3.3). Tab. I1I-3 gibt eine Ubersicht aller Haploiden und den daraus resultierenden
Doppelhaploiden. Die Aufdopplung des Genoms sollte zu einer fertilen Pflanze fuhren.

Tab. 111-3: Regeneration  haploider Pflanzen aus embryogenen Pollenkulturen und deren
Genomaufdopplung. 3°52F5: Expression des Antikorpers 2F5 ohne ELP unter Kontrolle des CaMV
35S-Promotors; *°2F5ee: Expression des Antikdrpers 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors; ¥ 2F5: Expression des Antikérpers 2F5 ohne ELP
unter Kontrolle des USP-Promotors; V¥ 2F5eLp: Expression des Antikorpers 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und
schweren Antikdrperketten unter Kontrolle des USP-Promotors; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

F,-Pflanze flr Regenerie rte, Doppelhaploide dop;:IE;ISioide ) R_e Iati_v*e
Pollenkultur haploide Pflanzen Pflanzen Pflanzen Haufigkeit [%]
$S2F51C 1 62 51 50 80,6
$52F51C 3 92 72 68 73,9
355)F5eLp 1A 18 121 82 80 66,1
355F5eLr 1A 24 94 61 54 57,4

U 2F5 1A 10 70 59° 51 72,8
UP2F5 1A 10 99 85 84 84,8

U 2FBeLp 8B 2 100 77 75 75,0

“fertile DH-Pflanzen bezogen auf die Anzahl insgesamt regenerierter Pflanzen

4Genomaufdopplung der Pflanzen via Colchizin, 59 von 70 mit Colchizin behandelten Pflanzen wurden im Ge-
wéchshaus kultiviert
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Die unter Pkt. 11.2.3.3 beschriecbene Methode der embryogenen Pollenkultur wurde
erfolgreich zur Regeneration doppelhaploider Pflanzen verwendet. Der Anteil an
DH-Pflanzen lag bei den verschiedenen Experimenten zwischen 57% und 85%, wobei
Uberwiegend eine spontane Genomaufdopplung auftrat. Einzige Ausnahme war die
Erzeugung der DH-Pflanzen mit Expression der Immunglobulingene unter Kontrolle des
samenspezifischen USP-Promotors (Fi-Pflanze: Y$’2F5 1A 10). In einem ersten Versuch
mussten die regenerierten haploiden Pflanzen zur Genomaufdopplung mit Colchizin
behandelt werden. Lediglich 84% dieser Pflanzen entwickelten sich nach der Colchizinierung
weiter. Insgesamt konnten 73% der mit Colchizin behandelten Pflanzen als fertil identifiziert
werden. Eine spontane Genomaufdopplung haploider Pflanzen der gleichen Charge wurde in
einem weiteren Versuch beobachtet.

Regenerierte Haploide unterscheiden sich hinsichtlich ihres Genotyps und somit im
Vorhandensein des Transgens (vgl. Abb. 111-15). Jeweils 25% der Pflanzen besitzen das
Transgen fur die leichten oder schweren Ketten, beide Immunglobulingene oder keins.
Folglich sollte der vollstindige Antikdrper in 25% der DH-Pflanzen nachgewiesen werden.
Dies entspricht einer 3:1 Verteilung. Innerhalb der verbleibenden 75% der DH-Pflanzen kann
zwischen homozygoten Pflanzen mit Akkumulation der leichten oder schweren Ketten und
nicht transgenen Pflanzen unterschieden werden. Dies gilt wiederum nur unter der Annahme,
dass die hemizygote Ausgangspflanze (F1) jeweils einen Locus fir beide Immunglobulingene
besitzt.

Durch die Analyse von Pflanzenextrakten der Doppelhaploiden mit dem Sandwich-ELISA
konnten Pflanzen mit Akkumulation beider Antikorperketten identifiziert werden. Pflanzen
mit samenspezifischer Expression der Immunglobulingene wurden in einem ersten Schritt mit
Multiplex-PCR getestet (vgl. 11.2.1.4). Putativ antikdrperexprimierende DH-Pflanzen
(DHYS"2F5, DHY¥2F5e1r) wurden anschlieRend im Gewachshaus bis zur Samenreife
kultiviert und nach der Ernte der Samen analysiert.

Abb. I11-17A reprasentiert die Analyse der DH-Pflanzen mit ubiquitidrer Expression an einem
Beispiel. Aus dem Pollen der Fi-Pflanze 3°52F5 1C 3 wurden 92 Pflanzen regeneriert (vgl.
Tab. 111-3) und diese im Durchfluicytometer auf ihre Ploidiestufe getestet. 72 dieser Pflanzen
wurden als doppelhaploid identifiziert und mit dem Sandwich-ELISA hinsichtlich der
Akkumulation des Antikorpers 2F5 analysiert (vgl. Tab. 111-3, Abb. 111-17A).
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Abb. 111-17: Analyse der regenerierten doppelhaploiden Pflanzen und Nachweis der Antigenbindung der
in Tabak exprimierten Antikorper. A: Nachweis antikdrperexprimierender DH-Pflanzen mit
Protein L/ Protein A Sandwich-ELISA. 72 Regenerate (DH**°2F51C 3) wurden auf Akkumulation des
kompletten Antikdrpers 2F5 getestet. Wt: Wildtyp N. tabacum; “H°2F5: Standardantikorper 2F5 aus CHO-
Zellen; BSA: BSA-Verdinnungspuffer. Die rote Markierung kennzeichnet Pflanzen, die zur weiteren Analyse
verwendet wurden. B: Identifikation der Immunglobulingene mit Multiplex-PCR. Genomische DNA der
regenerierten  Pflanzen  (DH**S2F51C3/1; DH¥®S%2F51C3/2; DH>®2F51C3/3; DH>*52F5 1C 3/4;
DH®2F51C 3/5;  DH¥®%2F51C3/7, DH®2F51C3/8;  DH2F51C3/10;  DH®%2F51C 3/11;
DH?**32F5 1C 3/13) wurde bei der PCR eingesetzt. Spezifische Fragmente der Immunglobulingene (LC: 320 bp;
HC: 506 bp) wurden amplifiziert und die DH-Pflanzen anhand der PCR-Ergebnisse in vier verschiedenen
Kategorien eingeordnet. Genomische DNA der F;-Pflanze sowie Plas mid-DNA dienten als Positiv kontrollen. F;:
F,-Pflanze 3°52F5 1C 3; Pic: Plasmid-DNA des binaren Vektors fiir die Expression der leichten Ketten; Pc:
Plasmid-DNA des bindren Vektors fur die Expression der schweren Ketten; Prc+vc: Gemisch der Plasmid-DNA;
H,O: Wasserkontrolle; Wt: Wildtyp N. tabacum. C: Vergleich der Antigenbindung pflanzlich exprimierter
Antikdrper und des CHO-Standards. 96-Well-Platten wurden mit dem Peptid GGGLELDKWASL beschichtet.
Der Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgte mit einem anti-Human Fc-spezifischem Antiko rper-
Peroxidasekonjugat. Definierte Mengen an Antikorper wurden pro Well eingesetzt. ©H°2F5: Standardantikérper

2F5 aus CHO-Zellen; F: Blattextrakt der F;-Pflanze 3°S2F5 1C 3; 1, 11 bzw. 13: Blattextrakte der DH-Pflanzen
DH**S2F5 1C 3/1, DH*®2F5 1C 3/11 bzw. DH**2F5 1C 3/13; DH: Doppelhaploide; 35S: CaMV 35S-Promotor.

In Blattextrakten von 17 DH-Pflanzen wurden assemblierte leichte und schwere
Antikdrperketten, und somit das komplette 1gG, nachgewiesen (vgl. Abb. I11-17A). 16 der
untersuchten Pflanzen waren fertil (vgl. Tab. 111-4). Dies entspricht 23,5% der regenerierten,
fertilen Doppelhaploiden. Mit dem y2-Anpassungstest konnte keine signifikante Abweichung
von einer 3:1 Verteilung nachgewiesen werden (P-Wert: 0,7794). Tab. lll-4 fasst die
Ergebnisse aller Experimente zusammen und gibt einen Uberblick Uber die mit der
Doppelhaploiden-Technik erzeugten Pflanzen (Regenerate). AuBer bei DHY2F5er 8B 2
konnte mit dem x>-Anpassungstest gezeigt werden, dass keine signifikanten Unterschiede zu
einer 3:1 Verteilung auftraten.
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Tab. 111-4: Auswertung der einzelnen Experimente zur Doppelhaploiden-Technik. **S2F5: Expression des
Antikdrpers 2F5 ohne ELP unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors; 3%52F5eLe: Expression des Antikdrpers
2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikérperketten unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors;
U 2F5: Expression des Antikdrpers 2F5 ohne ELP unter Kontrolle des USP-Promotors; Y 2F5eLe: Expression
des Antikdrpers 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikdrperketten unter Kontrolle des USP-
Promotors. DH: Doppelhaploide; ELP: elastinéhnliches Polypeptid.

Experiment Regenerate (DH) Antiégéiir:rﬁ:gﬂ;nde H?Sfl?gt:ﬁt* P-Wert™
Gesamt Fertil Gesamt Fertil [%0]
DH*%2F5 1C 1 51 50 7 7 14,0 0,0724
DH**2F5 1C 3 72 68 17 16 235 0,7794
DH3%2F SeLp 1A 18 82 80 23 22 27,5 0,6056
DH352F Berp 1A 24 61 54 1 10 18,9 0,2714
DHYSP2F5 1A 10° 70 51° 16 16 31,4 0,4669
DHYSP2F5 1A 10 85 84 23 23 27,4 0,6143
DHYSP 2F5eLp 8B 2 77 75 1 11 14,7 0,0388

“fertile DH-Pflanzen mit Akkumulation des Antikérpers bezogen auf die Anzah| insgesamt regenerierter, fertiler
DHs

““Berechnung des P-Werts erfolgte mit dem Programm R (www.r-pro ject.org)

2Genomaufdopplung haploider Pflanzen via Colchizin

Das gleichverteilte Auftreten der Regenerate (je 25%, vgl. Abb. 111-15) wurde ebenfalls fir
die DH%*2F51C 3 Pflanzen untersucht, indem alle mit Multiplex-PCR auf Prasenz der
Immunglobulingene getestet wurden. Abb. 111-17B zeigt die PCR-Produkte fir einige dieser
Pflanzen (obere Reihe der ELISA-Platte, vgl. Abb. I1I-17A). Regenerate, bei denen ein
320 bp-Fragment nach PCR detektiert wurde, akkumulieren die leichten Ketten (LLhh).
Pflanzen mit Expression der schweren Ketten (IIHH) zeigten nach der Multiplex-PCR
lediglich das 506 bp-Fragment. Regenerate, bei denen die Fragmente beider
Immunglobulingene nachgewiesen wurden (LLHH), waren identisch zu denen, die mit
Sandwich-ELISA als antikdrperexprimierend identifiziert wurden. Nach der PCR-Analyse
nicht transgener Pflanzen (llhh) konnten keine Fragmente detektiert werden.

Die Verteilung der verschiedenen Genotypen der 68 fertilen Pflanzen, die als Doppelhaploide
identifiziert wurden, lautete:

LLHH: 16 Pflanzen mit Akkumulation des kompletten Antikdrpers 23,5%
LLhh: 18 Pflanzen mit Akkumulation der leichten Ketten 26,5%
IIHH: 15 Pflanzen mit Akkumulation der schweren Ketten 22,1%
llhh: 19 Pflanzen ohne Transgen 27,9%

Die Auswertung des y>-Anpassungstests zeigte keine signifikante Abweichung von einer 3:1
Verteilung (1:1:1:1, P-Wert: 0,8991).

Die Antigenbindung der exprimierten 2F5 Antikorper in Blattextrakten von Regeneraten
(DH3*S2F5 1C 3/1, DH*2F5 1C 3/11, DH*®2F5 1C 3/13) wurde mit ELISA analysiert (vgl.
11.2.4.5). Fir diesen Nachweis wurde in einem ersten Schritt die Konzentration der
rekombinanten Antikérper in den jeweiligen Pflanzenextrakten mit Sandwich-ELISA
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bestimmt. Beim anschlieenden Antigen-ELISA wurden jeweils die gleichen Konzentrationen
an Antikdrper pro Well appliziert. Unterschiede in der Antigenbindung zwischen den
Antikdrpern aus DH-Pflanzen und der Fi-Pflanze sowie dem CHO-Standard konnten nicht
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 111-17C).

Die Anzahl der Kopien eines Transgens beeinflusst die Menge des Genprodukts
(Gendosiseffekt). Dieser Zusammenhang wurde bei der Analyse der DH-Pflanzen
experimentell bestatigt. Blattextrakte (E1 und E2) von drei Regeneraten (DH**S2F5 1C 3/1,
DH3*2F5 1C 3/11, DH*®2F5 1C 3/13) sowie der entsprechenden Fi-Pflanze (**2F5 1C 3)
wurden durch Western Blot analysiert (Abb. 111-18).

DH3S2F5 1C 3

Fi_ F1 1 1 13
E1E2 E1E2 E1E2 E1E2 E1E2 5 Wt

w0
[T
N
o
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Abb. 111-18: Nachweis des Gendosiseffekts bei Doppelhaploiden im Vergleich zur hemizygoten F,-Pflanze
durch Western Blot. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper. Blattextrakte
(E1 und E2) der F;- und DH-Pflanzen wurden hergestellt und vergleichbare Mengen an gesamtléslichem Protein
pro CGelspur appliziert. Fir die Fi-Pflanze wurde ebenfalls die doppelte Menge an Protein aufgetragen (griine
Markierung). Fy: F1-Pflanze 3°52F5 1C 3; 1, 11 bzw. 13: DH-Pflanzen DH**%2F5 1C 3/1, DH**S2F5 1C 3/11 bzw.

DH**S2F5 1C 3/13; “HO2F5: 4ng Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; Wt: Wildtyp N.tabacum; DH:
Doppelhaploide; 35S: CaMV 35S-Promotor; MW: Molekulargewicht.

Gleiche Mengen an gesamtloslichem Protein (TSP) wurden pro Gelspur aufgetragen. Bei den
Blattextrakten der Fi-Pflanze wurden zusétzlich die doppelten Mengen an TSP (grine
Markierung) eingesetzt. Die hervorgehobenen Signale fur den 2F5 AntikGrper in den
Extrakten der F1-Pflanze wiesen eine vergleichbare Intensitat zu den entsprechenden Banden
der DH-Pflanzen auf. Die erhaltenen Signale, bei gleicher Menge I6slichen Proteins der
Fi-Pflanze, zeigten deutliche Unterschiede. Die Menge des akkumulierten Antikorpers in
Blattern der DH-Pflanzen lag somit deutlich uber dem Expressionsniveau, das in Blattmaterial
der entsprechenden F1-Pflanze detektiert wurde.

Weiterhin wurde die Reinerbigkeit der doppelhaploiden Pflanzen (LLHH) durch die Analyse
der nachfolgenden Generation mit Sandwich-ELISA untersucht. Da fiir die Doppelhaploiden-
Technik ausschlieBlich Pflanzen mit single locus Insertionen beider Transgene verwendet
wurden, sollten die Nachkommen der erzeugten DH-Pflanzen nicht segregieren sondern den
rekombinanten Antikérper aufweisen. Nach Selbstung der DH-Pflanzen (DH**S2F5 1C 3/52,
DH¥%2F5 1C 3/53, DH**S2F5 1C 3/56, DH**52F5 1C 3/61) wurden jeweils 20 Nachkommen
hinsichtlich der Akkumulation des Antikorpers getestet (Abb. I11-19). Alle analysierten Linien
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von DH*2F5 1C aber auch von den anderen DH-Experimenten (jeweils vier Linien) zeigten
in der nachsten Generation keine Spaltung.
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Abb. 111-19: Analyse der Nachkommen doppelhaploider Pflanzen. Nach Selbstung der DH-Pflanzen
(DH*S2F5 1C 3/52; DH®°S2F51C 3/53; DH*S2F51C 3/56; DH¥2F51C 3/61) wurden jeweils 20
Nachkommen mit Protein L/ Protein A Sandwich-ELISA analysiert. BSA: BSA-Verdiinnungspuffer; “*°2F5:
Standardantikérper 2F5 aus CHO-Zellen; Wt: Wildtyp N. tabacum; DH: Doppelhaploide; 35S: CaMV
35S-Promotor.

Ausgehend von dem nachgewiesenen Gendosiseffekt und der Analyse der Nachkommen wird
angenommen, dass die erzeugten Doppelhaploiden reinerbig sind.

Bei regenerierten DH-Pflanzen mit Expression der Immunglobulingene unter Kontrolle des
samenspezifischen USP-Promotors (DHYS 2F5, DHY 2F5eLr) wurden die ELP-Fusionen der
leichten und schweren Ketten nach Silberfarbung eines SDS-PAA-Gels nachgewiesen
(Abb. 111-20A). Vergleichbare Mengen an Samenproteinen wurden pro Gelspur aufgetragen.
Die Banden flr die ELP-Fusionsproteine sind nach Silberfarbung deutlich sichtbar und in der
Abbildung mit Pfeilen markiert. Das durch SDS-PAGE ermittelte Molekulargewicht der
ELP-Fusionen war wiederum hoher als erwartet (vgl. Anhang VII.2.1). Unterschiede
zwischen Pflanzen, deren Genom sich spontan verdoppelte und Pflanzen, die nach
Behandlung mit Colchizin als Doppelhaploide identifiziert wurden, gab es nicht.
Rekombinante Antikérper wurden durch Western Blot nachgewiesen (Abb. I11-20B).
Degradationsprodukte bei den ELP-Fusionen wurden, wie bei Analyse der Fi-Pflanzen mit
samenspezifischer Expression (vgl. Abb. I11-13D), erhalten. Vergleichbare Mengen an
gesamtloslichem Samenprotein der DH- und der entsprechenden Fi-Pflanzen wurden pro
Gelspur aufgetragen. Aufgrund des Gendosiseffekts akkumulieren DH-Pflanzen mehr
Immunglobulin als die jeweiligen F;-Pflanzen.
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Abb. 111-20: Nachweis der rekombinanten Proteine und ELP-Fusionen in Samen doppelhaploider
Pflanzen. A: Detektion der ELP-Fusionsproteine nach Silberfarbung. Die Trennung der Proteine erfolgte im
SDS-PAA-Gel (12%) unter reduzierenden Bedingungen. Gleiche Mengen des gesamtldslichen Proteins (30 pg)
der Samenextrakte von Wildtyp N.tabacum (Wt), Fi-Pflanzen (YSP2F51A 10 und Y 2F5e» 8B 2) und
DH-Pflanzen  (DHYSP2F51A 10/43; DHYSP2F5 1A 10/53; DHYSP2F51A 10/68; DHYSP2F5 1A 10/86;
DHYSP2F5 1A 10/114; DHU¥2F5 1A 10/141  sowie  DHUSP2F5ELP 8B 2/7;  DHYSP2FSELP 8B 2/66;
DHYSP2F5ELP 8B 2/95) wurden pro Gelspur appliziert. Die DH-Pflanzen 43, 53 und 68 resultieren aus
Colchizinbehandlung von Haploiden. Bei den Doppelhaploiden 86, 114 und 141 wurde eine spontane
Verdopplung des Genoms beobachtet. B: Nachweis der 2F5 Antikdrpervarianten in Samen doppelhaploider
Pflanzen. Die Trennung der Proteine (10 pg TSP) erfolgte im SDS-PAA-Cel (6%) unter nicht reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper. “HC2F5:
Standardantikérper 2F5 aus CHO-Zellen; Wt: Wildtyp N.tabacum; Fi: Fi-Pflanzen (YSP2F5 1A 10 und
UPOFSELP 8B 2);  DH-Pflanzen:  DHYSP2F51A 10/43,  DHYSP2F51A 10/53,  DHYSP2F5 1A 10/68,
DHYSP2F5 1A 10/86,  DHYSP2F5 1A 10/114, DHUSP2F51A 10/141  sowie  DHYSP2F5ELP 8B 2/7,
DHYSP2F5ELP 8B 2/66, DHUSP2F5ELP 8B 2/95. DH: Doppelhaploide; USP:  USP-Promotor;  ELP:
elastindhnliches Polypeptid; MW: Molekularge wicht.

In einem abschlieBenden Experiment wurden die Expressionshéhen der rekombinanten
Antikérper in Samen reinerbiger DH-Pflanzen ermittelt (vgl. Anhang VIL.5). Durch die
Fusion aller AntikGrperketten mit ELP war die Akkumulation des Immunglobulins 6-fach
hoher im Vergleich zu dem 2F5 ohne ELP. Auch hier muss beachtet werden, dass die
Quantifizierung der Antikérper-ELP-Fusionen relativ zum Standard ohne ELP erfolgte und
somit die Menge des ,,gesamten rekombinanten Proteins deutlich unterschitzt wurde (vgl.
11.3).

Durch Anwendung der Doppelhaploiden- Technik konnten auf einfachem und schnellem Weg
Pflanzen mit Homozygotie fir beide Transgene (leichte und schwere Kette) erzeugt werden.
Lediglich 92 Regenerate der Fi-Pflanze 3°°2F51C 3 wurden analysiert und 16 fertile
DH-Linien identifiziert. Letztendlich wurden bei diesem DH-Experiment 172 Pflanzen
(92 Regenerate + 20 x4 DH-Nachkommen) untersucht und mindestens vier transgene,
homozygote Linien mit single locus Insertionen der Immunglobulingene bestéatigt (von vier
DH-Linien wurden die Nachkommen analysiert, nicht von allen 16). Die Effizienz dieser
Methode liegt somit deutlich tber der der klassischen Spaltungsanalyse (vgl. 111.4.1).

(11 3 Charakterisierung der rekombinanten Antikdrpe r-ELP-Fusionen

Die in Tabakblattern akkumulierten Antikdrper, besonders die ELP-Fusionsproteine, wurden
hinsichtlich ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften bewertet und mit den

Standardantikérpern aus CHO-Zellen verglichen ("°2F5 bzw. ©"92G12, vgl. Tab. 11-4). Ziel
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dieser Untersuchungen war es, einen mdglichen Einfluss der ELP-Fusionspartner auf die
Zusammenlagerung und Faltung der kompletten Immunglobuline, auf die N-Glycosylierung
und Funktionalitat der Antikdrper festzustellen und zu untersuchen.

11.5.1 Strukturelle Charakterisierung

1.5.1.1 Zusammenlagerung der einzelnen Antikérperketten zu kompletten
Immunglobulin G-Molekulen

Das Zusammenlagern von leichten und schweren Ketten konnte unter Verwendung des
Protein L/ Protein A Sandwich-ELISAs mit der Identifikation antikdrperexprimierender
F1-Pflanzen nachgewiesen werden. Zur Prifung, inwieweit ein vollstindiges 1gG-Molekdl
(LoH2) entstand, wurden die rekombinanten Proteine im SDS-PAA-Gel unter nicht
reduzierenden Bedingungen und anschlielRendem Western Blot getestet (vgl. 11.2.4.3). Die
Charakterisierung der affinitatsgereinigten Antikorper hinsichtlich ihrer Molekulargewichte
erforderte ebenfalls die Analyse der SDS-PAA-Gele mit Coomassiefarbung und durch
Western Blot. Abb. I1I-21 reprasentiert alle Protein A-gereinigten Immunglobuline aus
Tabakblattern (N2F5, M2F5Lere, M2F5HeLr, M2F5eLe sowie N2G12, M2G12LeLe, M2G12HELP,
Nt2G12€Lr). Firr die SDS-PAA-Gele wurden die neutralisierten Elutionsfraktionen I und 111
der small scale Protein A-Affinitatsreinigungen verwendet (vgl. 11.2.4.6).

Alle acht Protein A-gereinigten Immunglobuline wiesen die berechnete molare Masse auf
(vgl. Tab. 111-2). Die mit Coomassie gefarbten Banden der entsprechenden rekombinanten
Proteine wurden durch Western Blot Analyse bestétigt. Unterschiede im Molekulargewicht
der rekombinanten Antikdrper konnten bei beiden verwendeten Methoden nicht gezeigt
werden. Die kompletten Immunglobulin G-Molekiile scheinen vollstandig intakt zu sein.
Freie schwere Ketten oder Degradationsprodukte konnten durch Western Blot mit einem
Fc-spezifischen ~ Antikérper nicht  nachgewiesen werden.  Verunreinigungen der
Protein A-Praparationen wurden ebenfalls nicht identifiziert.

Die erhaltenen Banden fir die in Tabak exprimierten Antikérper ohne ELP (V2F5, N2G12)
unterschieden sich hinsichtlich GréRe und Muster (drei Banden bei N'2F5, zwei Banden bei
NI2G12) von den CHO-Standards (nur eine Bande). Die leicht abweichenden
Molekulargewichte sind auf das Vorhandensein zusatzlicher Aminosauren (c-myc tag,
ER-Retentionssignal KDEL) und auf die unterschiedlichen N-Glycane an den schweren
Ketten zuriickzufthren.
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Abb. 111-21: Analyse der affinitatsgereinigten Antikorpervarianten mit Coomassie® Brilliant Blue und
Western Blot. Die Trennung der rekombinanten Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht
reduzierenden Bedingungen. Fir den Nachweis der Antikérperpréparationen (Elutionsfraktionen I und IlI)
wurden die Gele mit Coomassie® Brilliant Blue gefarbt (C), oder die Proteine auf Nitrocellulosemembranen
transferiert und durch Western Blot Analyse (W) mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper
nachgewiesen. Gleiche Volumina der Elutionsfraktionen wurden jeweils pro Gelspur appliziert. A: Analyse der
2F5 Préaparationen. CHORFs: 2ng Standardantikdrper 2F5 aus CHO-Zellen; NI9F5: 2F5 ohne ELP aus
N. tabacum; NOFSLELe: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; NOFSheLr: 2F5 mit ELP-Fusion
an schweren Ketten aus N.tabacum; M2F5ee: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikérperketten
aus N.tabacum. B: Analyse der 2G12 Praparationen. ®"°2G12: 2 ng Standardantikérper 2G12 aus CHO-Zellen;
N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N. tabacum; M2G12iere: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum;
N'2G12+eLe: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M'2G12ep: 2G12 mit ELP-Fusion an

leichten und schweren Antikdrperketten aus N.tabacum. ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW:
Molekulargewicht.

Der 2G12 Standardantikorper (“H°2G12), der fir die Western Blot Analyse als
Positivkontrolle verwendet wurde (vgl. Abb. 111-21B), konnte nur sehr schwach nachgewiesen
werden. Bei langerer Exposition des Rontgenfilms wurde ein deutliches Signal erhalten. In
der Praparation des N2F5.eLr wurden Abbauprodukte, aufgrund einer Uberentwicklung des
Rontgenfilms, die fur den Nachweis des M2F5ece Antikdrpers notwendig war, erhalten. Die
Banden fur N2F5ee konnten eindeutig nach Coomassiefarbung der SDS-Gele identifiziert
werden (vgl. Abb. 111-21A).

111.5.1.2 Analyse der N-Glycane an den schweren Antikorperketten und ELP-
Fusionsproteinen

Eine wichtige Aufgabe von Antikorpern liegt in der Erkennung von spezifischen Antigenen.
IgG-Molekiile besitzen weiterhin noch Effektorfunktionen (Komplementaktivierung, ADCC),
die eine Glycosylierung des Antikérpers voraussetzen. Auch fir die Halbwertszeit eines
Immunglobulins sind die N-Glycane am Fc-Teil entscheidend. N-Glycane liefern auBerdem
wichtige Hinweise zum Transport und Verbleib der exprimierten Proteine innerhalb der
Pflanzenzelle (Ubersichten bei Lerouge et al., 1998 und Molinari, 2007).

Die Bezeichnung der N-Glycane im weiteren Verlauf der Dissertationsschrift orientiert sich
an der Nomenklatur von ProGlycAn (www.proglycan.com) und ist im Folgenden fir die
verwendeten Abkirzungen kurz erklart:

A Galactose (Gal)

F Fucose (Fuc)

Gn N-Acetylglucosamin (GIcNAc)
M Mannose (Man)

X Xylose (Xyl)
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N-Glycane vom oligo-mannosidischen Typ (OMT) werden als Man5, Man6, Man7, Man8
bzw. Man9, je nach Anzahl der vorhandenen Mannosereste, bezeichnet.

Die acht affinitatsgereinigten AntikOrpervarianten wurden unter nicht reduzierenden
Bedingungen im SDS-PAA-Gel getrennt und mit Coomassie® Brilliant Blue gefarbt (vgl.
11.2.4.3, 11.2.4.4). Die Banden der entsprechenden Proteine wurden ausgeschnitten (vgl.
Anhang VII.6), tryptisch verdaut und die erhaltenen Peptide mit LC-ESI-MS von
J. StadImann (Universitat fur Bodenkultur, Wien, Osterreich) analysiert (vgl. 11.2.4.9).

Die nachgewiesenen N-Glycosylierungsmuster der vier affinitatsgereinigten Varianten des
Antikérpers 2F5 aus Tabakblattern (NM2F5, N2F5iee, M2F5Here, N2FSelp) waren
vergleichbar, lediglich geringfugige qualitative Unterschiede traten auf (Abb. I11-22).
C-terminale ELP-Fusionen beeinflussten die N-Glycosylierung und somit auch den Transport
und Verbleib der Antikorper in der Pflanzenzelle nicht.

Alle analysierten 1gG-Molekile besallen vorwiegend N-Glycane vom oligo-mannosidischen
Typ, wobei Man7 bei allen vier Varianten dominierte. Weitere oligo-mannosidische
Zuckerreste, Man9, Man8, Man6 und Man5, wurden nur in geringeren Mengen detektiert.
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Abb. 111-22: Auftreten der \erschiedenen N-Glycane an den schweren Ketten der 2F5 Varianten aus
Tabakblattern. Die relativen Haufigkeiten fur das Auftreten der einzelnen Glycoformen wurden anhand der
Spektren der N-glycosylierten Fc-Peptide der Antikorpervarianten berechnet (J. Stadlmann). Die Namen und
Strukturen der N-Glycane basieren auf der Nomenklatur von ProGlycAn (Www.proglycan.comN). N'2F5: 2F5ohne
ELP aus N.tabacum; M2F5.ece: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; N'2F5nee: 2F5 mit
ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M2F5eie: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastinédhnliches Polypeptid.

In allen vier Fallen konnten ebenfalls komplexe N-Glycane (CT, engl. complex type)
nachgewiesen werden. Der Grund daflr konnte eine unvollstandige ER-Retention sein, da
eine Bildung der CT N-Glycane vorwiegend im Golgi- Apparat erfolgt (Ubersicht bei Gomord
et al., 2005). Die relativen Haufigkeiten der OMT und CT N-Glycane der einzelnen 2F5
Varianten aus Tabakblattern sind in Tab. I11-5 aufgefuhrt.
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Tab. 111-5: Auftreten der OMT und CT N-Glycane an den schweren Ketten der 2F5 Varianten aus
Tabakblattern. OMT N-Glycane: N-Glycane vom oligo-mannosidischen Typ, CT N-Glycane: N-Glycane vom
komplexen Typ; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum; N2F5iece: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus
N. tabacum; N'2F5neLe: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N. tabacum; M2F5eLe: 2F5 mit ELP-Fusion
an leichten und schweren Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

Antikdrpervariante OMT N-Glycane CT N-Glycane
Nt2F5 71% 29%
NOOF5LELP 90% 10%
NOOFShELP 67% 33%
N'OF5eL 88% 12%

Bei den komplexen N-Glycanen wurde GnGnX als dominante Form detektiert. Geringere
Mengen an AGnX mit einem terminalen p(1,3)-Galactoserest wurden ebenfalls
nachgewiesen. Die weiteren CT N-Glycane (GnM, GnGn, GnMX sowie GnGnXF) traten
lediglich in einem sehr geringen Anteil auf. Quantitative Unterschiede existieren bei OMT
und CT N-Glycanen zwischen den verschiedenen 2F5 Antikérpern (vgl. Tab. 111-5). Varianten
mit C-terminaler ELP-Fusion an den leichten Ketten (N2F5.ee und N'2F5eLp) wiesen einen
hoheren Anteil an Man7 im Vergleich zu N'2F5 sowie N'2F5HeLe auf. Dies korreliert mit dem
Auftreten der CT N-Glycane, vornehmlich GnGnX. Die Schwankungen von Man7 werden
mit dem Auftreten von GnGnX reflektiert (vgl. Abb. 111-22).

Auch bei den 2G12 Varianten aus Tabakblattern (M2G12, M2G12ierr, M2G12HeLr,
Nt2G12e1p) wurden tberwiegend OMT N-Glycane nachgewiesen. Nur ein sehr geringer Anteil
der N-Glycane an den schweren Ketten war vom komplexen Typ (Abb. 111-23) und deutete
auf eine unvollstandige ER-Retention hin. Man7 dominierte auch hier bei den oligo-
mannosidischen Formen. Die quantitativen Unterschiede im Gehalt an Man7 und GnGnX der
2F5 Varianten wurden bei den 2G12 Immunglobulinen nicht bestatigt. Antikdrpervarianten
mit ELP an den schweren Ketten zeigten einen geringeren Man7 aber hoheren Man8 Anteil.
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Abb. 111-23: Auftreten der \erschiedenen N-Glycane an den schweren Ketten der 2G12 Varianten aus
Tabakblattern. Die relativen Haufigkeiten fur das Auftreten der einzelnen Glycoformen wurden anhand der
Spektren der N-glycosylierten Fc-Peptide der Antikorpervarianten berechnet (J. Stadlmann). Die Namen und
Strukturen der N-Glycane basieren auf der Nomenklatur von ProGlycAn (www.proglycan.com). N2G12: 2G12
ohne ELP aus N.tabacum; M2G12.ee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; N'2G12+eLe:
2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und
schweren Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastin&dhnliches Polypeptid.

Im Gegensatz zu den 2F5 Immunglobulinen wurden bei allen vier 2G12 Varianten aus
Tabakblattern lediglich 2 bis 6% CT N-Glycane nachgewiesen. Der Anteil an OMT
N-Glycanen lag deutlich uber 90% (Tab. 111-6).

Tab. 111-6: Auftreten der OMT und CT N-Glycane an den schweren Ketten der 2G12 Varianten aus
Tabakblattern. OMT N-Glycane: N-Glycane vom oligo-mannosidischen Typ, CT N-Glycane: N-Glycane vom
komplexen Typ; N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N.tabacum; 2G12Lee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten
aus N.tabacum; M2G12neLe: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M2G12eir: 2G12 mit
ELP-Fusion an leichten und schweren Antikdrperketten aus N. tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

Antikdrpervariante OMT N-Glycane CT N-Glycane

NG12 94% 6%

N2G12LELP 97% 3%

NI2G12HELP 94% 6%

N'2G12ELP 98% 2%
111.5.2 Funktionelle Charakterisierung

111.5.2.1 Nachweis der Antigenbindung der in Tabak exprimierten 2F5 Antikorper
mit ELISA

Die Bindung der rekombinanten Antikoérper-ELP-Fusionen an das jeweilige Antigen wurde
mit einem Antigen-ELISA (vgl. 11.2.4.5) bestimmt. Vorexperimente zur Quantifizierung der
Antikbrpermenge im Pflanzenrohextrakt mit Sandwich-ELISA lassen eine Maskierung der
Protein A- bzw. Protein L-Bindestellen durch die C-terminalen ELP-Fusionen vermuten
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(Daten nicht gezeigt). Infolgedessen wurde dieser Immunoassay lediglich zur Quantifizierung
der Antikdrper ohne ELP eingesetzt. Beim anschlieBenden Vergleich des in Tabak
exprimierten N2F5 und des CHO-Antikdrpers (“HO2F5, vgl. Tab. 11-4), hinsichtlich der
Antigenbindung, wurden nur geringfugige Unterschiede nachgewiesen (Abb. 111-24A).

A B
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Abb. 111-24: Nachweis der Antigenbindung rekombinanter 2F5 Antikorpervarianten. 96-Well-Platten
wurden mit dem Peptid GGGLELDKWASL beschichtet. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte mit
einem anti-Human Fc-spezifischem Antikorper-Peroxidasekonjugat. A: Antigenbindung der Antikérper “HO2F5
und N'2F5. Die Menge an M2F5 im Blattextrakt wurde mit Sandwich-ELISA ermittelt und entsprechende
Vo lumina an Rohextrakt eingesetzt. B: Vergleich der Antigenbindung der in Tabak exprimierten 2F5 Varianten.
Gleiche Volumina an Pflanzenextrakt wurden fiir diesen Nachweis verwendet. Eine Quantifizierung der
Expressionshéhe der rekombinanten Proteine im Pflanzenrohextrakt erfolgte nicht. “H°2F5: Standardantikdrper
2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum; M2F5.ece: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten
aus N.tabacum; N'2F5Suee: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M'2FSee: 2F5 mit
ELP-Fusion an leichten und schweren Antikdrperketten aus N. tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

Da der Sandwich-ELISA aufgrund der Maskierung bestimmter Antikdrperregionen durch
ELP bei V2F5iere, M2F5HeLr sowie M2F5ele nicht angewendet werden konnte, wurde bei
diesen die Bindung des Antigens in einem gesonderten Diagramm zusammen mit N2F5
dargestellt. Pflanzenextrakte mit vergleichbarem Gehalt an l6slichem Gesamtprotein wurden
fur diese Analyse verwendet. Eine Bindung an das Antigen (Peptid mit dem ELDKWA
Epitop) konnte bei allen vier Antikérpervarianten nachgewiesen werden (vgl. Abb. I11-24B).
Allerdings wies der N'2F5 ohne ELP ein hoheres Sattigungssignal im Vergleich zu den
ELP-Fusionen (NM2F5Lere, M2F5HeLr sowie M2F5eir) auf Die erhdhte Expression durch
ELP-Fusion wurde in die Analyse nicht einbezogen.

Vergleichbare Ergebnisse wurden ebenfalls fur Blattextrakte der 2G12 Varianten erhalten
(Daten nicht gezeigt). Fir einen Vergleich der Antigenbindung der in Tabakblattern
exprimierten Antikorper mit den entsprechenden Immunglobulinen aus CHO-Zellen wurde
die  Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Technologie (SPR) eingesetzt, da hier die
Wechselwirkung mit dem Antigen direkt ohne Verwendung von Hilfsantikdrpern gemessen
werden konnte. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit M. Sack (RWTH Aachen,
Aachen, BRD) durchgefhrt.

111.5.2.2 Funktionelle Charakterisierung der 2F5 Antikdrper mit Biacore

Zur Ermittlung des Bindungsverhaltens der Protein A-gereinigten 2F5 AntikOrpervarianten
gegeniber Fuzeon®, einem trimeren, synthetischen Peptid mit dem ELDKWA Epitop (vgl.
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11.1.7), wurde Oberflachen-Plasmon-Resonanz verwendet (BIACORE2000 Gerat). Die hierflr
eingesetzten Praparationen aus Tabakblattern (V'2F5, N2F5.eLp, M2F5HeLr, M2F5eLr) wurden
zunachst auf Prasenz der vollstandigen Antikérper, Abwesenheit freier schwerer Ketten und
weiterer Degradationen durch Western Blot untersucht (Abb. 111-25).
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Abb. 111-25: Nachweis der affinitatsgereinigten 2F5 Antikorpervarianten durch Western Blot. Die
Trennung der rekombinanten Proteine erfolgte im SDS-PAA-Cel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen
und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikorper. ©H92F5: 2ng
Standardantikérper 2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum; M2F5iere: 2F5 mit ELP-Fusion
an leichten Ketten aus N.tabacum; M2F5ueie: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum;
NYOFSeLe: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikdrperketten aus N. tabacum; ELP: elastinahnliches
Polypeptid; MW: Moleku largewicht.

Die Banden der verschiedenen AntikOrpervarianten wurden mit dem kalkulierten
Molekulargewicht nachgewiesen (vgl. Tab. I11-2). Abbauprodukte oder freie schwere Ketten
traten nicht auf.

Bei den Biacore-Experimenten wurden die Antikdrpervarianten als Liganden verwendet und
(iber Protein A am Sensorchip immobilisiert. Fuzeon® diente als Analyt und wurde tber die
gebundenen Antikorper injiziert. Eine monovalente Bindung von Fuzeon® (ein Trimer bindet
an ein Paratop des 1gGs) wurde beobachtet.

Zur Bestimmung der Assoziations- bzw. Dissoziationsraten von Fuzeon® gegeniiber den
Antikdrpervarianten wurde der Analyt in einer geringen Konzentration eingesetzt. In
Abb. I11-26A sind die Bindungskurven dargestellt. Die doppelreferenzierten Kurven wurden
mit einem 1:1 Bindungsmodell mit Massentransport ,,gefittet. Die Bindung der einzelnen
Varianten (N'2F5, M2F5LeLe, M2F5HeLr, 2F5eLp) sowie des Standardantikérpers (CHO2F5, vgl.
Tab. 11-4) sind in der Assoziations- und Dissoziationsphase vergleichbar (Abb. 111-26A). Eine
optische Uberlagerung der Kurven fir “M92F5 und M2F5 zeigt bereits, dass es keine
signifikanten Unterschiede gibt. Abweichungen der ELP-Fusionen von diesen beiden Kurven
sind in der unterschiedlichen Menge an Antikdrper, die Uber Protein A am Sensorchip
immobilisiert wurde, begrindet (Rak, vgl. Tab. 11-7).
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Abb. 111-26: Analyse der Fuzeon®-Assoziation und -Dissoziation mit Biacore. Die 2F5 Antikdrpervarianten
wurden Gber Protein A an der Oberfliche des Sensorchips immobilisert. Der Analyt Fuzeon® wurde injiziert
(6,67 nM) und die Assoziation und Dissoziation an bzw. von den Antikérpern mit Oberflachen-Plasmon-
Resonanz gemessen. A: Sensorgramme der Fuzeon®-Bindungskinetik der verschiedenen Antikorpervarianten. B:
Verteilung der residuals der einzelnen Messpunkte. “H°2F5: Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5:
2F5 ohne ELP aus N. tabacum; V'2F5cece: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; N'2F5uece: 2F5
mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M2F5eie: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastin&dhnliches Polypeptid.

Die Proben wurden so eingestellt, dass wvergleichbare resonance units (RU) fir die
immobilisierten  Antikorper erhalten wurden (Rax ist ca. 300 RU), ohne das
Molekulargewicht der einzelnen Antikérper zu bericksichtigen. Hieraus ergeben sich
unterschiedliche Bindungskapazitaten (Rmax) fiir Fuzeon®.

Die Abweichung des Fits von den Messdaten (residuals) wird zur Beurteilung der Giite des
Fits (Anpassung) herangezogen. Eine gute Ubereinstimmung zwischen Messdaten und Fit
liegt vor, wenn die Abweichungen gering (+/- 1 RU), gleichverteilt und unsystematisch sind.
Die hier beobachteten residuals betragen +/- 0,5 RU und sind in der GroRenordnung des
Rauschens (vgl. Abb. 111-26B). Dariber hinaus wird die Giite des Fits durch den y*-Wert
angegeben (berechnet mit BlAevaluation Software). Dieser sollte in der Regel kleiner als 1
sein.

Die kinetischen Konstanten (on rate Konstante ko, oOff rate Konstante Koss,
Dissoziationskonstante Kp) der Fuzeon®-Bindung wurden mit der BlAevaluation Software
ermittelt (vgl. Anhang VI1.7) und sind in Tab. I1l-7 aufgefuhrt. Ryax ist das durch den Fit
bestimmte Séttigungssignal (auch Oberflachenkapazitdt). Die erhaltenen kinetischen
Parameter fir alle 2F5 Antikdrpervarianten sind im Rahmen der Messgenauigkeit identisch.
Nur geringfugige, nicht signifikante Unterschiede im Vergleich zum Standard wurden fir die
Bindung von Fuzeon® an den verschiedenen Varianten ermittelt.
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Tab. 111-7: Kinetische Konstanten der Fuzeon®-Bindung der 2F5 Antikorpervarianten. Rax: Menge via
Protein A gebundener Antikdrper; kon: on rate Konstante; ko off rate Konstante; Kp: Dissoziationskonstante;
Riex: Oberflachenkapazitat (Fit); “"°2F5: Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus
N. tabacum; M2F5LeLe: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; N'2F5neLe: 2F5 mit ELP-Fusion
an schweren Ketten aus N.tabacum; N2F5ee: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikérperketten
aus N. tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

Antikorper [%tﬁ [Ml_(fr;_l] [t?{f] [5\3'] [F\I;WS)]( [RXLZJZ]
CHO2F5 331,5 6,0 x 10° 2,1x10° 348 54,1 0,11
Ni2F5 326,5 7,1 x 10° 2,0x10° 277 52,9 0,16
NOOF5LEL 390,5 7,4 x 10° 2,3x10° 312 56,6 0,12
NP 5HeLp 325,5 7,3 x 10° 2,1x10°3 281 44.9 0,13
N'OF5eL 315,0 6,5 x 10° 2,5x10° 388 38,1 0,11

% ist ein MaR fiir die Abweichung des Fits von den Messwerten, Berechnung erfolgt mit Biacore Software
(Biacore, 2004)

Die absolute Aktivitat (A) gegeniber Fuzeon® wurde durch eine Sattigung der Paratope
ermittelt und berechnet (vgl. 11.2.4.8 und Abb. I11-27). Im Gegensatz zu den kinetischen
Konstanten konnten Unterschiede zwischen den verschiedenen Antikdrpern hinsichtlich der
absoluten Fuzeon®-Aktivitdit (A) nachgewiesen werden (Tab. I11-8). Die Differenzen
zwischen dem Standardantikérper (H°2F5) und dem M'2F5 aus Tabak waren gering. N'2F5
wies sogar eine etwas hohere absolute Fuzeon®-Aktivitat auf Im Gegensatz zu den
Untersuchungen von Sack et al. (2007) wurde fiir “"O2F5 nur eine absolute Aktivitit von 94%
erhalten. Dies kann mit der Lagerung des Standardantikdrpers tber einen langeren Zeitraum
und daraus resultierenden Aktivitatsverlusten erklart werden.
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Abb. 111-27: Analyse der Fuzeon®-Sattigung der Giber Protein A immobilisierten 2F5 Antikdr pervarianten
mit Biacore. Die 2F5 Antikorpervarianten wurden an der Oberflache des Sensorchips immobilisert. Fuzeon®
wurde injiziert (66,7nM) und die Sattigung der Paratope ermittelt. “HO2F5: Standardantikérper 2F5 aus
CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum; “2F5ieir: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus
N. tabacum; N'2F5ueLe: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N. tabacum; M2F5eLe: 2F5 mit ELP-Fusion
an leichten und schweren Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastinahnliches Polypeptid.
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Fir die ELP-Fusionen (VM2F5cere, M2F5HeLr sowie N2F5er) wurden Sattigungssignale (Rru)
erhalten, die nach Gleichung (1) eine Aktivitat von Uber 100% ergeben. Geringfligig groRere
Werte sind aufgrund von Ungenauigkeiten bei der Messung denkbar, bei htheren Werten
ergeben sich jedoch Widerspriche. Diese kdnnen z. B. durch die Annahme aufgeldst werden,
dass das tatsachliche Molekulargewicht des Protein A gebundenen Antikorpers geringer ist,
als das aus der AS-Sequenz abgeleitete, das fir die Berechnung verwendet wurde. Dies kann
z. B. durch in der Préparation vorliegende Degradationsprodukte zustande kommen, die
praferenziell an der Protein A-Oberflache des Sensorchips binden konnten. Um dies zu
prufen, wurden zundchst mogliche Masseverluste der Antikérper nach Gleichung (2)
kalkuliert (Tab. I111-8).

Tab. 111-8: Bestimmung der absoluten Fuzeon®-Aktivitat der Antikérper und moglicher Verluste an
Molekulargewicht. Rax: Menge via Protein A gebundener Antikorper; Rry,: Sattigungssignal; A: absolute
Aktivitat der Antikorper gegeniiber Fuzeon® AMWak: kalkulierte Differenzen im Molekulargewicht der
Antikorper; “1°2F5: Standardantikdrper 2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N. tabacum; N2F5ieLe:
2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; M2F5uecr: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus
N. tabacum; M2F5eie: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten aus N.tabacum; ELP:
elastindhnliches Polypeptid.

Antikorper [ﬁ’LK] [ﬁi‘f] A [(';‘)] ABg\!‘ fK
CHO2F5 331,5 55,8 0,94 94 9,4
NS 326,5 54,0 0,98 08 -3,6
NOFSLEL 390,5 59,0 1,35 135 63,0
NOF5HELP 325,5 48,5 1,33 133 60,6
N'OFSeLp 315,0 40,0 1,52 152 111,4

Fir die ELP-Fusionen liegen die Molekulargewichtsdifferenzen im Bereich von ca. 60 bis
111 kDa und sollten durch Western Blot eindeutig nachweisbar sein. Die erhaltenen
Unterschiede kdnnen durch das Fehlen von Antikdrperketten und somit dem Vorhandensein
unvollstandiger 1gGs und/oder der Abwesenheit von ELP-Fusionen erklart werden. Zur
Bestatigung putativer Masseverluste wurden die Uber Protein A immobilisierten Antikorper-
ELP-Fusionen vom Sensorchip mit 30 mM HCI eluiert, neutralisiert, konzentriert (vgl.
11.2.4.8) und im Vergleich zu den affinitatsgereinigten Proben durch Western Blot analysiert
(Abb. 111-28).

Der Vergleich der verwendeten Antikérperpraparationen (P) mit den eluierten Proben (R)
zeigt keine Unterschiede im Molekulargewicht der einzelnen Varianten, ein Masseverlust
oder eine praferenzielle Bindung unvollstdndiger Antikorper-ELP-Varianten an die Protein A-
Oberflache kann deshalb eindeutig ausgeschlossen werden. Weitere Erklarungsmoglichkeiten
fur die erhaltenen Ergebnisse sind das optische Verhalten der ELPs sowie die Orientierung
der ELP-Fusionen in der Dextranmatrix (vgl. 1V).
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Abb. 111-28: Nachweis der Vollstandigkeit der 2F5 Antikdrpervarianten nach Elution von der Protein A-
Oberflache des Biacore-Sensorchips. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (12%) unter
reduzierenden Bedingungen. A: Detektion der leichten Ketten und ELP-Fusionen mit einem anti-Human kappa
light chain Antikdrper und NBT/BCIP-Farbung. B: Nachweis der schweren Ketten und ELP-Fusionen durch
einen anti-Human Fc-spezifischen Antikérper. °HO2F5: 2 ng Standardantikdrper 2F5 aus CHO-Zellen; N'2F5eLe:
2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; N2F5ueLe: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus
N. tabacum; M2F5ee: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikérperketten aus N.tabacum; P:

Protein A-gereinigte Antikoérpervariante; R: eluierte Antikérperpraparation vom Biacore-Sensorchip; ELP:
elastindhnliches Polypeptid; MW: Molekulargewicht.

111.5.2.3 Funktionelle Charakterisierung der 2G12 Antikdrper mit Biacore

Oberflachen-Plasmon-Resonanz wurde ebenfalls zur Beurteilung der affinitdtsgereinigten
2G12 Antikorper aus Tabakblattern (M2G12, M2G121ee, M2G12err, M2G12€Lr) eingesetzt
(vgl. 11.2.4.8). Die Integritdt der verwendeten 2G12 Préparationen wurde wiederum durch
Western Blot bestatigt, d. h. die Anwesenheit grosserer Mengen von Degradationsprodukten
bzw. von unvollstdndigen Antikdrpern oder einzelnen schweren Ketten wurde ausgeschlossen
(Abb. 111-29A).

In einem Vorversuch wurde zunédchst mittels ELISA gezeigt, dass der pflanzlich exprimierte
2G12 ohne ELP gegeniiber dem “"°2G12 eine vergleichbare Antigenbindung aufweist
(Abb. 111-29B). Fir die rekombinanten ELP-Fusionen aus Tabak wurden diese Analysen nicht
durchgefiihrt, da der ELISA aus zur Zeit noch nicht genau bekannten Grinden durch die
elastindhnlichen Polypeptide beeintrachtigt wird. Vermutlich kommt es durch die ELPs zur
Maskierung des Antikorpers, wodurch die Bindung des sekundéren Antikorpers verhindert
und eine deutlich niedrigere Extinktion erhalten wird (vgl. 111.5.2.1).
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Abb. 111-29: Evaluierung der Protein A-gereinigten rekombinanten 2G12 Antikérpervarianten fir
Oherflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse. A: Nachweis der gereinigten Antikdrper durch Western Blot. Die
Trennung der rekombinanten Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen
und die Western Blot Analyse mit dem anti-c-myc Antikdrper. N2G12: 2G12 ohne ELP aus N.tabacum;
N'2G12ierr: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; M2G12ner: 2G12 mit ELP-Fusion an
schweren Ketten aus N.tabacum; N'2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten
aus N.tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW: Molekulargewicht. B: Nachweis der Antigenbindung
des rekombinanten 2G12 Antikdrpers mit ELISA. 96-Well-Platten wurden mit HIV-1g, gp120 beschichtet. Der
Nachweis der gebundenen Antikérper erfolgte mit einem anti-Human Fc-spezifischem Antiko rper-

Peroxidasekonjugat. Gleiche Konzentrationen des Protein A-gereinigten “2G12 und des “"°2G12 wurden
eingesetzt. °"°2G12: Standardantikorper 2G12 aus CHO-Zellen; N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N. tabacum.

Zur Ermittlung der HIV-1g,. gp120-Bindungskinetiken wurden die affinitatsgereinigten 2G12
Antikrpervarianten (M2G12, N2G121ee, M2G12reLr, M2G12EP) und der CHO-Standard
uber Protein A an der Oberflache des Sensorchips immobilisiert und das Antigen,
HIV-1g gp120, als Analyt injiziert. Signale der Referenzzelle wurden subtrahiert. Fur die
Bestimmung der kinetischen Konstanten (on rate Konstante ko,, off rate Konstante Kost,
Dissoziationskonstante Kp) der Antigenbindung wurden die einzelnen Kurven einem 1:1
Langmuir-Modell angepasst. Sie sind in Abb. 111-30 zusammen mit den residuals dargestellt.
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Abb. 111-30: Analyse der HIV-1g, gpl20-Bindung der 2G12 Antikorpervarianten mit Biacore. Die 2G12
Antikdrpervarianten wurden Uber Protein A an der Oberflache des Sensorchips immobilisert. Das Antigen wurde
injiziert (150 nM) und die Assoziation sowie Dissoziation an bzw. von den Antikérpern mit Oberflichen-
Plasmon-Resonanz gemessen. A: Sensorgramme der gpl20-Bindungskinetik der verschiedenen
Antikorpervarianten. B: Verteilung der residuals der einzelnen Messpunkte. 4*°2G12: Standardantikorper 2G12
aus CHO-Zellen; N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N. tabacum; V'2G12iecr: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten
aus N.tabacum; N G12+eLr: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N. tabacum; NI G12e1p: 2G12 mit
ELP-Fusion an leichten und schweren Antikdrperketten aus N. tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

Die errechneten Werte fiir kon, kot und Kp der Varianten N'2G12, M2G12+err und M2G12ep
sind mit den entsprechenden Werten des Standardantikérpers (€7°2G12) vergleichbar
(Tab. 111-9). Im Rahmen der Messgenauigkeit sind die kinetischen Parameter des N'2G12
identisch mit den Werten des “"°2G12. Geringfiigige Unterschiede im Bindungsverhalten
(siehe Koff) wies lediglich Nt2G12Letr auf Die ELP-Fusionen als Ursache sind hierfir eher
unwahrscheinlich, da sich eine verminderte Antigenbindung in der ko, bemerkbar gemacht
hatte. Die Unterschiede des M2G12.err kdnnen mit der Qualitat der Antikdrperpraparation
erklaren werden.

Die berechneten y°-Werte der 2G12 Fits (Tab. 111-9) sind gréRer, als diejenigen bei den 2F5
Abschétzungen (vgl. Tab. 111-7) und weisen auf geringfligige Abweichungen der berechneten
und der experimentell bestimmten Bindungskurven hin. Die residuals dieser Messungen
lagen fur die Dissoziation im Bereich von +/- 2 RU und sind ebenfalls gréier als bei den 2F5
Varianten. Starkere Schwankungen traten besonders in den Assoziationsphasen auf.
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Tab. 111-9: Kinetische Konstanten der gpl20-Bindung der 2G12 Antikdrpervarianten. Rak: Menge via
Protein A gebundener Antikdrper; kon: on rate Konstante; ko off rate Konstante; Kp: Dissoziationskonstante;
Riex: Oberflachenkapazitat (Fit); “#°2G12: Standardantikorper 2G12 aus CHO-Zellen; N'2G12: 2G12 ohne ELP
aus N.tabacum; N'2G12.ere: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; N'2G12uere: 2G12 mit
ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; NOG12eLp: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten aus N. tabacum; ELP: elastin&dhnliches Polypeptid.

Antikorper [E?JK] [lefns'l] [tqf] [rﬁ\?l] E?rraﬁ [RXLZJZ]
CHOZG12 163 1,00 x10° 1,01 x10* 1,01 69,6 1,31
NiaG12 172 099 x10° 1,06 x10* 1,07 59,9 1,05
NDG12eLe 168 1,26 x10° 2,53 x10* 2,01 42,4 0,64
NIG12+eLe 166 1,22 x10° 1,20 x10* 0,98 51,5 0,58
NIG12erp 166 1,14 x10° 1,41 x10* 1,24 47,0 0,48

v% ist ein MaR fir die Abweichung des Fits von den Messwerten, Berechnung erfolgt mit Biacore Software
(Biacore, 2004)

Eine Abséattigung der Paratope der 2G12 Antikérper mit dem Analyt wurde nicht erreicht. Die
Aktivitdten (a) der verschiedenen rekombinanten Immunglobuline zum HIV-1gy gp120
wurden deshalb relativ im Vergleich zum Standardantikdrper angegeben (vgl. 11.2.4.8 und
Tab. 111-10).

Tab. 111-10: Abschatzung der relativen Aktivitat der 2G12 Antikorperpraparationen gegentiber HIV-1g,
gp120. Rak: Menge via Protein A gebundener Antikorper; R(t=310s): Signal bei t=310s; a: relative Aktivitat
der Antikdrper gegeniiber gp120; AMW pk: kalkulierte Differenzen im Molekulargewicht der Antikdrper;
CHO2G12: Standardantikorper 2G12 aus CHO-Zellen; N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N.tabacum; N'2G12iece:
2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; M2G12+eLr: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten
aus N.tabacum; N'2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikérperketten aus N. tabacum;
ELP: elastindhnliches Polypeptid.

Antikdrper E;’LK] R(t[::é? s) a o [%] A[ng\;?*(
CHO2G12 163 68,7 1,00 100 0,0
N©DG12 172 60,0 0,88 88 -19,7
NtG12teLr 168 40,1 0,91 91 21,3
NIG12HeLe 166 51,7 1,19 119 45,3
NIG12eLe 166 478 1,48 148 153,2

Trotz nahezu identischer Kinetiken der N'2G12-Praparationen wiesen diese unterschiedliche
relative Aktivitaten auf Unter der Annahme, dass der "°2G12 wollstandig aktiv ist
(o= 100%), wurden fiir die Praparationen N'2G12HeLr und N2G12ecr relative Aktivitaten von
(iber 100% geschatzt. Eine Ausnahme war wiederum N2G12Lece mit einer relativen Aktivitat
von 88%.

Im Gegensatz zur Aktivitatsbestimmung der 2F5 Préaparationen (vgl. Tab. 111-8) war die
Situation fur die 2G12 Varianten komplizierter, da das Molekulargewicht des Analyts
(HIV-1gaL gp120) nicht exakt definiert war. Das Vorhandensein der N-Glycane am gpl120
(etwa 50% der molaren Masse von gpl120, die V3-Doméne ist als einzige der variablen
Regionen nicht glycosyliert) fiihrt auBerdem zu dessen verstarkten Heterogenitat. Unter
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Bezug auf die Ergebnisse der 2F5 Varianten kénnten putative Masseverluste (vgl. Tab. 111-10)
die geschatzten relativen Aktivitaten von tber 100% erklaren. Die Analyse der eingesetzten
2G12 Préaparationen durch Western Blot schlieit dies jedoch, genau wie bei den 2F5
Varianten, eindeutig aus (vgl. Abb. 111-29). Weitere Erklarungsmdglichkeiten (gerichtete
Orientierung, optisches Verhalten) sind, wie auch schon fir die 2F5 Antikorper, in Betracht
zu ziehen.

Mit der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Technologie wurden fiir alle pflanzlich exprimierten
Antikdrper nahezu identische Bindungskinetiken des jeweiligen Antigens ermittelt. Die
Unterschiede zu den entsprechenden Standardantikérpern aus CHO-Zellen waren sehr gering.
Somit wurde sicher gestellt, dass die Antikdrperpraparationen keine Degradationsprodukte
bzw. unvolistindige Antikorpern oder einzelne schwere Ketten aufweisen. Fir eine
Bestimmung der Bindungsaktivitdten der jeweiligen Antikorper-ELP-Fusionen ist diese
Methode jedoch weniger geeignet. Die entsprechenden Grinde hierfir werden im
Diskussionsteil ndher betrachet.

11.5.2.4 In vitro HIV-Neutralisationsfahigkeit de r rekombinanten Antikérper

Die Fahigkeit der pflanzlich exprimierten Antikdrper und ELP-Fusionen das HI-Virus zu
neutralisieren, wurde unter Verwendung eines Syncytieninhibierungstests bei der Firma
POLYMUN Scientific Immunbiologische Forschung GmbH (Wien, Osterreich) untersucht
(vgl. 11.2.5.1).

Ein Syncytium ist eine mehrkernige Zelle und entsteht u. a. bei der HIV-Infektion. Wéahrend
des Infektionsprozesses werden virale Proteine, die das Virus fur den Zelleintritt bendtigt, zur
Oberflache der Wirtszelle transportiert. Dies kann zur Verschmelzung mit den benachbarten
Zellen und somit zur Bildung eines Syncytiums fiihren. Das Auftreten von mehr als einem
Syncytium pro Reaktionsgefall (Well) wurde bei diesem Test als positive Infektion gewertet
und die 1Csq der Antikorperpréaparationen sowie des CHO-Standards berechnet. Der 1Cso-Wert
gibt die Konzentration des Antikdrpers an, die nétig ist, um das HI-Virus in vitro zu 50% zu
blockieren.

Die in vitro HI'V-1-Neutralisationsfahigkeit (oder in vitro Aktivitat) der in Tabak exprimierten
Antikdrpervarianten wurde von G. Stiegler (POLYMUN) analysiert. Fur samtliche 2F5
Antikérper-ELP-Fusionen (“'2F5Lerp, M2F5HeLr sowie M2F5eip) konnte keine in vitro
Aktivitat nachgewiesen werden. Die ICso des M2F5 aus Tabakbléttern betrug 19,31 pg/ml.
Der Standardantikérper *HO2F5 zeigte eine 1Cso von 2,21 pg/ml und lag somit eindeutig unter
dem Antikorper aus Pflanzen. Zur Klarung der deutlich schlechteren in vitro Neutralisation
des N'2F5 wurden beide rekombinanten Antikérper mit ELISA hinsichtlich ihrer
Antigenbindung verglichen. Signifikante Unterschiede konnten mit dem Immunoassay nicht
nachgewiesen werden (Abb. 111-31).
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Abb. 111-31: Vergleich der Antigenbindung rekombinanter 2F5 Antikorper. 96-Well-Platten wurden mit
dem Peptid GGGLELDKWASL beschichtet. Der Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgte mit einem anti-
Human Fc-spezifischem Antikorper-Peroxidasekonjugat. Die Konzentration des affinitatsgereinigten M2F5
wurde mit Sandwich-ELISA unter Verwendung des CHO-Standards bestimmt. H92F5: Standardantikorper 2F5
aus CHO-Zellen; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N. tabacum.

Die vier 2G12 Antikérper aus Tabakblattern wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer in vitro
Aktivitdt untersucht. Eine Konzentrationsbestimmung der Protein A-gereinigten Antikorper
erfolgte durch semi-quantitativen Western Blot und ist im Anhang erlautert (vgl. VI1.8). Bei
allen vier Antikorpern konnte die invitro Neutralisation des HIV-1 Laborstamms RF
nachgewiesen werden (Tab. 111-11).

Tab. I11-11: In vitro Aktivitdit der 2G12 Antikérper. “"92G12: Standardantikérper 2G12 aus CHO-Zellen;
N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N. tabacum; N'2G12.etr: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum;
N'2G12+err: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; N'2G12eie: 2G12 mit ELP-Fusion an
leichten und schweren Antikorperketten aus N.tabacum; ELP: elastindhnliches Polypeptid; [Cso-Wert:
Konzentration des Antikdrpers, um das HI-Virus in vitro zu 50% zu blockieren.

Antikorper ICs0 [Mg/ml] Verhaltnis”
CHO2G12 3,71 1,00
NtaG12 0,93 3,99
NIG120ee 18,79 0,20
NIG12+eLe 5,24 0,71
NIG12erp 29,44 0,13
Virus: HIV-1 RF

Titer: 10>** TCIDso/ml
Verhiltnis aus 1Cso von ©©2G12 zu 1Cs, der jeweiligen Antikdrpervariante aus Tabakblattern

Die verschiedenen 2G12 Varianten inhibierten HIV invitro in unterschiedlicher Weise.
Immunglobuline mit C-terminaler ELP-Fusion an den leichten Ketten (“2G12Lerr und
Nt2G12€ep) besaRen, im Vergleich zu “M92G12, eine 5- bzw. 8-fach hohere I1Cso. Bei der
Antikérpervariante mit ELP an beiden schweren Ketten (M2G12HeLr) wurde eine geringfiigig
schlechtere Neutralisation (1,4-fach), im Vergleich zum Standard, nachgewiesen. Die ICso des
Nt2G12 lag deutlich unter der des Standards (%°2G12). Dieser Antikdrper zeigte eine 4-fach
bessere Neutralisation des HI'VV-Laborstamms RF.

Trotz vergleichbarer kinetischer Parameter (Kon, Kofr, Kp) der Antigenbindung der pflanzlich
exprimierten Antikorper im Vergleich zu dem jeweiligen Standard aus CHO-Zellen wurden
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Unterschiede in der Virusneutralisation erhalten (Ausnahmen M2G12 und M2G12+err). Die
Ursachen fur diese Differenzen werden im Diskussionsteil naher erlautert.

1.6 Immunlokalisierung rekombinanter Antikdrper und ELP-Fusionen in
Samen transgener Tabakpflanzen

Die Lokalisation der rekombinanten Proteine in Samen transgener Tabakpflanzen wurde in
Zusammenarbeit mit E. Arcalis (RWTH Aachen, Aachen, BRD) untersucht.

Fur die Immunlokalisierung des 2F5 Antikorpers und der ELP-Fusionen in Tabaksamen
wurden doppelhaploide Pflanzen mit Expression der Immunglobulingene unter Kontrolle des
USP-Promotors verwendet (DHYS 2F5, DHY 2F5eLr). Ultradiinnschnitte von unreifen sowie
reifen Samen dieser transgenen Pflanzen und des Wildtyps wurden angefertigt. Zur Erhaltung
der Antigenitat des Gewebes erfolgte eine relativ milde Fixierung des Samenmaterials. Fr
die Markierung der rekombinanten Proteine wurde der anti-c-myc Antikdrper und ein
sekundarer Antikdrper mit kolloidalem Gold verwendet. Zur Auswertung wurde die
Elektronenmikroskopie eingesetzt (vgl. 11.2.5.2).

Der anti-c-myc Antikdrper markiert nicht nur vollstdndige Immunglobuline, sondern auch
freie Antikorperketten bzw. deren ELP-Fusionen, da alle Expressionskassetten mit dem c-myc
tag versehen wurden (vgl. Abb. Ill-1). Ein erfolgreiches Zusammenlagern fast aller
Antikorperketten zu kompletten Immunglobulinmolekiilen in Samen wurde durch Western
Blot nachgewiesen (vgl. Abb. I11-20B). Aufgrunddessen wurde angenommen, dass die
Mehrheit der detektierten Signale fir die kompletten Antikdrper stand.

Die rekombinanten Proteine wurden durch Immunmarkierung in unreifen Samen
nachgewiesen (Abb. 111-32). Unterschiede in der Abundanz der Goldpartikel sind beim
Vergleich von Immunglobulinen mit und ohne ELP erkennbar. Antikdrper mit ELP-Fusionen
an allen vier Ketten (Abb. I11-32B) zeigen eine starkere Immunmarkierung als nicht
fusionierte Proteine (Abb. I111-32A). Rekombinante AntikOrper wurden Uberwiegend im
rauhen ER lokalisiert. Dies bestétigt die Retention der Proteine in diesem Kompartiment.
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Abb. 111-32: Immunlokalisierung rekombinanter 2F5 Antikérper und ELP-Fusionen in unreifen
Tabaksamen. Die Lokalisation der rekombinanten Antikdrper in Samen transgener Tabakpflanzen erfolgte
durch Immunogoldfarbung und Elektronenmikroskopie. Die Goldmarkierungen (schwarze Punkte) sind durch
Pfeile gekennzeichnet. A: Lokalisation der rekombinanten 2F5 in unreifen Samen der DH-Pflanze
DHYSP2F5 1A 10/43. Zwei elektronenmikroskopische Aufnahmen sind abgebildet. MaBstab: 0,25 pm. B:
Lokalisation der rekombinanten M2F5ee in unreifen Samen der DH-Pflanze DHYSP2F5eie 8B 2/95. Drei
elektronenmikroskopische Aufnahmen sind abgebildet. Zw: Zellwand; rER: rauhes oder granuldres ER;
Malistab: 0,25 um. DH: doppelhaploide Pflanze; USP: USP-Promotor; ELP: elastindhnliches Polypeptid.

In reifen Samen konnten nur Antikorper-ELP-Fusionen lokalisiert werden (Abb. I11-33).
Rekombinante 2F5 ELP-Fusionen wurden im Endosperm im Bereich um die lipid bodies (Lb)
detektiert (Abb. 111-33A). Im Embryo konnten Goldpartikel beim rauhen ER (Abb. 111-33B)
und im Cytoplasma identifiziert werden (Abb. I111-33C, Abb. I1I-33D). In protein storage
vacuoles (PSV) und Zellwanden wurden die rekombinanten Proteine nicht nachgewiesen.
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Abb. 111-33: Immunlokalisierung rekombinanter 2F5 Antikorper-ELP-Fusionen in reifen Tabaksamen.
Die Lokalisation der rekombinanten Antikérper-ELP-Fusionen in Samen transgener Tabakpflanzen
(DHSP2F5eLe 8B 2/95) erfolgte durch Immunogoldfirbung und Elektronenmikroskopie. Die Gold markierungen
(schwarze Punkte) sind durch Pfeile gekennzeichnet. A: Lokalisation der rekombinanten MN'2F5ee im
Endosperm. Lb: engl. lipid bodies; MaRstab: 0,5 pm. B: Lokalisation der rekombinanten N2F5ece im Embryo.
rER: rauhes oder granulares ER; MaBstab: 0,25 um. C: Lokalisation der rekombinanten N2F5eLr im Embryo. V:
Vakuole; PSV: engl. protein storage vacuole; MaRstab: 0,5 um. D: Lokalisation der rekombinanten N2F5eLe im
Embryo. Zw: Zellwand; Malstab: 0,25 um. DH: doppelhaploide Pflanze; USP: USP-Promotor; ELP:
elastinahnliches Polypeptid.

Die ER-Retention der rekombinanten Antikérper mit und ohne ELP in unreifen Tabaksamen
wurde anhand der elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestatigt. Das deutlich niedrigere
Expressionsniveau des Immunglobulins 2F5 ohne ELP im Vergleich zur Variante mit ELP an
allen vier Antikdrperketten kann eine mdgliche Ursache fir das Fehlen entsprechender
Signale sein (vgl. Anhang VII.5). Antikdrper-ELP-Fusionen wurden im ER aber auch im
Cytoplasma des Embryos bzw. des Endosperms detektiert. Eine mogliche Erklarung fur die
Lokalisation der rekombinanten Proteine im Cytoplasma ist zum einen das Anfertigen der
Ultradtnnschnitte ohne dass typische ER-Strukturen (verzweigtes Membrannetzwerk) direkt
getroffen wurden. Zum anderen kann das Ergebnis auch durch Immunkomplexe erklart
werden, die aufgrund der Markierung entstehen (anti-c-myc Primérantikdrper und
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goldmarkierter Sekundérantikorper). Diese besitzen eine bestimmte GroRe und kdnnen somit
zu Signalen fuhren, die etwas entfernt vom ER liegen.

Schnitte unreifer und reifer Samen des Wildtyps N. tabacum weisen nach Immunférbung
keine signifikanten Markierungen auf (Abb. 111-34).

Zw

0,5 pum

Abb. 111-34: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Samen des Wildtyps nach
Immunogoldmarkierung. Als Negativkontrolle wurden Ultradiinnschnitte von Samen des Wildtyps
(N. tabacum) angefertigt, mit anti-c-myc Antikdrper und anschlieRend mit dem Goldkonjugat inkubiert. Die
Auswertung erfolgte nach Immunogoldfarbung an einem Elektronenmikroskop. A: Immunogoldfarbung von
unreifen Tabaksamen. Mafstab: 0,25 um. B: Endosperm des reifen Tabaksamens. Mafstab: 0,5 um. C: Embryo
des reifen Samen. MaRBstab: 0,5 um. V: Vakuole; rER: rauhes oder granuldres ER; Zw: Zellwand; PSV:engl.
protein storage vacuole; Lb: engl. lipid bodies.

.7 Anreicherung rekombinanter Antikdrper-ELP-Fusionen aus Blattextrakten
mit inverse transition cycling

Neben der Expressionssteigerung rekombinanter Proteine durch C-terminale ELP-Fusion
(Scheller et al., 2004; Scheller et al., 2006; Patel et al., 2007) ist der temperatur- und
salzabhangige Phasenibergang eine weitere Eigenschaft, die zur spezifischen Abtrennung
dieser Proteine genutzt werden kann. ELP-Fusionsproteine konnen durch einfache
Zentrifugationsschritte bei bestimmten Temperaturen und definierter NaCl-Konzentration
gereinigt werden (Meyer & Chilkoti, 1999). Dieses Verfahren wurde 1999 als inverse
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transition cycling (ITC) beschrieben und ist ebenfalls fur in Tabak produzierte ELP-Fusionen
anwendbar (Scheller et al., 2004; Lin et al., 2006).

Antikdrper-ELP-Fusionen (Nt2F5LELP, NOFSHeELe, M2FSere, M2G12ierr, M2G12Hele,
Nt2G12erp) wurden wie unter Pkt 11.2.4.7 beschrieben aus Blattextrakten von Tabak
konzentriert. Vier unterschiedliche Inkubations- und Zentrifugationstemperaturen (37°C,
40°C, 45°C bzw. 50°C) wurden bei diesem Vorgang eingesetzt ohne eine Variation der
Salzkonzentration (2 M NaCl). Blattmaterial von Pflanzen mit Expression der Antikdrper
ohne ELP (M2F5 oder M2G12) wurde zur Kontrolle analog verarbeitet.

Die Banden der 2F5 ELP-Fusionsproteine wurden durch Western Blot und Férbung der
SDS-PAA-Gele mit dem kalkulierten Molekulargewicht (vgl. Tab. I1I-2) nachgewiesen und
sind fur die 2F5 Varianten in Abb. 111-35 und Abb. 111-36 dargestellt.

A 37°C 40°C 45°C 50°C B 37°C 40°C 45°C 50°C
clogkp5 E U PU P U PUP clogFp5 E U P U PU P U P
MW [kDa] ) MW [kDa] "
" - - -
250 — 250 —
= .F B B
130 — 130 —
Cc D
37°C 40°C 45°C 50°C 37°C 40°C 45°C 50°C
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Abb. 111-35: Anreicherung rekombinanter 2F5 Antikorper-ELP-Fusionen durch inverse transition cycling.
Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen und die
Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper. Vier verschiedenen Temperaturen
(37°C; 40°C; 45°C und 50°C) wurden beim inverse transition cycling verwendet. Gleiche Volumina an
Rohextrakten (E) und Uberstanden (U) nach Zentrifugation bei 37°C, 40°C, 45°C und 50°C wurden pro Gelspur
appliziert (10 ul). Von den Proteinpréparationen (P) wurde jeweils 1 pl pro Gelspur aufgetragen. A: Nachweis
von M2F5. N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum. B: Nachweis von M2F5cere. N'2F5iere: 2F5 mit ELP-Fusion an
leichten Ketten aus N. tabacum. C: Nachweis von M2F5neLe. N2F5meLe: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten
aus N.tabacum. D: Nachweis von M2F5ete. N'2FSee: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren
Antikorperketten aus N. tabacum. “"©2F5: 2 ng Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; ELP: elastinahnliches
Polypeptid; MW: Moleku largewicht.

Erwartungsgema konnte in den Praparationen von 2F5 ohne ELP-Fusion (M2F5), der
Antikérper nur im Rohextrakt (E) sowie in den Uberstanden (U) nach Zentrifugation bei
37°C, 40°C, 45°C oder 50°C detektiert werden (Abb. 111-35A). Keine Signale wurden flr die
gelosten Pellets (,,Aggregate®) nach ITC identifiziert. Ein mit Silbernitrat gefarbtes SDS-Gel
bestatigt dies (vgl. Abb. I11-36A). Das gegenteilige Phdnomen wurde fir die ELP-Fusionen
(N'2F5LeLe, M2F5HeLr, 2F5ELr) gezeigt. Die kompletten Antikérper-ELP-Fusionen konnten
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nur in den Rohextrakten und in den gelosten Pellets (ELP-Aggregate, P) nachgewiesen
werden (Abb. 111-35B-D). In den Uberstinden (U) wurden keine Signale erhalten. Lediglich
schwache Banden konnten bei M2F5Lee bei Inkubations- und Zentrifugationstemperaturen
von 37°C und 40°C detektiert werden (Abb. I11-35B).

Fur eine Silber- und Coomassiefarbung der Proteine wurden gleiche Volumina der
Préparationen bei den SDS-Gelen aufgetragen (Abb. 111-36). Dies erlaubt einen direkten
Vergleich der verschiedenen Temperaturen. Geringfugige Unterschiede in der Intensitit der
Bandenfarbung konnten nachgewiesen werden.
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Abb. 111-36: Nachweis der rekombinanten 2F5 Antikorper-ELP-Fusionen nach inverse transition cycling
aus Blattextrakten. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-Gel (6%) unter nicht reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper bzw. die Cele
wurden mit Silbernitrat oder Coomassie® Brilliant Blue gefarbt. Vier verschiedenen Temperaturen (37°C; 40°C;
45°C und 50°C) wurden bei der Reinigung verwendet. Gleiche Volumina an Rohextrakten (E) und der
Praparationen wurden zur Visualisierung (Siloer- oder Coomassiefarbung) pro Celspur aufgetragen. A:
Nachweis von N'2F5 im silber%efarbten SDS-PAA-Gel und durch Western Blot. N'2F5: 2F5 ohne ELP aus
N. tabacum. B: Nachweis von “2F5.eLr im silbergefarbten SDS-PAA-Gel und durch Western Blot. M2F5.eLp:
2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum. C: Nachweis von M2F5uete im silbergefarbten
SDS-PAA-Gel und durch Western Blot. "2F5ueLe: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N. tabacum. D:
Nachweis von “'2F5ece mit Coomassiefarbung und durch Western Blot. N'2F5ee: 2F5 mit ELP-Fusion an

leichten und schweren Antikdrperketten aus N. tabacum. “"°2F5: 2 ng Standardantikdrper 2F5 aus CHO-Zellen;
ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW: Moleku largewicht.

Deutliche Signale waren bei einer Inkubations- und Zentrifugationstemperatur von 40°C bei
allen ELP-Fusionen des Antikdrpers 2F5 erkennbar. Diese Praparationen wurden auRerdem
fur einen Western Blot mit anti-Human Fc-spezifischem Antikorper (vgl. 11.2.4.3) verwendet
und die rekombinanten ELP-Fusionen mit dem berechneten Molekulargewicht (vgl.
Tab. 111-2) bestétigt. Das silbergefarbte SDS-Gel und der Western Blot der Praparation des
2F5 Antikorpers ohne ELP lieferten keine Signale (vgl. Abb. 111-36A). Die Préazipitation der
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Antikérper-ELP-Fusionen erfolgte bereits bei 37°C und einer Salzkonzentration von 2 M
NaCl. Unter physiologischen Bedingungen (150 mM NaCl; 8 mM NayHPO4; 2 mM KH,POy;
pH 7,6) wurden jedoch keine rekombinanten Proteine nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Ahnliche Ergebnisse wurden fir die 2G12 Antikorper erzielt (vgl. Anhang Abb. VII-7 und
Abb. VII-8). Im Gegensatz zu den 2F5 Antikorper- ELP-Fusionen sind bei diesen Varianten
Temperaturen von 45°C und hoher fur eine effiziente Anreicherung via ITC sinnvoll.
Lediglich schwache Banden konnten nach der Farbung der SDS-Gele fiir die Praparationen,
deren Prazipitation bei 37°C und 40°C erfolgte, nachgewiesen werden (vgl. Anhang
Abb. VII-8).

Inwieweit die ELP-Aggregate nach dem Prozess des Phasenubergangs erneut in LOsung
gehen, wurde ebenfalls untersucht. Nach Losung der ELP-Aggregate wurden die unlgslichen
Bestandteile in 72 mM Tris (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 3% (w/v) SDS, 0,25 pM
Bromphenolblau und 5% (v/v) B-Mercaptoethanol gekocht und durch SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Pro Gelspur wurden gleiche Volumina an Proben
appliziert (0,5 ul). Zur Kontrolle diente der jeweilige Pflanzenrohextrakt (10 ul). Die
separierten Proteine wurden auf Nitrocellulose transferiert und die Antikdrperketten mit anti-
c-myc Antikorper, gefolgt von anti-Maus Antikdrper-Peroxidasekonjugat, nachgewiesen.
Abb. 111-37 verdeutlicht, dass mit zunehmender Inkubations- und Zentrifugationstemperatur
die Intensitit der Banden fir leichte und schwere Ketten sowie der entsprechenden
ELP-Fusionen steigt. Dies ist ein Indiz fiir die Loslichkeit der aggregierten Proteine. Je hdher
die Temperatur bei ITC, desto weniger Protein geht anschlieBend in Losung. Anhand der
gefarbten SDS-Gele wird dieser Befund ebenfalls deutlich (vgl. Abb. I11-36B-D).
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Abb. 111-37: Kontrolle der Loslichkeit der 2F5 Antikor per-ELP-Fusionen nach inverse transition cycling.
Die Trennung der Proteine erfolgte unter reduzierenden Bedingungen im SDS-PAA-Gel (12%) und die Western
Blot Analyse mit dem anti-c-myc Antikdrper. Vier verschiedenen Temperaturen (37°C; 40°C; 45°C und 50°C)
wurden bei der Anreicherung verwendet. Unldsliche Bestandteile der Proteinpraparationen wurden in 72 mM
Tris (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 3% (w/v) SDS, 0,25 uM Bromphenolblau und 5% (v/v) B-Mercaptoethanol
gekocht und gleiche Volumina fur die Visualisierung pro Gelspur aufgetragen (0,5 ul). scFv: 20 ng
Einkettenantikorper/c-myc Standard, E: Pflanzenrohextrakt; N'2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum; M2F5ieLe:
2F5 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum; N2F5ueLe: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus
N. tabacum; N'2F5eLe: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikérperketten aus N. tabacum; 2F5-LC:

2F5 leichte Kette; 2F5-HC: 2F5 schwere Kette; 2F5-LCeLr: 2F5 leichte Kette mit ELP-Fusion; 2F5-HCeLr: 2F5
schwere Kette mit ELP-Fusion; ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW: Moleku largewicht.
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Die starksten Signale wurden fir die unloslichen Bestandteile der Praparationen, deren
Anreicherung bei 50°C erfolgte, erhalten. Da fir die Detektion der leichten und schweren
Ketten sowie der ELP-Fusionen der anti-c-myc Antikdrper im Western Blot eingesetzt wurde,
sind die schweren Ketten ohne ELP nur sehr schwer nachweisbar (vgl. Abb. 111-4). Wurde die
Exposition des Rontgenfilms verlangert, waren diese Banden deutlich erkennbar. Signale der
ELP-Fusionen waren in diesem Fall jedoch stark Uberreprasentiert (Daten nicht gezeigt). Die
Banden fir die vier rekombinanten Proteine (2F5-LC, 2F5-HC, 2F5-LCerr und 2F5-HCELP)
sind in Abb. I11-37 mit Pfeilen markiert. Im Rohextrakt von Pflanzen mit Expression des
Nt2F5eLr wurde eine weitere Bande detektiert. Degradation einzelner Antikérperketten kann
fir diese Bande verantwortlich sein. Der 2F5 ohne ELP (M2F5) konnte lediglich im
Pflanzenrohextrakt nachgewiesen werden. Alle weiteren Gelspuren zeigten, wie erwartet,
keine signifikanten Banden.

Die ITC-Technik wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals fir die Anreicherung
von Antikérper-ELP-Fusionen aus Blattextrakten erfolgreich eingesetzt. Inwieweit die
verwendeten Inkubations- und Zentrifugationstemperaturen die Aktivitat der Immunglobuline
beeinflussen, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.
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v Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde erstmals die ELP-Fusionstechnologie zur
pflanzlichen Expression von zwei neutralisierenden Antikorpern gegen HIV angewendet.
Folgende Fragestellungen sollten somit beantwortet werden:

o Steigert die ELP-Fusion von leichten und/oder schweren Antikorperketten die
Akkumulation der Immunglobuline in Pflanzen?

o Wird die Zusammenlagerung der einzelnen Antikorperketten zum vollstandigen
IgG durch ELP behindert?

o Haben die Fusionspartner Auswirkungen auf die posttranslationalen

Modifizierungen der rekombinanten Proteine?

o Ist die Bindung der Antikorper-ELP-Fusionen an das Antigen noch
gewahrleistet?

o Konnen rekombinante anti-HIV ~ Antikorper-ELP-Fusionen das Virus
inaktivieren?

o Inwieweit kann die ELP-basierte Reinigungstechnik auch fir Antikérper-ELP-
Fusionen angewendet werden?

Ob die ELP-Fusionsstrategie tatsachlich vorteilhaft fur die pflanzliche Expression multimerer
Proteine ist, in diesem Fall vollstandiger Antikdrper, wird im folgenden Kapitel unter
Verwendung der Ergebnisse dieser Doktorarbeit diskutiert.

Methoden zur Expression von Immunglobulinen in Pflanzen

Antikérper sind wichtige Proteine zur Diagnose, Therapie und Prophylaxe vieler Krankheiten.
Der Markt fur therapeutische, humane Antikorper steigt zurzeit jahrlich um 21% und wird
2008 etwa 16,7 Milliarden US $ erreichen (Pavlou & Belsey, 2005). Fur die Herstellung von
Immunglobulinen ist ein hoher finanzieller Aufwand notig, der folglich deren Einsatz
erheblich limitiert (Scott, 2005). Expressionssysteme mit einer gesteigerten Ausbeute
und/oder verringerten Produktionskosten sind eine Alternative.

Pflanzen bieten wverschiedene WVorteile bei der Herstellung rekombinanter Proteine
(Ubersichten bei Giddings, 2001 und Teli & Timko, 2004). Die zeitliche Komponente (u. a.
Regeneration der Pflanzen, Herstellung homozygoter Linien) und die entstehenden
Produktionskosten mussen bei der Wahl eines geeigneten pflanzlichen Expressionssystems
besonders beachtet werden (Ubersicht bei Stoger et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die anti-HIV Antikdrper 2F5 und 2G12 mit und
ohne das elastindhnliche Polypeptid (ELP) in Tabakblattern und in Samen produziert. Fir die
Erzeugung von transgenen Pflanzen, die 1gGs akkumulieren, sind in der Literatur
verschiedene Methoden beschrieben.
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Bereits 1988 bzw. 1989 konnte erstmals die Akkumulation von Immunglobulinen in Pflanzen
erfolgreich demonstriert werden (During, 1988; Hiatt et al., 1989). Hiatt et al. kreuzten
Pflanzen, die entweder leichte oder schwere Ketten produzierten und erhielten Nachkommen,
die den vollstdndigen Antikorper bildeten (1,3% TSP). Dabei konnte gezeigt werden, dass flr
eine erfolgreiche Expression des multimeren Immunglobulins im ER/Golgi- Apparat
Signalpeptide erforderlich waren. During et al. (1990) hingegen integrierten die cDNAs
beider Immunglobulingene mit Signalsequenzen der a-Amylase von Gerste in die T-DNA
eines bindren Vektors. In den letzten Jahren wurden weitere 1gG-Molekiile auf diese Art in
transgenen Pflanzen produziert. Das Expressionsniveau der Antikorper betrug generell
weniger als 1% des gesamtloslichen Proteins (Voss et al., 1995; Bouquin et al., 2002; Ko et
al., 2003; Ramirez et al., 2003; Ko et al., 2005). Eine Ausnahme war ein Antikdrper, der
gegen die Cutinase von Botrytis cinerea gerichtet ist. Dieser akkumulierte in Wurzeln
transgener Tabakpflanzen bis zu 1,1% des gesamtléslichen Proteins (Van Engelen et al.,
1994). Ausgehend von den unterschiedlichen Werten fiir die verschiedenen 1gGs wird eine
Abhangigkeit des Expressionsniveaus von der individuellen Antikérpersequenz vermutet.

Bereits 1995 verglichen Ma & Hein in einem Ubersichtsartikel die verschiedenen
Moglichkeiten zur Erzeugung transgener Pflanzen mit Immunglobulingenexpression. Sie
merkten an, dass Kreuzungen im Hinblick auf den zeitlichen Aspekt von Nachteil, bezogen
auf das Expressionsniveau der rekombinanten Proteine jedoch von Vorteil sind. Zur
effizienten Produktion kompletter  Antikbrper in transgenen Pflanzen miissen
Kreuzungspartner mit anndhernd gleichem Expressionsniveau ausgewéhlt werden. Fir die
pflanzliche Produktion der anti-HIV Antikdrper wurden daher im Rahmen der vorliegenden
Arbeit T;-Pflanzen ausgewahlter To-Tabaklinien gekreuzt (vgl. Kapitel 111.3).

Zur Minderung der Zeitspanne bei der Regeneration transgener Pflanzen mit multimeren
rekombinanten Proteinen findet die Co-Transformation Anwendung (De Wilde et al., 2002;
Rademacher et al., 2008). Vektoren, die jeweils die codierenden Sequenzen fir leichte oder
schwere Immunglobulinketten enthalten, werden hierfur gleichzeitig beim Gentransfer
eingesetzt. De Neve et al. (1993) erzeugten mit dieser Methode Arabidopsis- und
Tabakpflanzen, die den MAK33 Antikorper akkumulierten. Verglichen mit dem Verfahren
der Kreuzung transgener Pflanzen waren die Expressionshohen wiederum deutlich geringer
(< 1% TSP). Die Mengen der antigenbindenden Antikdrper im Pflanzenextrakt wurden direkt
bestimmt und nicht die Konzentration des akkumulierten 1gGs. Das Immunglobulin wurde
mit unterschiedlicher Effizienz im Kallus von N. tabacum (0,48% TSP) und von A. thaliana
(0,22% TSP) exprimiert. Um Pflanzen mit einem angemessenen Akkumulationsniveau des
rekombinanten Proteins zu erhalten, musste jedoch eine gréRere Anzahl an Transformanten
untersucht werden. De Neve et al. (1993) analysierten 103 Pflanzen und identifizierten
lediglich zwei mit einer Expression des antigenbindenden Immunglobulins von mehr als 1%
TSP.
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Die Verwendung sogenannter Tandemkonstrukte (beide Immunglobulingene auf einer
T-DNA) bei der Tabaktransformation schied in der vorliegenden Arbeit wegen der hohen
Repetitivitdt der Sequenz des elastindhnlichen Fusionspartners und die dadurch bedingte
genetische Instabilitit aus. Weiterhin sprachen der bereits erwdhnte hdhere
Selektionsaufwand, das verminderte Expressionsniveau der Immunglobulingene und eine
gezielte Kombination ausgewéhlter Elternlinien bei den Kreuzungen gegen die letztgenannte
Methode, aber auch gegen die Co-Transformation.

Akkumulation rekombinanter Antikdrper in transgenen Pflanzen

Die innerhalb der Doktorarbeit regenerierten To-Pflanzen wiesen keine Unterschiede in der
Akkumulation der rekombinanten Proteine auf (vgl. Kapitel 111.2.2). Alle analysierten
Pflanzen eines Transformationsansatzes zeigten vergleichbare Expressionsniveaus. Fir die
Kreuzungen wurden Linien mit single locus Insertion des Transgens verwendet.

Bouquin et al. (2002) erzeugten transgene A.thaliana mit einem Antikdrper gegen das
Rhesus D Antigen unter Verwendung von Tandemkonstrukten, aber auch durch Kreuzung
ausgewahlter Pflanzen mit Expression der individuellen Immunglobulingene. Eindeutige
Unterschiede in der Akkumulationshdhe des Immunglobulins konnten nachgewiesen werden,
wobei sich die Kreuzung wieder als vorteilhaft erwies (0,6% TSP). Die Akkumulation
verschiedener 1gG-, aber auch IgA-Molekile konnte ebenfalls nach Kreuzungen transgener
Pflanzenlinien in den Nachkommen gezeigt werden (Ma et al., 1994; Ma et al., 1995; Khoudi
et al., 1999). Die Produktion eines katalytischen Antikérpers (14D9) in Blattern und Samen
transgener Tabakpflanzen nach Kreuzung der entsprechenden Linien mit leichter oder
schwerer Kette ist ein weiteres Beispiel (Petruccelli et al., 2006). Die Akkumulation der
kompletten Antikorper im pflanzlichen ER wurde unter Verwendung eines Sandwich-ELISAs
auf 5,2% TSP in Blattern und auf 0,41% (35S-Promotor) bzw. 1,08% TSP (a’subunit
B-Conglycinin Promotor) in Samen bestimmt. Die nachgewiesene Menge des Antikorpers
ohne ER-Retentionssignal (KDEL) war in Tabakblattern halbiert und in Samen sogar 10-fach
niedriger. Eine Expressionssteigerung von Einkettenantikérpern (scFv) im Cytosol durch das
C-terminale ER-Retentionssignal KDEL wurde bereits von Schouten et al. (1997)
beschrieben (Konstrukte ohne Signalpeptide). Fiedler et al. (1997) bestatigten dies bei der
Produktion eines scFv mit C-terminalem KDEL in Tabakblattern und in Samen (Konstrukte
mit Signalpeptiden). Auch bei Immunglobulin G-Molekiilen konnten De Wilde et al. (2002)
eine deutlich ernohte Akkumulation von Antikdrpern mit KDEL nachweisen. Das KDEL
ER-Retentionssignal wurde hierfur C-terminal mit den leichten Ketten fusioniert. Die
Expression konnte um das 5-fache auf 0,5% TSP in Kartoffelknollen gesteigert werden.
Inwieweit dies auch fur die Expression der beiden anti-HIV Antikorper zutrifft, ist noch
unklar.

Unterschiede im Akkumulationsniveau der individuellen Immunglobulinketten, aber auch
entsprechender ELP-Fusionen, wurden in transgenen Blattern und Samen nachgewiesen (vgl.
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Abb. 111-4, Abb. ll1I-5, Abb. I11-6). Leichte Ketten wurden starker detektiert. Dies steht im
Widerspruch zu den Untersuchungen von Hiatt et al. (1989) und Petruccelli et al. (2006).
Hiatt et al. belegten eine hohere Expression der schweren Ketten. Bei der Akkumulation des
kompletten Antikbrpers nach Kreuzung ausgewéhlter Linien wurden jedoch kaum
Unterschiede zwischen den einzelnen Immunglobulinketten identifiziert und die Mengen
beider rekombinanter Proteine waren deutlich erhoht. Dies liel} eine verbesserte Stabilitat des
1gGs vermuten.

Bei den Untersuchungen von Petruccelli et al. (2006) wurden leichte Ketten eines mit KDEL
versehenen Antikorpers mit 0,16% bis 0,5% TSP exprimiert. Die Akkumulation der schweren
Ketten hingegen lag mit 0,41% bis 1,25% TSP deutlich darlber. Zum Nachweis der
Antikdrperketten wurden spezifische Antikorper, die gegen bestimmte Bereiche der
Immunglobuline gerichtet sind, in einem Sandwich-ELISA eingesetzt. Hiatt et al. (1989)
verwendeten ebenfalls mehrere spezifische Antikorper gegen 1gGs von M&usen.

Der Nachweis der Expressionsniveaus rekombinanter Proteine in den erzeugten To-Pflanzen
erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch Western Blot Analyse mit einem c-myc spezifischen
Antikdrper (Evan et al., 1985). Da Unterschiede in der Akkumulation der einzelnen
Antikdrperketten auch bei den ELP-Fusionen ausgepragt waren (vgl. Kapitel 111.2.2), kann
nicht von einer verminderten Zugénglichkeit des c-myc Epitops bei den rekombinanten
schweren Ketten ausgegangen werden. Die Quantifizierung assemblierter Antikdrper in
Pflanzenextrakten erfolgte ebenfalls durch Western Blot Analyse. Die Menge an
antigenbindenden Antikorpern in den Pflanzenextrakten wurde nicht bestimmt. Fir die
Detektion der schweren Ketten bzw. der entsprechenden ELP-Fusionen, die den limitierenden
Faktor bei der Zusammenlagerung zum IgG darstellten, wurde ein Antikérper verwendet, der
gegen den Fc-Teil gerichtet ist (vgl. Abb. 111-11). Bereits Law et al. (2006) zeigten, dass die
leichten Ketten eines im Maisendosperm exprimierten Antikdrpers in drei Formen vorlagen,
namlich als Bestandteil des assemblierten 1gGs, als freie Monomere oder Dimere.
Rekombinante schwere Ketten hingegen wurden lediglich als Komponenten des vollstdndigen
Antikdrpers nachgewiesen. Bei einem Vergleich der mRNA der Immunglobulingene wurden
in zwei von drei Experimenten Unterschiede zwischen LC und HC erhalten. Deutlich weniger
LC mRNA wurde detektiert. Das Auftreten der freien leichten Ketten (Monomer oder Dimer)
im Gegensatz zu den proportional hdheren Konzentrationen an HC mRNA verdeutlicht, dass
ein geringer Anteil an schweren Ketten der limitierende Faktor bei der Produktion kompletter
Antikdrper im Maisendosperm ist.

Antikdrper gegen HIV akkumulierten in Tabakblattern von hemizygoten F-Pflanzen lediglich
mit 0,1% TSP (2F5, vgl. Abb. 111-12). Eine Steigerung des Expressionsniveaus um ca. 100%
konnte bei homozygoten Pflanzen, die mit Hilfe der DH-Technik erzeugt wurden,
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 111-18). In Samen homozygoter Pflanzen (Expression der
Transgene unter Kontrolle des USP-Promotors) akkumulierten assemblierte 2F5 Antikérper
mit 0,1% TSP. Vollstandige 2G12 Antikorper wurden in Tabakblattern mit 0,4% des
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gesamtloslichen Proteins nachgewiesen. Obwohl dies verhdltnismél3ig geringe Mengen des
rekombinanten Proteins sind, liegen die Werte jedoch im Bereich der bereits publizierten
Ergebnisse von assemblierten 1gG-Molekilen. Auler bei den Untersuchungen von Petruccelli
et al. (2006) sind alle bisher erreichten Akkumulationsh6hen der rekombinanten
IgG-Molekiile gering (siehe oben) und unterschreiten deutlich die Werte von stabil
exprimierten Einkettenantikrpern (De Jaeger et al., 2002; Van Droogenbroeck et al., 2007)
oder Antikdrpern, die transient exprimiert wurden (Giritch et al., 2006). Die Ergebnisse der
pflanzlichen Expression beider anti-HIV Antikorper grenzen sich lediglich von Hiatt et al.
(1989) und Petruccelli et al. (2006) ab. Wobei fir die Untersuchungen von Hiatt et al.
anzumerken ist, dass die verwendeten Konstrukte kein KDEL Signal aufwiesen.

Differenzen in der Akkumulation von 2F5 und 2G12 in Tabakblattern verdeutlichen, dass
selbst Proteine mit einer hohen Homologie in der AS-Sequenz (Unterschiede in variablen
Regionen der Antikorperketten), unterschiedlich exprimiert werden. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Abweichungen bei der Akkumulation von 2F5 und
2G12 wurden ebenfalls von T. Rademacher (RWTH Aachen, Aachen, BRD) flir Tabakblatter
und BY2 Suspensionszellkulturen bestétigt (unveroffentlicht).

Expressionssteigerung von rekombinanten Proteinen in Pflanzen

Zur Extraktion der rekombinanten Proteine aus Pflanzenmaterial sollte jedoch ein gewisses
Expressionsniveau des Transgens erzielt werden. Nur so kann die Menge des zu
verarbeitenden Materials minimiert werden. Nach Obregon et al. (2006) ist ein Gehalt von
1% des rekombinanten Proteins am gesamtldslichen Protein erstrebenswert. Fir eine
Steigerung der heterologen Genexpression in E. coli werden rekombinante Proteine mit einem
LPartnere fusioniert. Dies fihrt zur Erhdhung der Translation der mRNA, Verbesserung der
Loslichkeit oder Faltung der Proteine, aber auch zur positiven Beeinflussung der
Proteinstabilitat (Ubersicht bei La Vallie & McCoy, 1995). Mainieri et al. (2004) fusionierten
Phaseolin (Samenspeicherprotein der Bohne) mit 89 AS von y-Zein (Samenspeicherprotein
von Mais) und bezeichneten das resultierende Protein als Zeolin. Sie postulierten, dass
aufgrund einer verstarkten Interaktion mit dem Chaperon BiP Uber y-Zein und der Retention
von y-Zein im ER das Fusionsprotein Zeolin stabiler ist und erklaren somit die Erh6hung der
Akkumulation.  Zur  Steigerung der Expression pharmazeutischer, aber auch
veterindrmedizinischer Proteine wurden verschiedene Fusionspartner studiert. Spiegel et al.
(1999) untersuchten die Akkumulation eines Einkettenantikdrpers (scFv24) als Fusionsprotein
mit vier verschiedenen ,Partnern® (Glutathion-S-Transferase, Thioredoxin von Tabak und
E. coli, Hillprotein des Tabakmosaikvirus). Die N-terminale Fusion des scFv mit Glutathion-
S-Transferase (GST) flihrte zu einem Gehalt des Antikérperfragments von 2,3 pg pro Gramm
Blattmaterial (ER-Retention). Im Cytoplasma konnten lediglich Antikdrperderivate mit
Fusion des Hiillproteins vom Tabakmosaikvirus nachgewiesen werden. Allerdings wurde die
cytoplasmatische Akkumulation durch das C-terminale KDEL um das 3-fache erhdht. Eine
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Steigerung der Produktion des HIV-1 Antigens p24 wurde durch Fusion mit IgA (02 und o3
Doméanen humaner schwerer Ketten) erzielt (Obregon et al., 2006). Gil et al. (2001)
fusionierten ein Peptid des Canine Parvovirus (CPV) mit B-Glucuronidase und zeigten ein
Expressionsniveau von bis zu 3,3% TSP in A. thaliana. Keinen Erfolg erzielten sie bei der
Fusion eines strukturellen Proteins des Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV) mit
Ubiquitin  oder mit dem N-terminalen Teil der kleinen Untereinheit der
Ribulosebisphosphatcarboxylase (Gil et al., 2006).

Elastindhnliche Polypeptide (ELPS) besitzen drei besondere Eigenschaften im Hinblick auf
die Produktion rekombinanter, pharmazeutisch relevanter Proteine in Pflanzen. Zum einen
sind sie biologisch wvertraglich (Urry et al., 1991b) und koénnen als Bestandteile von
microbicides eingesetzt werden (vgl. Kapitel 1.2). Sie weisen einen temperaturabhéngigen
Phaseniibergang auf, der fir die Reinigung verwendet werden kann und steigern zusatzlich
die Akkumulation rekombinanter Proteine (Meyer & Chilkoti, 1999; Scheller et al., 2004;
Scheller et al., 2006; Patel et al., 2007).

Da Antikérper in hohen Mengen flr die passive Immunisierung, aber auch flr diagnostische
Zwecke benotigt werden (2 bis 5 g reiner Herceptin Antikdrper fur einen Brustkrebspatienten
pro Jahr, Ubersicht bei Gomord et al., 2004), ist die ELP-Fusionsstrategie eine Mdglichkeit
zur Produktionssteigerung rekombinanter 1gGs. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
die ELP-Fusionsstrategie erstmals zur Akkumulation multimerer Proteine, speziell
vollstandiger Immunglobuline, in Pflanzen angewandt.

ELP-basierte Steigerung der Akkumulation rekombinanter Proteine in Pflanzen

Nach Infiltration rekombinanter Agrobakterien konnten die individuellen Antikdrperketten
und auch deren ELP-Fusionen in Tabakblattern nachgewiesen werden. Die C-terminale
ELP-Fusion erhohte die Expression beider Immunglobulingene (vgl. Abb. I11-2). Bereits Patel
et al. (2007) verbesserten durch ELP die transiente Expression von humanen Interleukin-10
(IL10) und murinen Interleukin-4 (IL4) um das 15- bzw. 19-fache. Die Expression des
Tragfadenseidenproteins MaSp2 konnte durch Fusion mit 27 Aminosduren eines
elastindhnlichen Peptids im transienten System um das 100-fache gesteigert werden. Patel et
al. postulierten, dass aufgrund nicht vorhandener Positionseffekte bei der transienten
Genexpression, dies die geeignete Methode zur Verdeutlichung der ELP-Wirkung auf die
Akkumulation rekombinanter Proteine ist. Im Hinblick auf die Untersuchungen von Patel et
al. (2007) muss jedoch bedacht werden, dass die Mengen der rekombinanten Proteine ohne
ELP-Fusion nach transienter Expression extrem niedrig waren (ca. 0,05% TSP flr IL10, ca.
0,05% TSP flr 1L4).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Phdnomen der Expressionssteigerung der
individuellen Immunglobulingene transient nach Agrobakterium-Injektion (vgl. Abb. 111-2)
und in Blattmaterial stabil transformierter Tabakpflanzen (vgl. Abb. Il11-4), aber auch in
Samen nachgewiesen (vgl. Abb. IlI-5, Abb. I1I-6). Fir jedes bei der Transformation
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verwendete Konstrukt wurden mehrere Pflanzen hinsichtlich der Transgenakkumulation
analysiert (vgl. Anhang Tab. VI1I-1). Unterschiede in der Expressionshdhe des rekombinanten
Proteins zwischen verschiedenen Pflanzen eines Transformationsansatzes, die auf
unabhéngige Transformationsereignisse zurtickgingen, traten nicht auf. Daraus folgt, dass die
beobachtete Expressionserhdhung nicht auf zuféllige Positionseffekte des Transgens
zuruckzufuhren ist, sondern ELP fir die Steigerung verantwortlich ist. Scheller et al. (2004)
und Patel et al. (2007) zeigten ebenfalls die wverstdrkte Produktion von synthetischen
Spinnenseidenproteinen mit ELP in transgenen Tabakpflanzen. Die Expression des
Tragfadenseidenproteins MaSp2 wurde durch Fusion mit 27 Aminosauren eines
elastindhnlichen Peptids um das 60-fache gesteigert (Patel et al., 2007). Dieser Effekt wird
jedoch durch die geringe Expression von MaSp2 ohne ELP relativiert (0,0125% TSP). Der
Gehalt an funktionellen Einkettenantikorpern mit C-terminaler Fusion wvon 100
Wiederholungen des Pentapeptids VPGXG, das dem hydrophoben Bereich des Tropoelastins
entstammt, wurde in Tabaksamen um das 40-fache bis auf 20% TSP erhtht (Scheller et al.,
2006). Die ELP-Fusionsstrategie fand auch bei der pflanzlichen Produktion pharmazeutisch
relevanter Proteine Anwendung. Patel et al. (2007) konnten ebenfalls im stabilen System eine
Akkumulationssteigerung von IL4 und IL10 um das 85- bzw. 90-fache zeigen, wobei die
Expressionsniveaus von IL4 ohne ELP (0,001% TSP) und 1L10 ohne ELP (0,0002% TSP)
kaum nachweisbar waren.

In Blattern von im Rahmen der Doktorarbeit erzeugten Fi-Tabakpflanzen konnte durch
C-terminale ELP-Fusion von allen vier 2F5 Antikorperketten die Akkumulation des
assemblierten 1gGs um das 6-fache gesteigert werden. Die Mengen der Antikdrpervarianten
mit ELP an leichten oder schweren Ketten waren um das 3-fache bzw. Doppelte hdher als die
des 1gGs ohne ELP (vgl. Kapitel 111.3). Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir homozygote
DH-Linien mit samenspezifischer Expression der 2F5 Immunglobulingene erhalten (vgl.
Anhang VIL5). Die Akkumulation der 2G12 Antikérpervarianten ist, wie bereits erwéahnt, im
Vergleich zu 2F5 generell besser. Das rekombinante 1gG 2G12 ohne ELP wurde mit 0,4% am
gesamtloslichen Protein im Blatt nachgewiesen und die ELP-Varianten 2G12LeLp und
2G12eLr zeigten Expressionshohen von ca. 1% TSP. Eine Ausnahme war 2G12 mit
C-terminaler ELP-Fusion an den schweren Ketten. Dieses Protein wurde in sehr geringer
Konzentration im ER akkumuliert (ca. 0,1% TSP).

Da alle im Rahmen der Arbeit ermittelten Expressionsniveaus der ELP-Fusionen relativ zum
jeweiligen Antikorper aus CHO-Zellen bestimmt wurden, sind die Mengen an den
»gesamten® Fusionsproteinen deutlich unterbewertet. Trotzdem wurden die von Patel et al.
(2007) erhaltenen Steigerungen nicht erzielt. Eine Ursache hierfur kann die L&nge des
verwendeten ELP-Fusionspartners sein. Bereits Meyer & Chilkoti (1999) zeigten, dass in
E. coli die Menge an exprimierten Fusionsproteinen mit zunehmender L&nge der ELPs sank.
Die Expression rekombinanter Spinnenseidenproteine konnte durch Fusion mit 100
Wiederholungen des elastinéhnlichen Pentapeptids von 0,5 bis 2% TSP (Scheller et al., 2001)
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auf 0,5 bis 4% gesteigert und somit lediglich verdoppelt werden (Scheller et al., 2004). Im
Hinblick auf eine effiziente Fallung von Spinnenseide-ELP bei dem temperaturabhdngigen
Phasenibergang wurde als Fusionspartner jedoch 100XELP gewahlt. Da bei den Antikdrper-
ELP-Fusionen das gleiche elastindhnliche Polypeptid verwendet wurde, kann dies die
vermeintlich geringen Steigerungen bei einzelnen Antikdrperketten und auch bei den
vollstdndigen Immunglobulinen erklaren (vgl. Abb. IlI-4, Abb. I11-12). Die geschétzten
Expressionsniveaus lagen ebenfalls deutlich unter den Werten der Einkettenantikérper (scFvs)
von Scheller et al. (2006). Im Gegensatz zu scFvs sind 1gGs multimere Proteine mit einem
deutlich hoheren Molekulargewicht. Die Komplexitat dieser Molekiile kann die Unterschiede
in der Akkumulationshéhe der rekombinanten Proteine mit und ohne ELP begriinden.

Patel et al. (2007) postulierten, dass die ELP-Expressionssteigerung zum einen durch die
Interaktion mit dem ER-Chaperon BIiP erklart werden kann. Sie wirde somit dhnlich wie bei
Zeolin erfolgen (Mainieri et al., 2004). Zum anderen weisen sie auf einen moglichen
synergistischen Effekt von KDEL ER-Retention und ELP-Fusion hin. Bestatigen konnten
Patel et al. (2007) diese Hypothese jedoch nicht. Bei der pflanzlichen Expression von
scFv-ELP-Fusionen im Cytosol und ER wvon Tabakpflanzen wurden vergleichbare
Akkumulationshdhen nachgewiesen (Leps, 2002). Dies unterstitzt die Annahme von Patel et
al. (2007) nicht. Die erndhten Gehalte der ELP-Fusionen in Rohextrakten von Tabakb lattern
oder Samen koénnen auch mit einer verbesserten Loslichkeit der rekombinanten Proteine
erklart werden. Genauere Untersuchungen zu dieser Theorie gibt es noch nicht, jedoch erste
Hinweise. Meyer & Chilkoti (1999) exprimierten das relativ unlésliche Tendamistat als
Thioredoxin-Fusion mit und ohne ELP in E. coli. Die Tendamistat-Thioredoxin-ELP-Fusion
konnte mit einer Konzentration von 40 mg/l nachgewiesen werden. Diese war somit deutlich
hoher als die Tendamistat-Thioredoxin-Fusion (10 mg/l). Die Vermutung, dass ELP die
Loslichkeit des Fusionsproteins zusétzlich zum Thioredoxin steigert, liegt somit nahe.

Die Zusammenlagerung einzelner Ketten zu den vollstandigen Immunglobulin-ELP-Fusionen
in Tabakblattern schlieBt einen negativen Einfluss der elastindhnlichen Polypeptide auf die
Bildung von Antikorpern eindeutig aus (vgl. Abb. 111-10, Abb. I11-13, Abb. 111-14,
Abb. I11-21). Durch die verstarkte Akkumulation der schweren Ketten ohne ELP im Beisein
von LC-ELP-Fusionen wird eine zusatzliche Stabilisierung des gesamten 1gGs durch ELP
vermutet (vgl. Abb. 111-11). Besonders die Fusion zwischen ELP und den schweren Ketten
kdnnte positiv auf die Stabilitdt des kompletten 2F5 Antikérpers wirken, da die Konzentration
der schweren Ketten limitierend bei der Zusammenlagerung ist (siehe oben). Bei den 2G12
Varianten trifft diese Hypothese allerdings nicht zu, da in diesem Fall die Variante mit ELP
ausschliellich an den schweren Ketten (2G12HeLr) nur mit einem sehr geringen Anteil am
gesamtloslichen Protein nachgewiesen wurde (vgl. Kapitel 111.3). Aufgrund der relativ hohen
Akkumulationsniveaus ist die Stabilitat der weiteren 2G12 ELP-Fusionen und auch die des
2G12 ohne ELP durchaus gegeben.
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Durch C-terminale Fusion mit dem elastindhnlichen Polypeptid kann die Degradation von
schweren Ketten in Samen jedoch nicht verhindert werden (vgl. Abb. I11-5, Abb. 111-6). Auch
bei den wollstindigen Antikérpern wurden die Abbauprodukte noch nachgewiesen (vgl.
Abb. 111-13D, Abb. 111-14B) und die Hypothese wvon Petruccelli et al. (2006) zum
Vorhandensein einer samenspezifischen Protease, die ein bestimmtes Motiv innerhalb der
schwere Kette erkennt und spaltet, bestatigt.

ELP-basierte Reinigung pflanzlich exprimierter Fusionsproteine

Affinitatschromatographie unter Verwendung wvon Protein A oder Protein G sowie
lonenaustauschchromatographie werden zur Reinigung grolRer Mengen rekombinanter
Antikérper fir in vivo und in vitro Applikationen verwendet (Ubersicht bei Schmidt, 1989).
Fir einen hohen Reinheitsgrad sind in speziellen Féllen jedoch zusétzliche Schritte
notwendig. Die Affinitatschromatographie mit antikérperbindenden Proteinen (Antigen,
Protein A oder G) ist teuer und setzt die Kopplung dieser Polypeptide an einer festen Matrix
voraus. Dies wiederum kann die Bindungskapazitat der Saule gegeniiber dem AntikOrper
deutlich minimieren.

Eine Extraktion von Proteinen aus Pflanzen ist aufgrund des Auftretens von phenolischen
Substanzen, Pigmenten und anderen Sekunddrmetaboliten extrem schwierig und erfordert
mehrere Filtrations-, aber auch Reinigungsschritte, u.a. lonenaustausch, Gelfiltration und
Affinitatschromatographie (Ubersicht bei Jervis & Pierpoint, 1989). Unterschiede in fixen
Kosten bei der Reinigung rekombinanter Proteine aus Saugerzellkulturen oder pflanzlichen
Systemen gibt es nicht (Davenport, 2005), da u. a. die gleichen technischen Geréte eingesetzt
werden. Die Kosten fir die Reinigung kdnnen bei einem Produkt, bei demeine hohe Reinheit
gefordert wird, jedoch bis zu 80% der Gesamtkosten betragen (Ubersicht bei Kusnadi et al.,
1997). Beispiele fur derartige Proteine sind u. a. rekombinante AntikGrper, die in grof3en
Mengen fur humanmedizinische Anwendungen bendtigt werden. Die entstehenden
Produktionskosten von einem Gramm Ausgangsmaterial liegen im Fall von transgenen
Pflanzen insgesamt jedoch deutlich unter dem Niveau von CHO-Zellen und von transgenen
Tieren (Ubersicht bei Dove, 2002). So wird angenommen, dass bei gleichen Kosten fiir die
Reinigung und bei ebenfalls gleichen Verlusten wéhrend dieses Prozesses, die Produktion
eines 1gA-Molekiils in transgenen Pflanzen deutlich preiswerter ist (Ubersicht bei Daniell et
al., 2001).

Zur Minimierung der entstehenden Gesamtkosten bei der Herstellung rekombinanter
AntikGrper konnen alternative Reinigungsmethoden eingesetzt werden. Die Fusion der
Immunglobuline mit dem elastindhnlichen Polypeptid er6ffnet neue Mdaglichkeiten der
Antikdrperreinigung, da eine Anreicherung der 1gGs aus dem Pflanzenextrakt erfolgen kann.
Vorteile der ELP-basierten Reinigungstechnik sind die Senkung der anfallenden Kosten
aufgrund wegfallender Chromatographiesdulen sowie spezieller Arbeitsgerate, die
gunstigeren Bedingungen fir Separation und Ricklésung der Fusionsproteine, die Reduktion
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des Zeitaufwands und die Moéglichkeit mehrere Proteine simultan zu bearbeiten (Meyer &
Chilkoti, 1999). Letztendlich ist dieses Verfahren auch unabhdngig von speziellen
Expressionsvektoren oder -systemen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erste Experimente zur Anreicherung der
ELP-Fusionen aus Blattextrakten durchgefuhrt (vgl. Kapitel 111.7). Die Ergebnisse bestétigen
die Anwendung dieses Verfahrens bei rekombinanten Proteinen aus Pflanzen im
Labormalistab. AulRerdem demonstrieren sie den erfolgreichen Einsatz fir die Anreicherung
von verschiedenen Antikdrper-ELP-Fusionen. Die angewendete Methode muss
selbstverstandlich  fir  jede  Antikdrpervariante  hinsichtlich  Inkubations-  und
Zentrifugationstemperatur optimiert werden.

Die Verwendung des Phasenilbergangs der ELPs fur die Reinigung heterolog exprimierter
Fusionsproteine wurde 1999 unter dem Begriff inverse transition cycling (ITC) von Dan
Meyer und Ashutosh Chilkoti beschrieben. Neben der erfolgreichen Isolation relativ kleiner
Proteine (<20 kDa) wiesen sie bereits auf die Applikation dieser Methode bei
Immunkomplexen (> 230 kDa) hin. Neben mehreren heterologen ELP-Fusionsproteinen
(Shimazu et al., 2003; Trabbic-Carlson et al., 2004a; Trabbic-Carlson et al., 2004b; Chow et
al., 2006) wurden auch Antikérper durch den Einsatz von ELP-Protein L-, ELP-Protein G-
oder ELP-Protein L/G-Fusionen aus Tierserum und Hybridomzellen isoliert (Kim et al.,
2005). Scheller et al. (2004) berichteten erstmalig von der Reinigung rekombinanter
Spinnenseiden-ELP-Fusionen aus Tabakblittern. Von einem Kilogramm Blattmaterial
wurden 80 mg Spinnenseiden-ELP-Fusionsprotein gewonnen und zur Beschichtung von
Kulturplatten fir Sdugerzellen sowie Chondrozyten eingesetzt. Die ELP-basierte Reinigung
wurde weiterhin bei einem Fragment von einem natlrlichen Inhibitor des IL6
Transsignallings mit C-terminaler ELP-Fusion angewendet (mini-sgp130-ELP, Lin et al.,
2006). Bei dem Verfahren, bestehend aus zwei Runden ITC, wurde lediglich 10 g
Blattmaterial eingesetzt und die erhaltene Extraktionsfraktion nochmals  mit
GrolRenausschlusschromatographie gereinigt. Das reine Protein war biologisch aktiv (Lin et
al., 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die beiden zuletzt genannten Beispiele
verdeutlichen den moglichen Einsatz der ITC-Technologie bei der Reinigung pharmazeutisch
relevanter, pflanzlich exprimierter Proteine. Rekombinante Antikorper- ELP-Fusionen kénnen
mit dieser Technik aus Pflanzenextrakten stark angereichert werden. Fir eine ausreichende
Reinheit der Immunglobuline fir medizinische Anwendungen wird jedoch ein abschlieRender
Reinigungsschritt notwendig sein. Die biologische Vertraglichkeit der ELPs ermdglicht die
Verwendung der rekombinanten Antikdrper-ELP-Fusionen ohne Abspaltung der ELPs als
Komponenten von microbicides im Vaginalbereich zur Verhinderung von HIV-Infektionen.
Durch die verstarkte Akkumulation der Antikérper-ELP-Fusionen und eine preiswertere
Reinigung konnen die anfallenden Gesamtkosten bei der Produktion der rekombinanten
Proteine deutlich gesenkt werden.
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N-Glycosylierung rekombinanter Antikorper aus Pflanzen

Die Anwendung der ELP-Technologie zur Steigerung der Antikérperakkumulation erfordert,
die Funktionsfahigkeit dieser Fusionsproteine eingehend zu untersuchen. AntikOrper sind
bifunktionelle Molekile, die zum einen direkt Uber ihre Paratope mit Antigenen in Kontakt
treten und so z. B. die Neutralisation eines Pathogens, u. a. Virus, ermdglichen. Zum anderen
besitzen 1gGs sogenannte Effektorfunktionen (ADCC, Komplementaktivierung) bei der
Immunantwort tber ihren Fc- Teil.

Wie bereits erwdhnt, beeinflussten die C-terminalen ELP-Fusionen an leichten und/oder
schweren Ketten die Zusammenlagerung zum vollstindigen Immunglobulin nicht.
Assemblierte 2F5 sowie 2G12 AntikOrpervarianten wurden in Blatt- und Samenextrakten
transgener Fi-Pflanzen nachgewiesen. Eventuell werden Antikorper durch ELP-Fusionen
sogar stabilisiert.

Die biologische Aktivitat von Proteinen ist u. a. abhdngig von Oligosacchariden, die an das
Asparagin der AS-Sequenz N-X-T/S (X = jede AS auller Prolin) gebunden sind. Im Fall von
Antikérpern besitzt die N-Glycosylierung Auswirkungen auf die Halbwertszeit der 1gGs im
Blut und die Fahigkeit, das Immunsystem zu stimulieren (Ubersicht bei Jefferis, 2005).
Proteinfaltung, Ligandenbindung und Verteilung der Proteine nach deren Expression, aber
auch die Proteinstabilitat konnen durch Anfiigen von Glycanen beeinflusst werden (Ubersicht
bei Walsh & Jefferis, 2006). Viele therapeutische Antikorper sind vom 19Gi1-Typ und
vermitteln  die  Fc-basierten  Funktionen  (Effektorfunktionen), zu denen die
antikOrperabhangige zellvermittelte Cytotoxizitdt (ADCC, engl. antibody dependent cellular
cytotoxicity) sowie die Komplementaktivierung zihlen (Ubersicht bei Adams & Weiner,
2005). Uber bestimmte Fc-Rezeptoren (FeyRI, FeyRII, FeyRII) erfolgt eine Bindung von
verschiedenen Zellen des Immunsystems an die Fc-Teile von Antikérpern (ADCC). Diese
Zellen schadigen durch Phagozytose das gebundene Target (Zielstruktur, z. B. Viruspartikel).
Der klassische Weg der Komplementaktivierung wird ebenfalls durch Antigen-Antikorper-
Komplexe stimuliert. Die Vernichtung des Pathogens wird hierbei durch Lyse oder
Phagozytose erreicht.

Konformationsanderungen im Bereich der Cny2-Domédne von AntikGrpern ereigneten sich
aufgrund angeflgter Oligosaccharide und kdnnen die Bindungsstellen von Fc-Rezeptoren und
C1-Liganden (Komponenten des Komplementsystems) beeinflussen (Mimura et al., 2000).
Im Hinblick auf den therapeutischen Einsatz rekombinanter Antikérper ist demzufolge die
Analyse der N-Glycosylierung an den schweren Ketten notwendig. Oligo-mannosidische
N-Glycane (OMT) der Glycoproteine aus Pflanzen oder S&ugern besitzen die gleiche Struktur.
Pflanzliche N-Glycane vom komplexen Typ (CT) unterscheiden sich jedoch von denen aus
tierischen Organismen (Cabanes-Macheteau et al., 1999; Bardor et al., 2003). Obwohl
Kohlenhydrate aufgrund fehlender T-Zellepitope eine geringe Immunogenitdt aufweisen
(Ubersicht bei Sepalla & Makela, 1997), zeigen einige Studien die Bildung von Antikdrpern

gegen PB(1,2)-Xylose- und a(1,3)-Fucosereste der pflanzlichen CT N-Glycane in
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verschiedenen Labortieren (Faye et al.,, 1993; Bardor et al., 2003; Jin et al., 2006). Nach
Injektion von Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase) und rekombinanten
IgG (Guy’13, Ma et al., 1994) aus Pflanzen in BALB/c Mé&use konnten jedoch keine
glycoproteinspezifischen Antikorper nachgewiesen werden (Chargelegue et al., 2000). Die
Bildung von Antikérpern gegen B(1,2)-Xylose- und a(1,3)-Fucosereste und deren Effekte
werden kontrovers diskutiert (Jin et al., 2006). Unabhdngig davon werden jedoch
verschiedene Ansdtze verfolgt, um die Entstehung putativ immunogener, pflanzlicher CT
N-Glycane zu unterbinden (Ubersicht bei Saint-Jore-Dupas et al., 2007). Eine wichtige
Strategie zur Vermeidung dieser Glycanstrukturen, die auch im Rahmen der vorliegenden
Doktorarbeit angewendet wurde, ist die Retention der rekombinanten Antikdrper im
pflanzlichen ER. Dies wird in Eukaryonten durch C-terminale HDEL oder KDEL Sequenzen
ermoglicht (Gomord et al., 1997; Pagny et al., 2000). Der Effekt wird zum einem durch die
strenge Retention der Proteine in diesem Kompartiment, zum anderen durch einen
Riicktransport der rekombinanten Proteine ins ER erzielt (Ubersicht bei Gomord et al., 1999).
Zusatzlich zum Einfluss auf die Glycosylierung gilt ER-Retention als Methode der Wahl zur
optimalen Antikdrperproduktion in transgenen Pflanzen.

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Expressionskassetten enthielten am
C-Terminus die KDEL Sequenz (vgl. Abb. I1I-1). Dies resultierte in AntikGrpervarianten mit
vier ER-Retentionssignalen. Die N-Glycane der rekombinanten Immunglobuline aus den
Tabakblattern wurden mit Massenspektrometrie untersucht. Bei allen acht Antikdrpern
wurden tberwiegend OMT N-Glycane nachgewiesen, wobei Man7 bei allen dominierte (vgl.
Kapitel 111.5.1.2). Komplexe N-Glycane mit (1,2)-Xylose- und a(1,3)-Fucoseresten konnten
trotz KDEL detektiert werden und deuten auf eine unvollstindige ER-Retention hin.
Lediglich Sriraman et al. (Antikérper cPIPP, 2004) und Petruccelli et al. (Antikbrper 14D9,
2006) wiesen bei rekombinanten 1gGs aus Tabakpflanzen ausschlieBlich OMT N-Glycane
nach. Die KDEL ER-Retentionssignale befanden sich bei beiden Untersuchungen jeweils an
leichten und schweren Ketten der entsprechenden Immunglobuline. Sriraman et al.
verwendeten N. tabacum cv. Petite Havana SR1, wéhrend Petruccelli et al. N. tabacum cv.
Xanthi NN zur pflanzlichen Expression nutzten. Eine Reihe anderer Autoren konnten trotz
KDEL komplexe N-Glycane an den schweren Ketten der jeweiligen 1gGs detektieren (Ko et
al., 2003; Tekoah et al., 2004; Triguero et al., 2005; Rademacher et al., 2008). Die
Akkumulation der rekombinanten Proteine erfolgte bei den Untersuchungen von Triguero et
al. (2005, N. tabacum cv. Petite Havana SR1) und Ko et al. (2003, N. tabacum cv. Xanthi)
bzw. Tekoah et al. (2004, N. tabacum cv. Xanthi) in Tabak. Da auch Petruccelli et al. (2006)
und Sriraman et al. (2004) diese Sorten verwendeten, schliefit dies einen Einfluss auf die
N-Glycosylierung aus. Rademacher et al. (2008) konnten bei dem im Maisendosperm
akkumulierten Antikdrper 2G12 vorwiegend N-Glycane ohne die Golgi-spezifischen
Modifizierungen nachweisen. Allerdings war ein GroRteil der N-Glycane auf GIcNAc-Reste
(N-Acetylglucosamin) reduziert.
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In den Untersuchungen von Triguero et al. (2005) und Rademacher et al. (2008) besallen die
lgG-Molekile das C-terminale KDEL ER-Retentionssignal an allen vier Antikdrperketten.
Dies traf lediglich fiir die schweren Ketten des Immunglobulins bei Ko et al. (2003) bzw.
Tekoah et al. (2004) zu. Im Gegensatz dazu wiesen Tekoah et al. verschiedene komplexe
N-Glycane bei einem weiteren Antikorper, der jedoch kein KDEL-Signal besa, nach. Ob ein
Vorhandensein von KDEL an allen Antikorperketten fir die effiziente Retention der
rekombinanten Immunglobuline im ER notwendig ist, lasst sich somit nicht eindeutig klaren.
Abweichungen im N-Glycosylierungsmuster der pflanzlich exprimierten Antikdrper kdnnen
auch durch Unterschiede in der Antikdrpersequenz bedingt sein. Im Gegensatz zu den 2F5
Varianten wurden bei allen 2G12 Antikdrpern deutlich hthere Anteile an OMT und niedrige
Anteile an CT N-Glycanen nachgewiesen (vgl. Kapitel 111.5.1.2).

Sriraman et al. (2004) und Triguero et al. (2005) mutmaRten, dass eine langere AS-Sequenz
des ER-Retentionssignals die Zuganglichkeit von KDEL generell verbessert und somit die
Interaktionen mit dem KDEL-Rezeptor positiv beeinflusst. Diese Annahme wirde die
Ergebnisse zu den 2F5 Antikorpervarianten erklaren (vgl. Tab. 111-5). Quantitativ hdhere
Mengen an OMT N-Glycanen wurden fur AntikOrpervarianten mit ELP-Fusion an den
leichten Ketten nachgewiesen (M2F5Lerr und N'2F5eLr), wohingegen Immunglobuline ohne
ELP bzw. mit ELP ausschlieBlich an den schweren Ketten deutlich geringere Anteile an
oligo-mannosidischen N-Glycanformen besaBen (M2F5 und M2F5Herr). KDEL an den
LC-ELP-Fusionen kdnnte fir den KDEL-Rezeptor besser zuganglich sein und infolgedessen
die Retention der assemblierten Antikdrper im ER erhghen. Bei den pflanzlich exprimierten
2G12 Immunglobulinen wurde dieses Phdnomen jedoch nicht nachgewiesen.

Das Auftreten von komplexen N-Glycanen trotz ER-Retentionssignal kann einerseits mit dem
Ricktransport vom Golgi- Apparat zum ER erklart werden (Galili et al., 1998; Pagny et al.,
2000). Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass bedingt durch die starke Uberexpression der
Immunglobulingene, eine 100%-ige ,.Sicherheit der ER-Retention nicht gegeben ist. Die
rekombinanten Proteine wandern, durch Uberlastung des ,.Systems®, somit in den Golgi-
Apparat, wo deren weitere Glycosylierungen erfolgen. Bereits Van Droogenbroeck et al.
(2007) postulierten diese Mdoglichkeit anhand wvon Ergebnissen zur Akkumulation
rekombinanter scFv-Fc-Fusionen in Samen von A. thaliana.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit flr die 2F5 Antikbrpervarianten unterstlitzen die erste
Annahme. Bei den komplexen N-Glycanen der 2F5 1gGs liegt die Form GnGnX in relativ
hohen Mengen vor (vgl. Abb. 111-22). Xylosyltransferasen befinden sich im medialen Golgi-
Apparat, wohingegen Fucosyltransferasen im trans Golgi lokalisiert sind (Fitchette-Laine et
al., 1994). Ein Transport der rekombinanten Proteine aus dem ER in den Golgi-Apparat mit
anschlieRendem Ricktransfer wirde den relativ hohen Anteil an GnGnX im Vergleich zu den
geringen Mengen an GnGnXF belegen. Ein ,Steckenbleiben* der rekombinanten Proteine
zwischen medialem und trans Golgi ware eine weitere Erklarung der vorliegenden
N-Glycosylierungsmuster. Anhand der Ergebnisse der Massenspektrometrie kann dies jedoch
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nicht eindeutig geklart werden. Ein Einfluss von ELP auf den intrazelluldren Transport der
rekombinanten Proteine und auch auf die verschiedenen Enzyme der N-Glycosylierung wurde
mit den Ergebnissen nicht nachgewiesen. Die N-Glycanmuster der verschiedenen
Antikérpervarianten mit und ohne ELP waren qualitativ nahezu identisch.

Funktionalitat pflanzlich exprimierter Immunglobuline

Wie Dbereits erwédhnt, bewirken modifizierte N-Glycane eine reduzierte Affinitdt der
Fc-Rezeptoren, C1lg sowie weiterer Faktoren. Dies wiederum kann zu einem Ausfall der
Effektorfunktionen des Antikorpers fuhren. Die Antigenbindung wird infolge wvon
Anderungen der N-Glycane an der Cy2-Doméane von Antikérpern jedoch nicht beeinflusst
(Ubersichten bei Wright & Morrison, 1997 und Rudd et al., 2001). Fir viele in Pflanzen
exprimierte Antikdrper wurde generell biologische Aktivitat, d. h. effektive Bindung des
jeweiligen Antigens gezeigt (During et al., 1990; Ma et al., 1994; Ma et al., 1995; Voss et al.,
1995; Zeitlin et al., 1998; Khoudi et al., 1999; Vaquero et al., 1999; De Wilde et al., 2002;
Bouquin et al., 2002; Kathuria et al., 2002; Ramirez et al., 2003; Ludwig et al., 2004; Ko et
al., 2005; Alamillo et al., 2006). Nicht glycosylierte Antikdrper sind ebenfalls in der Lage das
entsprechende Antigen zu binden. Nuttall et al. (2005) exprimierten den 1gG Guy’s 13 (Ma et
al., 1994) mit und ohne Mutationen in den Glycosylierungsstellen der schweren Ketten in
Tabakprotoplasten. Sie zeigten die Kkorrekte Zusammenlagerung der einzelnen
Antikorperketten zum vollstandigen Immunglobulin und die Bindung zum Antigen (SA I/11).
Ein nicht glycosylierter Antikérper (Nemotuzumab bzw. TheraCIM®) gegen den Rezeptor des
epidermalen Wachstumsfaktors (EGF-R, engl. fir epidermal growth factor receptor) wurde
transient in Pflanzen exprimiert und dessen Bindung zum entsprechenden Antigen auf der
Oberflache von humanen Tumorzellen nachgewiesen (Rodriguez et al.,, 2005). Der
Antikérper C225 (Cetuximab bzw. Erbitux®), der ebenfalls gegen EGF-R gerichtet ist, wurde
in glycosylierter und nicht glycosylierter Form im Maiskorn akkumuliert (Ludwig et al.,
2004). Beide Varianten zeigten im Vergleich zum Standard aus Saugerzellkultur &hnliche
Bindungseigenschaften zum Antigen. Die Halbwertszeit des glycosylierten Antikdrpers war
allerdings deutlich reduziert.

Inwieweit ein Antikdrper aus dem pflanzlichen ER neben der Antigenerkennung auch die
Effektorfunktionen besitzt, untersuchten Brodzik et al. (2006) am Beispiel eines Antikorpers,
der gegen das Lewis Y Oligosaccharidantigen gerichtet ist, das bei Krebsgeschwilsten
Uberexprimiert wird. Sie zeigten, dass der Antikdrper aus Pflanzen mit Brust- sowie
Darmkrebszellen interagierte und ein, im Vergleich zum Kontrollantikdrper, dhnliches
Bindungsverhalten an den FcyRI (Fc-Rezeptor) aufwies. In einem Test zur ADCC konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Immunglobulin aus Pflanzen und dem
Standard gefunden werden. Die Bindung von FcyRI an den in BY2 Suspensionszellkultur
hergestellten anti-HIV-1 Antikdrper 2F5 wurde von Sack et al. (2007) bestatigt. Bei diesen
Untersuchungen konnten jedoch geringfiigige Unterschiede in der Dissoziation des Rezeptors
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im Vergleich zum Standardantikorper aus CHO-Zellen und einem weiteren, in Pflanzen
exprimierten 1gG, identifiziert werden. Die aufgeflihrten Beispiele fir die Produktion
rekombinanter Anikdrper aus Pflanzen belegen die Fahigkeit der Immunglobuline zur
effektiven Antigenbindung sowie die Beibehaltung der essenziellen Effektorfunktionen.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde das Bindungsverhalten der verschiedenen
Antikdrpervarianten zunachst durch ELISA ermittelt. Anhand dieser Experimente sollte ein
mdglicher Einfluss des Fusionspartners auf die Antigenbindung untersucht werden. Die
affinitatsgereinigten Antikérper ohne ELP aus Tabakblattern (V2F5 und M2G12) zeigten nur
geringfugige Unterschiede in der Erkennung ihres spezifischen Antigens im Vergleich zu den
Standardantikdrpern aus CHO-Zellen (vgl. Abb. 111-29B, Abb. I11-31). Differenzen in der
Antigenbindung des N'2F5 bei Verwendung von Pflanzenrohextrakt oder affinitatsgereinigtem
Immunglobulin  konnten ebenfalls nicht nachgewiesen werden (vgl. Abb. 111-24A,
Abb. 111-31). Eine genaue Aussage Uber das Bindungsverhalten der Antikdrper-ELP-Fusionen
konnte mit ELISA jedoch nicht getroffen werden. 2F5 Varianten mit ELP an leichten
und/oder schweren Ketten (M2F5Lere, N2F5reLr, M2F5eLr) wiesen zwar die Bindung zum
Antigen auf, allerdings mit einem deutlich niedrigeren Sattigungssignal (vgl. Abb. 111-24B).
Aufgrund der Ergebnisse weiterer Experimente (Sandwich-ELISA, Western Blot, Protein A-
Affinitdtschromatographie, Daten nicht gezeigt) wird vermutet, dass bestimmte
Antikdrperregionen durch die ELP-Fusionspartner verdeckt werden und eine Interaktion mit
anderen Proteinen nicht mehr mdglich ist. Dies muss sich allerdings nicht zwangslaufig auf
die entsprechenden Paratope der Immunglobuline beziehen. Vielmehr kann es sich auch um
die Bindungsstellen des Fc-spezifischen Antikdrpers handeln, der im ELISA zur Detektion
verwendet wurde (vgl. Kapitel 11.2.4.5). Die Zuganglichkeit der Protein A- oder
Protein L-Bindestellen der Immunglobuline kann durch ELP ebenfalls verringert sein. Aus
diesem Grund wurde fur eine Quantifizierung der Antikdrpermengen in Blattextrakten der
Western Blot im Gegensatz zum Sandwich-ELISA verwendet (vgl. Kapitel 111.3). Ein Einfluss
von ELP auf den Nachweis der Antigenbindung im ELISA konnte bei scFv-ELP-Fusionen
nicht gezeigt werden. Scheller et al. (2006) wiesen eine hdhere Aktivitat der im ELISA
eingesetzten Samenextrakte mit scFv-ELP nach, die etwa der gesteigerten Akkumulation der
Fusionsproteine entsprach. Die Affinitatskonstanten der Bindung zwischen scFv mit und ohne
ELP und Antigen waren identisch.

Binden Antikorper-ELP-Fusionen ihr Antigen?

Fir eine detaillierte funktionelle Charakterisierung der verschiedenen, in Tabakblattern
exprimierten  AntikOrpervarianten wurde die Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse
eingesetzt. Mit einem BIACORE2000 Gerat und der entsprechenden Software konnten die
kinetischen Parameter (on rate Konstante kon, off rate Konstante k¢, Dissoziationskonstante
Kp) der Antigenbindung bestimmt und mit dem jeweiligen CHO-Standard verglichen werden.
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Die 2F5 AntikOrpervarianten zeigten kaum Unterschiede in Assoziations- und
Dissoziationsverhalten von Fuzeon®, dem bei diesen Untersuchungen verwendeten Antigen
(vgl. Abb. 111-26, Tab. Ill-7). Die Bindungskurven der Varianten “2F5 und ©HO2F5
Uberlagern sich und die geringen Unterschiede der Kinetischen Parameter sind somit nicht
signifikant. Fir die 2G12 Praparationen wurden &hnliche Ergebnisse erhalten. Die
Differenzen zwischen dem Standardantikérper “#°2G12 und M2G12, M2G12Her sowie
Nt2G12er waren marginal. M2G12ere unterschied sich hinsichtlich der kos geringfiigig von
den anderen Varianten (vgl. Abb. 111-30, Tab. 111-9). Wie bereits erwahnt, sind die ELPs nicht
die Ursache (vgl. Kapitel 111.5.2.3). Eine durch ELP hervorgerufene Verminderung der
Antigenbindung wiirde kon beeinflussen. Vielmehr sollte die Qualitait der N2G12Ler
Praparation zur Klarung der Ergebnisse herangezogen werden. Die Analyse einer neuen,
verbesserten Praparation von M2G12Lelr kann zur weiteren Beurteilung der Ergebnisse
beitragen.

Generell ist bei kinetischen Untersuchungen der Antigenbindung zu beachten, dass oftmals
die Konzentration der verwendeten Proteine, in diesem Fall des Analyts (Antigens), deutlich
hoher angegeben ist als die tatséchlich aktive Konzentration (Menge an Analyt, die an den
Liganden wirklich bindet). Demzufolge konnen die kinetischen Parameter unterschatzt
werden (Zeder-Lutz et al., 2001).

Die im Rahmen der Dissertation berechneten kinetischen Parameter lassen den Schluss zu,
dass die Paratope der Immunglobuline durch ELP-Fusion nicht beeinflusst werden. Vielmehr
weisen die Daten auf eine exakte Proteinsynthese, -faltung und Zusammenlagerung der
einzelnen Ketten zum vollstandigen Antikorpermolekdl mit intaktem
Antigenbindungsverhalten in Tabakpflanzen hin.

Basierend auf der Methode von Sack et al. (2007) wurden die absoluten Aktivitaten
(Bindungsaktivitaten) der 2F5 Antikdrpervarianten gegeniiber dem Trimer Fuzeon®, der als
Antigen diente, mit Oberflichen-Plasmon-Resonanz-Analyse ermittelt. Unterschiede
zwischen dem 2F5 ohne ELP (M2F5) und dem Standard wurden nicht gefunden. Der
rekombinante Antikdrper aus Tabakblattern wies sogar eine geringfligig hdhere Aktivitat
gegeniber Fuzeon® auf. Absolute Aktivititen von (ber 100% wurden fir die 2F5
ELP-Fusionen erhalten (vgl. Tab.11l-8). Da eine Sattigung der Paratope bei den
verschiedenen 2G12 Varianten mit dem Antigen gpl120 nicht erreicht wurde, konnten deren
Bindungsaktivitaten lediglich relativ zum Standard angegeben werden. Werte von tiber 100%
wurden ebenfalls fir die Varianten N'2G12nee und M2G12erp erreicht (vgl. Tab. 111-10). Der
Antikérper N'2G12 wies eine geringere relative Aktivitait im Vergleich zum
Standardantikérper auf. Die Préparation M2G12Lelp unterschied sich wiederum von den
weiteren 2G12 ELP-Varianten. Da ein Einfluss der ELPs auf die antigenbindenden Doméanen
des M2G12Letr nicht angenommen wird, sollten weitere Experimente mit neuen
Proteinpraparationen diese Unterschiede klaren konnen (siehe oben).
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Fir eine Interpretation der Aktivititen von Uber 100% bei den ELP-Fusionen (auBer
Nt2G12Lerr) wurden mdgliche Masseverluste der Antikorpervarianten kalkuliert. Nur unter
Verwendung eines héheren Molekulargewichts als tatsachlich vorhanden, kénnen Werte von
Uber 100% nach den Formeln (1) und (3) errechnet werden (vgl. Kapitel 111.5.2.2, 111.5.2.3).
Unterschiede im Molekulargewicht konnen mit dem Fehlen von Antikorperketten und somit
dem  Vorhandensein  unvollstindiger 1gGs und/oder der  Abwesenheit von
ELP-Fusionspartnern erklart werden. Diese reduzierten Molekiile kdnnten bevorzugt an der
Protein A-Oberflache des Sensorchips binden und die Ergebnisse der geschatzten Aktivitaten
beeinflussen. Zur Uberprifung dieser Annahme wurden die 2F5 Antikérper-ELP-Fusionen
nach Immobilisierung an dem Sensorchip (Uber Protein A) eluiert und die erhaltenen Proben
im Vergleich zu den eingesetzten Antikorperpraparationen analysiert. Unvollstandige 2F5
IgG-Molekiile wurden nicht gefunden und ein Masseverlust bei den ELP-Varianten eindeutig
ausgeschlossen (vgl. Abb. 111-28).

Eine mogliche Orientierung der Antikorpervarianten mit ELP in der Dextranmatrix des
Sensorchips kann ebenso zum Verstandnis der hier diskutierten Ergebnisse beitragen. Am
Beispiel der 2F5 Immunglobuline wird dieser Aspekt ndher erlautert. Aufgrund der
C-terminalen ELP-Fusionen dringen die Antikorpervarianten N2F5Lee, M2F5merr und
NI2FSeLe lediglich gerichtet in die Dextranmatrix ein (Abb. IV-1). Fir die ELPs (ca. 80 nm)
geschieht dies auch nur unvollstandig. Im Gegensatz dazu ordnen sich die Antikérper ohne
ELP (N2F5, CHO2F5) zufallig an.

Orientierung der ELP-Fusionen

N2F5eLp

Zufillige Orientierung NM2FBHELP
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Abb. IV-1: Schematische Darstellung der Orientierung der verschiedenen 2F5 Antikorpervariantenin der
Dextranmatrix des Biacore-Sensorchips. Fir die Illustration der Antikorpergrofe (ca. 14nm), Lange des
ELP-Fusionspartners (ca. 80 nm) und der Dicke der Dextranmatrix (ca. 100 nm) wurden die GroRenverhaltnisse
beibehalten. Abbildung nach M. Sack (RWTH Aachen, Aachen, BRD).

Die gerichtete Orientierung der Immunglobuline resultiert aus einem verénderten
Masseschwerpunkt der Antikdrper-ELP-Fusionen. In Abb. VII-10 im Anhang sind diese flr
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die 2F5 Antikorpervarianten dargestellt. Das unvollstindige Eindringen der ELPs und die
Orientierung der 1gGs verursachen ein geringeres SPR-Signal. Bereits Jung et al. (1998)
stellten fest, dass zufallig verteilte Molekdile, die sich nah an der Oberflache eines Sensorchips
befinden, ein starkeres Signal erzeugen als weiter entfernt liegende. Ursache hierfir ist der
exponentielle Zerfall der evaneszenten Welle. Bei den 2F5 Antikdrpern ohne ELP befindet
sich der Masseschwerpunkt nach Bindung des Antigens (Fuzeon®) in der Mitte der Protein A-
Bindestellen der schweren Ketten. Die Schwerpunkte der ELP-Varianten liegen
augenscheinlich davon und somit auch deutlich von der Oberflache des Sensorchips entfernt
(vgl. Anhang Abb. VI1I-10). Die Anderung des SPR-Signals kann daher geringer als erwartet
ausfallen.

Eine weitere Erklarung fir die geschatzten Aktivitaten der Antikdrper-ELP-Fusionen von
Uber 100% basiert auf der Abhéngigkeit des SPR-Signals vom Brechungsindex der Molekiile,
die an der Sensoroberfliche immobilisiert wurden. Anderungen im Brechungsindex sind
direkt proportional zur Massednderung der gebundenen Molekiile (Stenberg et al., 1991). Die
meisten Proteine weisen einen Brechungsindex von 1,6 auf (Armstrong et al., 1947). Bei
Glyco- und Lipoproteinen ist dieser jedoch etwas geringer (1,51; Armstrong et al., 1947). Im
Fall der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Analyse wird allgemein angenommen, dass der
Anstieg des Signals um 1 RU einer Erhdhung der Proteinkonzentration um 1 pg/mm’
entspricht (Ubersicht bei Jonsson et al., 1991). Geringe Unterschiede im Brechungsindex der
verschiedenen Proteine werden meist ignoriert. Uber die Struktur des in den vorliegenden
Untersuchungen verwendeten ELP-Fusionspartners ist wenig bekannt. Aufgrund ihrer
ungewohnlichen  Aminosdurezusammensetzung kénnen  ELPs, aber auch deren
Fusionsproteine, ein verandertes optisches Verhalten bei der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-
Analyse zeigen, das sich klar von dem der ,normalen Proteine abgrenzt. Dies wiederum
kann die SPR-Signale der dber Protein A gebundenen Antikérpervarianten (Rak, Vgl
Tab. I11-8, Tab. I1I-10) modifizieren und in nicht realen Werten fir die geschétzten
Aktivititen resultieren. Bereits Zako et al. (2001) beschrieben Veranderungen des
SPR-Signals durch Konformationsanderungen eines am Sensorchip immobilisierten Proteins.
Das SPR-Signal immobilisierter Luciferase nahm nach Denaturierung des Proteins ab und
stieg bei anschlieBender Renaturierung wieder an. Sota et al. (1998) zeigten erstmals die
Beeinflussung des SPR-Signals durch Denaturierung eines immobilisierten Proteins.

Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen der Biacore-Analysen ist eine exakte
Bestimmung der Bindungsaktivititen wvon Antikorper-ELP-Fusionen nicht mdéglich.
Allerdings konnte anhand der Resultate der Bindungsstudien ein direkter Einfluss der ELPs
auf die Paratope der Antikorper eindeutig ausgeschlossen werden.

Inaktivieren rekombinante Antikorper aus Pflanzen HIV-1 in vitro?

Letztendlich ist die Funktionalitdt (Virusneutralisation) der in Pflanzen produzierten
Antikorper-ELP-Fusionen ausschlaggebend fir deren weitere Nutzung. Die Fahigkeit
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pflanzlich exprimierter Immunglobuline entsprechende Viruspartikel zu neutralisieren wurde
schon mehrfach dokumentiert. Zeitlin et al. (1998) untersuchten die in vitro Neutralisation des
Herpes-simplex-Virus mit einem Antikdrper aus Pflanzen und Sdugerzellkultur. Sie stellten
keine Unterschiede zwischen den Immunglobulinen fest. Beide Antikdrper waren flr 24 h bei
37°C im Zervixschleim und Sperma stabil. In einer weiteren Studie wurden diese Antikdrper
hinsichtlich ihrer Stabilitat bei vaginalem pH-Wert evaluiert. Unterschiede zwischen beiden
IgGs wurden wiederum nicht nachgewiesen (Castle et al., 2002). AntikOrper kdnnen somit
vaginal als Bestandteil von bestimmten Substanzgemischen (microbicides) zur Verhinderung
von sexuell Ubertragbaren Krankheiten, u.a. AIDS, eingesetzt werden. Immunglobuline
gegen den Erreger von Tollwut (Rabiesvirus, Rhabdoviridae) wurden ebenfalls in Pflanzen
exprimiert und hinsichtlich ihrer Neutralisationsfahigkeit untersucht. Der in N. tabacum
produzierte Antikérper zeigte die gleiche Effizienz wie das entsprechende 1gG aus
Saugerzellen (Ko et al., 2003). Die Neutralisation des Transmissible Gastroenteritis Virus
(TGEV) durch ein pflanzlich hergestelltes IgA-Molek il wurde ebenfalls bestatigt (Alamillo et
al., 2006). Durch die orale Verabreichung von Pflanzenextrakten mit diesem Antikdrper an
Ferkel wurde ein Schutz vor dem Virus erreicht.

Alle aus transgenen Pflanzen gereinigten anti-HIV Antikorpervarianten wurden im Rahmen
dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit POLYMUN Scientific Immunbiologische Forschung
GmbH (Wien, Osterreich) hinsichtlich ihrer invitro Neutralisation (in vitro Aktivitat)
untersucht. Im Vergleich zum Standardantikérper war die Fahigkeit von “'2F5 zur
HIV-Neutralisation trotz identischer kinetischer Parameter bei der Fuzeon®-Bindung (vgl.
Tab. 111-7), deutlich geringer. Fiir die 2F5 ELP-Fusionen konnte keine Inaktivierung des
HI-Virus, trotz identischer Bindungskinetiken zu Fuzeon® nachgewiesen werden (vgl.
Kapitel 111.5.2.4). Sack et al. (2007) zeigten fur den in BY2 Suspensionszellkultur
produzierten Antikorper 2F5 eine 3-fach geringere HIV-Neutralisation im Vergleich zu
CHOZF5. Sie postulierten, dass geringe strukturelle Unterschiede auBerhalb der
antigenbindenden Doménen der Antikodrper dafir verantwortlich sind. Differenzen in der
N-Glycosylierung und das Vorhandensein einer C-terminalen SEKDEL Sequenz bei dem
Antikérper aus BY?2 Suspensionszellen kdnnen nach Sack et al. die mdglichen Ursachen sein.
Zusatzlich sind Fremdstoffe oder AntikOrperaggregate, die in den Protein A-Prdparationen
vorliegen, aber auch nicht identifizierte Proteinmodifizierungen, fur die Unterschiede
zwischen Antigenbindung und Virusneutralisation in Betracht zu ziehen. Dies gilt nicht nur
fur die N'2F5 Ergebnisse sondern auch fiir alle weiteren Antikdrpervarianten.

Unterschiede im Neutralisationsverhalten von Antikérpern aus CHO-Zellen oder Pflanzen
kdénnen mit einem abweichenden N-Glycanmuster begriindet werden. Der Antikdrper F240
(1gG1), der ebenfalls gegen ein Epitop des HIV-1 gp4l gerichtet ist, kann Viren nicht
inaktivieren, wenn er aus Hybridomzellen stammt. Nach Produktion in CHO-Zellen wurde
jedoch eine starke Neutralisation von mehreren HIV-Isolaten festgestellt (Miranda et al.,
2007). Da die mRNA von F240 aus Hybridom- und CHO-Zellen keine Sequenzunterschiede
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aufwies, postulierten Miranda et al. die Existenz von zellspezifischen, posttranslationalen
Modifizierungen. Sie zeigten, dass der Antikdrper aus CHO-Zellen einen hoheren Anteil an
terminalen N-Glycanen (Galactose- oder Sialinsaurereste), aber auch Fucose aufwies.
Differenzen im Gehalt an Mannose gab es jedoch nicht. Unterschiede in der N-Glycosylierung
bei Pflanzen und S&ugern sind seit langem bekannt und kénnen, wie bereits oben erwéahnt,
eine mogliche Erklarung fiir das divergente Verhalten von MN'2F5 und “"92F5 im
Virusneutralisationstest sein (vgl. Kapitel 1.1, Ubersicht bei Lerouge et al., 1998). Mit dieser
Annahme konnen die Ergebnisse der 2F5-ELP-Fusionen jedoch nicht begrindet werden, da
keine qualitativen Abweichungen im Glycanmuster der in Tabak exprimierten 2F5 Antikdrper
vorhanden waren (vgl. Abb. I11-22). Fir die 2G12 Varianten gilt dies ebenfalls (vgl. Abb.
[11-23). Zur Bestimmung der 2F5 Antigenbindung mit ELISA aber auch SPR wurden in der
vorliegenden Arbeit keine Viruspartikel sondern lediglich Teile des gp41, I6sliche Antigene,
verwendet (vgl. Kapitel 11.1.7). Bei Vorliegen des kompletten Virions kann die
Bindungseffizienz des Antikdrpers deutlich verédndert sein und in einer geringeren in vitro
Aktivitat resultieren.

Eine Virusneutralisation durch das 1gG 2F5 erfolgt wahrend des Fusionsprozesses mit der
Wirtszelle (Wolbank et al., 2003). Da sich das 2F5 Epitop in der N&he der Virusmembran
befindet, kann es aus physikalischer Sicht fiir ,,groBere Antkdrpermolekiile, z. B.
ELP-Fusionen, schwerer zuganglich sein. Ofek et al. (2004) zeigten, dass lediglich 10 von 22
Aminoséuren der CDR H3-Domane des 2F5 mit gp4l interagieren. Wolbank et al. (2003)
untersuchten 2F5-1gG, 2F5-IgA und 2F5-IgM  hinsichtlich ~ Antigenbindung und
Virusneutralisation. Die Antigenbindung von 2F5-1gG und 2F5-1gA waren annéhernd gleich,
wobei fir die IgM-Klasse deutlich schlechtere Werte erzielt wurden. Im
Syncytieninhibierungstest rief 2F5-19G gegentber 1gA und IgM die effizientere Reaktion
hervor. Wolbank et al. (2003) postulierten, dass die Zuganglichkeit des 2F5 Epitops innerhalb
des funktionsfahigen gp120/gp41-Komplexes fur 2F5-1gA oder 2F5-1gM verschlechtert ist
und somit aus physikalischer Sicht limitierend auf die Neutralisationskapazitat wirkt. Im
Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit wirken die ELPs an den leichten
und/oder schweren Immunglobulinketten von 2F5 somit ,stérend* auf die Funktionalitt des
Antikorpers, da das Epitop fiir diese ,,groBeren Immunglobuline schlechter erreichbar ist.

Im Gegensatz zu M2F5 konnte fir N'2G12 eine deutlich verbesserte Neutralisationsfahigkeit
im Vergleich zum Standardantikrper nachgewiesen werden, obwohl die mit Biacore
ermittelte Bindungsaktivitat deutlich schlechter war als bei “H°2G12 (vgl. Tab. I11-10,
Tab. I11-11). Bereits Rademacher et al. (2008) erhielten eine vierfach hdhere in vitro
HIV-Neutralisation von “M2G12gkpe. gegeniber ©M92G12. Die 2G12 ELP-Fusionen
grenzten sich jedoch von N2G12 und “H°2G12 ab, wobei die Variante mit ELP an beiden
schweren Ketten des Immunglobulins lediglich eine um Faktor 1,4 schlechtere 1Cso gegentber
dem Standardantikorper aufwies (vgl. Tab. I1l1-11). Die N-Glycosylierungsmuster der
verschiedenen 2G12 Antikorpervarianten waren qualitativ und quantitativ nahezu identisch
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(vgl. Abb. 11-23, Tab. Il1-6) und schlieBen einen Einfluss dieser posttranslationalen
Modifizierung auf die unterschiedliche in vitro Aktivitat aus.

Differenzen im Neutralisationsverhalten zwischen den beiden Antikdrpern ohne ELP aus
Tabak (M2F5 und N'2G12) kénnen mit deren verschiedenen Epitopen auf der Oberflache des
HI-Virus erklart werden. Wie bereits erwédhnt, befindet sich das 2F5 Epitop im
membrannahen Bereich von gp41 und wird lediglich von 10 AS der CDR H3-Doméne des
Antikdrpers gebunden (Ofek et al., 2004). Nach Untersuchungen von Calarese et al. (2003)
interagiert 2G12 tber CDR L3, CDR H1, CDR H2 sowie CDR H3 mit Zuckerresten auf
gp120. Wyatt et al. (1998) postulierten, dass der Antikdrper 2G12 die Interaktion zwischen
dem gp120/gp41-Komplex und dem Co-Rezeptor nach Bindung von CD4 beeinflusst.

Die gp120-Bindungskinetiken der 2G12 Antikorper-ELP-Fusionen wiesen im Vergleich zu
dem Standardantikorper keine bedeutenden Unterschiede auf (vgl. Tab. 111-9). Infolgedessen
wurde ein Einfluss der ELPs auf die Paratope der Immunglobuline, wie auch schon fir die
2F5 Varianten, ausgeschlossen. Bereits Cavacini et al. (1994) zeigten, dass die Bindung eines
Antikdrpers an das jeweilige Antigen nicht zwangsldufig auch eine effektive Neutralisation
des Virus verursacht. Sie untersuchten Antikorperfragmente [IgG, F(ab’),, Fab] des
Immunglobulins F105, das gegen die CD4-Bindestelle des HIV gpl120 gerichtet ist. Eine
effektive Neutralisation von freien Viruspartikeln konnte nur fir die bivalenten Antikorper,
IgG und F(ab”)2, nachgewiesen werden. Cavacini et al. nahmen an, dass Unterschiede in der
gpl120-Konformation,  hervorgerufen durch die  Bindung der  verschiedenen
Antikérperfragmente, die Differenzen im Virusneutralisationstest erklaren. Dies kénnte auch
eine mogliche Erlauterung fir die Ergebnisse der 2G12-ELP-Varianten sein.

Der Einfluss der Antikérperklasse (Wolbank et al., 2003) und der Subklasse (Cavacini et al.,
1995; Miranda et al., 2007) auf die HIV-Neutralisation wurde bereits naher untersucht.
Cavacini et al. (1995) verglichen u.a. die Neutralisation des HIV-Stamms RF durch
F105-1gGs und F105-1gG;, wobei das 1gGs-Molekl gegeniber dem Virus deutlich effektiver
war. Sie erklarten die Differenzen bei der Virusinaktivierung mit auftretenden strukturellen
Unterschieden innerhalb des gp120. Diese wurden durch die 1gGs Variante hervorgerufen.
Miranda et al. (2007) zeigten ebenfalls, dass F240-1gGs HI-Viren effizienter inaktivieren.
Wolbank et al. (2003) evaluierten 2G12-1gG und 2G12-1gM hinsichtlich Antigenbindung und
Virusneutralisation. Die Antigenbindung von 2G12-1gM war deutlich besser als fur die
IgG-Variante und auch im Syncytieninhibierungstest tbertraf 2G12-1gM deutlich 2G12-1gG.
Wolbank et al. postulierten, dass die ,,GroBe* der Immunglobuline fiir die Resultate
verantwortlich ist. Das Pentamer von 2G12-1gM kann die Anlagerung des Virus an mogliche
Wirtszellen wirkungsvoller verhindern, als die entsprechend ,kleinere* 1gG-Variante.

Bei der Diskussion der Ergebnisse fur die 2G12 Varianten sind alle aufgefiihrten Aspekte in
Betracht zu ziehen. Das verbesserte Neutralisationsverhalten des Antikérpers aus
Tabakblattern ohne ELP (N'2G12) gegeniiber “°2G12 kann mit den bereits von Wolbank et
al. (2003) postulierten polymeren Formen des 2G12 erklart werden. Hierflir wére zu
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untersuchen, ob tatsichlich dimere Formen in der N'2G12 Préparation, aber auch bei den
ELP-Varianten, vorliegen. Das Fehlen dieser putativen Dimere bei den ELP-Fusionen kdnnte
deren eingeschrankte Effizienz bei der HIV-Inaktivierung erklaren. Bereits Rademacher et al.
(2008) merkten an, dass das Vorhandensein von IgG-Dimeren im Pflanzenextrakt die
HIV-Neutralisation positiv beeinflussen konnte. Rekombinante Antikorper aus Tabakblattern
wurden nach einem abweichenden Protokoll von dem des CHO-Standards gereinigt.
Unterschiede innerhalb dieses Prozesses konnten ebenfalls die Differenzen zwischen
CHO2G12 und M2G12 im Virusneutralisationstest erklaren. Ein Einfluss der Lage der
ELP-Fusion bei den 2G12-ELP-Varianten ist jedoch offensichtlich. Anhand der in der
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse erweisen sich ELP-Fusionen an den schweren
Ketten des 2G12 im Hinblick auf die invitro Aktivitat als vorteilhaft. Um diese jedoch
eindeutig zu bestatigen, sollten weitere Inaktivierungsstudien durchgefihrt werden. Nachteilig
bei dieser AntikOrpervariante war jedoch das geringe Expressionsniveau in Tabakblattern
(vgl. Kapitel 111.3).

Fazit und Ausblick

Die vorliegende Doktorarbeit befasst sich mit der Expression und Charakterisierung von
Antikorper-ELP-Fusionen in transgenen Pflanzen. Erstmalig wurden multimere Proteine mit
elastindhnlichen Polypeptiden fusioniert und ndher untersucht. Die bereits postulierte
Expressionssteigerung durch ELP konnte fir die Immunglobulinketten aber auch fur die
kompletten AntikOrper bestatigt werden. Der Fusionspartner ELP beeinflusste die
Zusammenlagerung zum multimeren Protein nicht. Vielmehr unterstiitzen die Ergebnisse
(pflanzliche N-Glycosylierung, Féhigkeit der Antikorper-ELP-Fusionen das entsprechende
Antigen zu binden) die fehlerfreie Faltung der rekombinanten Proteine und deren korrekten
Transport innerhalb der Pflanzenzelle. Die ELP-basierte Reinigung dieser Proteine
vereinfacht die pflanzliche Produktion der Antikdrperfusionen und reduziert den finanziellen
Aufwand fir diesen Prozess.

Die Anwendung der ELP-Fusionstechnologie wurde mit der vorliegenden Arbeit am Beispiel
von zwei Antikdrpern mit einer neutralisierenden Wirkung gegeniber vielen HIV-1-Isolaten
demonstriert. Grundsétzlich kann jeder beliebige AntikGrper, aber auch jedes Antigen, mit
elastindhnlichen Polypeptiden fusioniert und exprimiert werden.

Zur weiteren Klarung der Ergebnisse der Virusinaktivierungstests sind zusétzliche
Untersuchungen der rekombinanten ELP-Fusionsproteine notwendig. Vereinfachte
Strukturmodelle der AntikOrpervarianten sind  hierfur ein erster Ansatz. Die
Kernresonanzspektroskopie kann ebenso eingesetzt werden, um die Struktur der Antikorper-
ELP-Fusionen ndher zu untersuchen. Inwieweit die Lange des Fusionspartners einen Einfluss
auf die Neutralisationsfahigkeit der AntikOrper hat, sollte durch die Konstruktion neuer
Expressionskassetten mit kirzeren ELP tags fur die pflanzliche Produktion ermittelt werden.
Eine Fokussierung auf samengestiitzte Expressionssysteme kann die Herstellung dieser
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rekombinanten Proteine begunstigen. Selbstbefruchtende Kulturarten (Gerste, Erbse) kdnnten
hierfur verwendet werden.

Weiterfuhrende Studien zur Untersuchung der Antikdrper-ELP-Fusionen an Schleimhduten
sind essenziell, um ihren Einsatz als Bestandteil von microbicides im Vaginalbereich zu
untersuchen und somit einen wesentlichen Beitrag zur weiteren Behandlung von AIDS-
Patienten und fur die weltweite Bekampfung der Immunschwachekrankheit zu leisten.

Im Rahmen des FP6/Pharma-Planta Projekts wird die Produktion eines pflanzlich
hergestellten Antikorpers gegen HIV-1 angestrebt. Eine erste Kklinische Studie (phase 1
clinical trial) des Immunglobulins 2G12 aus Tabakpflanzen als Bestandteil eines im
Vaginalbereich angewendeten microbicide soll Anfang 2009 durchgefiihrt werden (Pharma-
Planta Meeting 2008, Maynooth, Irland).

Die pflanzliche Produktion von Antikorper-ELP-Fusionen in Kombination mit einer
vereinfachten und kostengulnstigen Reinigung kann die Bereitstellung grofler Mengen an
Pharmazeutika zur passiven Immunisierung von HIV-positiven Patienten besonders in
Entwicklungsléandern ermdglichen.
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\Y/ Zusammenfassung

Pflanzen konnen als vielversprechende Expressionssysteme zur Produktion von
rekombinanten Proteinen flir Human- und Veterindrmedizin verwendet werden. Eine Vielzahl
von Antikorpern und Antikérperderivaten wurde seit den ersten Berichten von pflanzlich
hergestellten Immunglobulinen in verschiedenen Pflanzenarten produziert.

Die AntikOrperketten von zwei HIV neutralisierenden Immunglobulinen (2F5 und 2G12)
wurden mit  elastindhnlichen  Polypeptiden  (ELP) fusioniert, um  eine
Akkumulationssteigerung der rekombinanten Proteine in transgenen Pflanzen zu erzielen.
Ausgewéhlte Pflanzen mit Expression der Immunglobulingene wurden anschlieBend gekreuzt.
Daraus resultierten vier verschiedene Antikorpervarianten: Ohne ELP, mit ELP an leichten
oder schweren Ketten bzw. mit ELP an allen vier Antikdrperketten (ubiquitére Expression).
Bei Pflanzen mit samenspezifischer Akkumulation der rekombinanten Proteine wurden
Kreuzungen zur Erzeugung der Antikdrper ohne und mit ELP an allen vier Ketten
durchgefiihrt. Die ELP-basierte Expressionssteigerung konnte fiur die einzelnen
Antikdrperketten und auch die vollstdandigen Immunglobuline bestétigt werden.

Stabile, homozygote Tabaklinien mit Akkumulation der kompletten Antikérper wurden durch
die Nutzung der Doppelhaploiden-Technik erzeugt. Ausgehend von einer embryogenen
Pollenkultur wurden haploide Pflanzen regeneriert, deren Genomaufdopplung zu
Doppelhaploiden (DH) fihrte. Doppelhaploide Pflanzen mit Immunglobulingenexpression
wurden identifiziert und deren Reinerbigkeit durch die Analyse der Nachkommen bestatigt.
Ein Gendosiseffekt konnte ebenfalls nachgewiesen werden.

Affinitatsgereinigte Antikdrper wurden hinsichtlich ihres Bindeverhaltens zum jeweiligen
Antigen mit Oberflachen-Plasmon-Resonanz naher charakterisiert. Die Kinetischen Parameter
der Antigenbindung waren nahezu identisch zu den Werten der aus CHO-Zellen stammenden
Standardantikorper.

Am Fc-Teil aller rekombinanten Immunglobuline wurden tberwiegend N-Glycane vom oligo-
mannosidischen Typ identifiziert. Ein negativer Einfluss von ELP auf diese posttranslationale
Modifizierung und Proteinqualitit konnte nicht gefunden werden. Die Faltung,
Zusammenlagerung und der Transport aller Antikdrpervarianten wurden durch ELP nicht
behindert.

In Pflanzen produzierte 2G12 Antikdrper und Antikdrper-ELP-Fusionen neutralisierten
HI-Viren in vitro.

Experimente zur ELP-basierten Reinigung der rekombinanten Proteine fihrten zu einer
starken Anreicherung der Antikorperfusionen aus Pflanzenextrakten.
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Summary

Plants are promising vehicles for the expression of recombinant proteins with regard to
medical and veterinary purposes. Since the first reports of recombinant antibodies derived
from transgenic plants, various antibody derivatives have been produced in different crop
species using several expression systems.

In order to enhance the accumulation of two HIV-1 neutralizing antibodies (2F5 and 2G12) in
tobacco leaves and seeds, synthetic repeats of elastin-like polypeptides (ELPs) were
C-terminally fused to both antibody chains. The individual chains were expressed both with
and without C-terminal ELP fusion. Crossing these plants in all combinations resulted in
transgenic lines producing the full antibodies in four formats in tobacco leaves, with ELP on
either the light or heavy chains, on both or on neither. For seed-specific expression, plants
without and with ELP on all four antibody chains were produced. An increase of the
expression based on ELP fusion was confirmed for the individuell antibody chains and for the
full-length antibod ies.

Homozygous lines offer a great potential for the large scale production of antibodies. Such
lines can be created by self-pollination of F; plants and analysis of the next two generations.
Alternatively, haploid plants can be produced by embryogenic pollen culture and the genome
of these haploids can be doubled. The genome was doubled spontaneously or after colchicine
treatment leading to doubled haploids (DH). Homozygosis of the DH plants was confirmed by
the examination of the gene dosage effect and by testing the sexual progeny.

Characterization of the affinity-purified antibodies from tobacco leaves by surface plasmon
resonance spectroscopy showed that the kinetic binding parameters were identical to those of
the CHO cell counterparts lacking ELP. N-Glycan analysis of these preparations revealed that
all four derivatives of 2F5 and 2G12 contained predominantly oligo-mannose type N-glycans.
ELP fusion has no significant effect on N-glycan structure and no adverse effect on protein
quality. ELP fusions do not interfere with folding, assembly, trafficking in the secretory
pathway, or post-translational modification.

In vitro neutralization assays demonstrated that the HIV-1 inactivation capacity of the tobacco
produced 2G12 was equivalent or even better compared to the CHO standard. ELP fusion to
the heavy chains of 2G12 resulted in HIV neutralization with minor differences relative to the
standard.

First experiments on the enrichment of recombinant antibody ELP fusions in tobacco leaf
extracts were performed and indicated a simplified recovery of the recombinant proteins.
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VII.1 Vektorkarten
VIIL1.1 pRTRA-anti-oxa

Der Vektor pRTRA-anti-oxa wurde fir die Klonierung der pRTRA-Plasmide ohne
Gensequenz des elastindhnlichen Polypeptids verwendet. Er beruht auf dem Plasmid
PRTRALS5 (Artsaenko et al., 1995).

Pstl (12)
Hindlll (4210) Hinc 11 (16)
pCaMV 35S
Nco | (473)
Vf LeB4 SP
pUC ori BamHI (544)
Pst| (563)
anti-oxa scFv

P:
pRTRA-anti-oxa L (1900)

4214 bp

Not | (1271)

c-myc tag
KDEL
tCaMV 35S
AmpR
Pst| (1564)

Scal (2482) Hindlll (1572)

Abb. VII-1: Schematische Darstellung des pRTRA-anti-oxa-Vektors. pCaMV 35S: 16 bp - 435bp,
ubiquitarer Promotor des Cauliflower Mosaic Virus; Vf LeB4 SP: 474bp-542bp, Vicia faba LeB4-
Signalpeptid; anti-oxa scFv: 549 bp - 1259 bp, anti-Oxazolon Einkettenantikdrper; c-myc tag: 1278bp -
1310 bp; KDEL: 1317 bp - 1328 bp, ER-Retentionssignal; tCaMV 35S: 1348 bp - 1557 bp, Terminationssequenz

des CaMV 35S-Transkripts; AmpR: 2175bp - 3035bp, Ampicillinresistenz; pUC ori: 3207 bp - 3794 bp,
bakterieller Replikationsursprung.

VII.1.2 PRTRA-ELP

Fir die Klonierung der pPRTRA-ELP-Plasmide wurde pRTRA-ELP eingesetzt. Dieser Vektor
enthalt die Gensequenz fir 100 Wiederholungen des elastindhnlichen Peptids VPGXG mit
Valin, Glycin oder Alanin als variable Aminoséaure (X).

Pstl (12)
Hindlll (5047) Hinc I (16)

pCaMV 35S
Nco (473)

Vf LeB4 SP
Bam HI (544)

pUC ori c-myc tag

Not| (569)
pRTRA-100xELP
5051 bp
100xELP
AmpR
Scal (3319)
Not| (2141)

tCaMV 35S
Pst| (2401)

Hindlll (2409)

Abb. VII-2: Schematische Darstellung des pRTRA-ELP-Vektors. pCaMV 35S: 16 bp - 435 bp, ubiquitarer
Promotor des Cauliflower Mosaic Virus; Vf LeB4 SP: 474 bp - 542 bp, Vicia faba LeB4-Signalpeptid; c-myc
tag: 576 bp - 608 bp; 100xELP: 639 bp-2138 bp, 100 Wiederholungen des elastindhnlichen Pentapeptids
VPGXG; KDEL.: 2154 bp - 2165 bp, ER-Retentionssignal; tCaMV 35S: 2185 bp - 2394 bp,

Terminationssequenz des CaMV 35S-Transkripts; Amp®: 3012 bp - 3872 bp, Ampicillinresistenz; pUC ori:
4044 bp - 4631 bp, bakterieller Rep likationsursprung.
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VII.1.3 pCB301-Kan

Fir die Agrobakterium-vermittelte Transformation von Tabak wurde das bindre Plasmid
pCB301-Kan, das auf dem Vektor pCB301 basiert (Xiang et al., 1999), verwendet.

MCS
Pst | (5340) EcoRI (5342)
Small (5332) Hin dlll (5354)
Ava | (5330) Cla (5361)
Xma | (5330) Aval (5375)
Bam HI (5324)
Pst1 (5310) Not1(98)
Hin dlll (5294) Sy, oriV
tNos LB Aval (631)
lacZ
ocd
Nco | (4186) nptlll
pCB301-Kan ‘

5561 bp

nptll

Pst | (3807)

Teia  ST1(2289)

Abb. VII-3: Schematische Darstellung des bindren Plasmids pCB301-Kan. oriV: 1bp -630bp, RK2
Replikationsursprung (von BIN19); nptlll: 631bp-1636bp, bakterielle Kanamycinresistenz; TrfA:
1935bp - 3083 bp, RK2 Replikationsursprung; RB: 3130 bp - 3306 bp, right border; pNos: 3307 bp - 3610 bp,
Promotor des Nopalinsyntasegens; nptll: 3614 bp - 4497 bp, pflanzliche Kanamycinresistenz; ocd:
4598bp - 4809bp, Gen fur Ormithincyclodeaminase; tNos: 4810bp—-5065bp, Terminator des
Nopalinsyntasegens; lacZ: 5066 bp - 5323 bp, Gen flr B-Galactosidase; MCS: 5324 bp - 5416 bp, multiple
cloning site von pBluescript™; LB: 4506 bp - 5561 bp, left border.

VII.2 Aminosauresequenz und Molekulargewicht der Antikdrperketten und ELP-
Fusionsproteine

Die Kalkulation des Molekulargewichts der einzelnen Antikoérperketten und entsprechenden
ELP-Fusionen erfolgte mit dem Programm Protean'™ Lasergen® v6 (DNASTAR Inc.,
Madison, WI, USA).

Nachfolgend sind die AS-Sequenzen der in Tabak exprimierten Antikdrperketten im
Einbuchstaben-Aminoséurecode angegeben. Die Sequenzen des c-myc tags (rot), des
elastindhnlichen Polypeptids (violett) und des ER-Retentionssignals KDEL (grin) wurden
farblich hervorgehoben. Zusétzlich integrierte  Aminosduren sind grau markiert. Das
N-glycosylierte Asparagin der schweren Ketten ist unterstrichen.
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VIlL.2.1 Leichte und schwere Ketten sowie ELP-Fusionsproteine des anti-HIV-1
Antikdrpers 2F5

2F5LC

Signalpeptid: MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC

ALQLTQSPSSLSASVGDRITITCRASQGVTSALAWYRQKPGSPPQLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTI
STLRPEDFATYYCQQLHFYPHTFGGGTRVDVRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECAAAEQKLISEE
DLNGSKDEL.

Molekulargewicht: 25425,2 Da

2F5 LC 100xELP

Signalpeptid: MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC
.

Molekulargewicht: 66479,5 Da

2F5 HC

Signalpeptid: MELGLSWIFLLATILKGVQC

RITLKESGPPLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSDFGVGVGWIRQPPGKALEWLAIIYSDDDKRYSPSLNTRLTITKDT
SKNQVVLVMTRVSPVDTATYFCAHRRGPTTLFGVPIARGPVNAMDVWGQGITVTISSTSTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGKAAAEQKLISEEDLNGSKDEL.

Molekulargewicht: 52666,8 Da
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2F5 HC 100xELP

Signalpeptid: MELGLSWIFLLATILKGVQC

RITLKESGPPLVKPTQTLTLTCSFSGFSLSDFGVGVGWIRQPPGKALEWLAIIYSDDDKRYSPSLNTRLTITKDT
SKNQVVLVMTRVSPVDTATYFCAHRRGPTTLFGVPIARGPVNAMDVWGQGITVTISSTSTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVITVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAFPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGKGSQLPGGOAAAEQKLISEEDLNGAVEMGHGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGV
PGGGVPGAGVPGGGVPGGLAAAEPKDEL.

Molekulargewicht: 93721,2 Da

VII.2.2 Leichte und schwere Ketten sowie ELP-Fusionsproteine des anti-HIV-1
Antikorpers 2G12

2G12 LC

Signalpeptid: MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKC

DVVMTQSPSTLSASVGDTITITCRASQSIETWLAWYQQKPGKAPKLLIYKASTLKTGVPSRFSGSGSGTEFTLTI
SGLQFDDFATYHCQHYAGYSATFGQGTRVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECAAAEQKLISEE
DLNGSKDEL.

Molekulargewicht: 25467,3 Da

2G12 LC 100xELP

Signalpeptid: MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKC
.

Molekulargewicht: 66521,7 Da
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2G12 HC

Signalpeptid: MELGLSWIFLLATILKGVQC

EVQLVESGGGLVKAGGSLILSCGVSNFRISAHTMNWVRRVPGGGLEWVASISTSSTYRDYADAVKGRFTVSRDDL
EDFVYLOMHKMRVEDTAIYYCARKGSDRLSDNDPFDAWGPGTVVTVSPASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGKAAAEQKLISEEDLNGSKDEL.

Molekulargewicht: 51717,3 Da

2G12 HC 100xELP

Signalpeptid: MELGLSWIFLLATLKGVQC

EVQLVESGGGLVKAGGSLILSCGVSNFRISAHTMNWVRRVPGGGLEWVASISTSSTYRDYADAVKGRFTVSRDDL
EDFVYLOMHKMRVEDTAIYYCARKGSDRLSDNDPFDAWGPGTVVTVSPASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGKGSQLPGGOAAAEQKLISEEDLNGAVEMGHGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAG
VPGGGVPGGLAAAEPKDEL.

Molekulargewicht: 92771,7 Da

VIL3 Regeneration putativ transgener To-Pflanzen

Transgene Pflanzen mit Expression der Immunglobulingene sowie der entsprechenden
ELP-Fusionen unter Kontrolle eines ubiquitaren (CaMV 35S-Promotor) bzw. eines
samenspezifischen Promotors (USP- oder LeB4-Promotor) wurden regeneriert. Die
Zusammenfassung aller erzeugten und analysierten To-Pflanzen liefert Tab. VII-1. Zus&tzlich
sind die Ergebnisse der Spaltungsanalyse der Ti-Generation aufgefuhrt (vgl. 11.2.3.1).
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Tab. VII-1: Anzahl regenerierter To-Pflanzen fur die Expression der Immunglobulingene. 2F5: anti-HIV-1
Antikdrper 2F5; 2G12: anti-HIV-1 Antikdérper 2G12; LC: leichte Kette; HC: schwere Kette; ELP:
elastindhnliches Polypeptid; 35S: CaMV 35S-Promotor; USP: USP-Promotor; LeB4: LeB4-Promotor; Ty:
primartransgene Pflanze (regenerierte Pflanze aus Kallus); Kan®: Kanamycinresistenz.

Konstrukt/ Analysierte To-Pflanzen To-Pflanzen mit L .
Transformationsansatz mit Kan® Transgenexpression Linien mit 3:1 Spaltung
$5F5-LC 95 74 8/17
$%52F5-HC 100 55 2/18™"
3%5F5-LCeLp 100 65 15/19
$%5)F5-HCevp 93 44 8/15
$52G12-LC 82 62 3/19
$%52G12-HC 132 63 3/20
3%52G12-LCerr 69 50 7/20
3%52G12-HCerr 78 37 3/20
UP2F5-LC 47 27 8/19
UP2F5-HC 40 25 9/20
U 2F5-LCep 47 34 12/19

U 2F5-HCeLp 39 22 3/14
U¥2G12-LC 23 17 1n7r
U¥2G12-HC 34 30 4120
U¥2G12-L Cerp 38 28 9/20
U 2G12-HCerr 41 28 3/20
LB OF5-LC 40 23 10/20
LeBioF5-HC 40 25 7/19
LB OF5- L Ceve 55 37 9/18
LB OF5-HCevp 39 21 4/14
LeB2G12-LC 20 14 2116
LeB12G12-HC 48 29 5/20
LeB42G12-LCerr 37 20 2120
LeB12G12-HCerp 39 24 8/20

“Analyse durch Western Blot (vgl. 11.2.4.3) mit anti-c-myc Antikorper (vgl. 11.1.7)

*:Nachweisbare Akkumulation des rekombinanten Proteins durch Western Blot
Fur Kreuzungen auch 4:1 bzw. 5:1 spaltende To-Linien verwendet

VIl.4 Kreuzung ausgewahlter transgener Linien und Analyse der Nachkommen

Zur Erzeugung transgener Pflanzen mit Akkumulation vollstindiger Antikorper bzw.
ELP-Fusionen (LpH;) wurden ausgewahlte Ti-Pflanzen gekreuzt (vgl. 11.2.3.2). Die
Nachkommen von drei verschiedenen Kreuzungen pro Antikérpervariante wurden auf
Prasenz des IgGs mit dem Sandwich-ELISA analysiert (vgl. 11.2.4.5). In Tab. VII-2 ist als ein
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Beispiel die Analyse von F;i-Pflanzen, die zur Produktion des Antikdrpers 2F5 (ubiquitdrer
Expression) erzeugt wurden, dargestellt.

Tab. VI1-2: Analyse der Kreuzungsprodukte. 2F5: anti-HIV-1 Antikorper 2F5; LC: leichte Kette; HC:
schwere Kette; 35S: CaMV 35S-Promotor; Fi-Pflanze: Nachkommen der Kreuzung; L bzw. I: Gen fiir LC ist
vorhanden (L) oder nicht (I); H bzw. h: Gen fir HC ist vorhanden (H) oder nicht (h).

S7F51C

3 3%59F5-1.C32/19 X

0 355F5-HCo4/16

& 352F5-1L.C20/17 X

357F5 7A

0 3552F5-HC7/8

357F5 13B

& 357F5-1.C10/9 X

o $55F5-HCs/9

F.-Pflanzen Expression Fi-Pflanze Expression Fi-Pflanze Expression
1 + 1 - 1 +
2 + 2 - 2 -
3 + 3 - 3 -
4 + 4 - 4 +
5 + 5 + 5 -
6 + 6 - 6 -
7 + 7 - 7 -
8 + 8 - 8 -
9 + 9 + 9

10 + 10 - 10

11 + 11 11 -
12 + 12 12 +
13 + 13 - 13 -
14 + 14 - 14 +
15 + 15 - 15 -
16 + 16 - 16 -
17 + 17 - 17 +
18 + 18 - 18 -
19 + 19 - 19

20 + 20 - 20

21 + 21 + 21 -
22 + 22 - 22 -
23 + 23 - 23 +
24 + 24 24 -
25 + 25 25 -
26 + 26 - 26 +
27 + 27 Fehlt 27 Fehlt
28 + 28 + 28 -
29 + 29 - 29 +
30 + 30 - 30 +

Positiv: 30 von 30 Positiv: 8von 29 Positiv: 13 von 29

100% der Nachkommen
exprimieren den kompletten

Antikdrper 2F5.

28% der Nachkommen
exprimieren den ko mpletten

Antikorper 2F5.

45% der Nachkommen
exprimieren den kompletten

Antikdrper 2F5.

& und Q@ homozygot

(LL x HH)

& und @ hemizygot

(LI x Hh)

Ein homozygoter und ein
hemizygoter Kreuzungspartner
(LL x Hh oder LI x HH)

Ausgehend von dem Auftreten der antikorperexprimierenden Fi-Pflanzen konnte auf den
Genotyp der zur Kreuzung verwendeten T;-Pflanzen geschlossen werden.
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VIL5 Kalkulation des Expressionsniveaus rekombinanter 2F5
Antikdrpervarianten in Samen der DH-Pflanzen

Die Bestimmung der Menge der rekombinanten Antikorper in Samen der DH-Pflanzen wurde
anhand eines semi-quantitativen Western Blots vorgenommen. Definierte Mengen an
gesamtloslichen Samenproteinen wurden pro Gelspur appliziert und die Intensitat der Banden
der in Tabak produzierten schweren Ketten bzw. ELP-Fusionen mit den Signalen der
schweren Ketten des CHO-Standards verglichen (Abb. VII-4). Die schweren Ketten des V'2F5
aus Tabaksamen wurden als zwei getrennte Banden mit anndhernd gleicher Intensitét
identifiziert. Fir den Vergleich mit dem Standard wurde das obere Signal verwendet.
Anschlielend wurde der Wert mit zwei multipliziert. Die unteren Banden bei den Pflanzen
20/1 und 43/3 (ca. 35 kDa) wurde in die Berechnung nicht mit einbezogen.

Die Angabe des Expressionsniveaus der rekombinanten Antikdrper erfolgte in Prozent an

gesamtloslichem Protein (% TSP). Fir die Kalkulation des Gehalts an Immunglobulin wurde
das Molekulargewicht des elastindhnlichen Fusionspartners nicht berdcksichtigt (vgl. 111.3).

Die Nachkommen verschiedener DH-Pflanzen (DHY2F5 1A 10/20, DHY2F5 1A 10/43,
DHY¥2F5 1A 10/63 und DHY¥2F5eLr 8B 2/56, DHY2F5eLp 8B 2/82,

DHYS 2F5eLe 8B 2/95) wurden fiir diese Quantifizierung verwendet.

A B
DHYSP2F5ee 8B 2
DHYSP2F5 1A 10
cHO CHO2F5 56/4 82/5 9517
2F5 201 4313 63/2 S o O DD 0 DODOOD ODD O
22g 22223 2222 22T 2 CN®m TNeS vrHeS waweo
ALY NT QR NVER YT R - o ¢ - - S
W T N - N ™M
170 — 170 —
130 — 130 —
—_ 100— — 100 — - e o .
8 72— 8 72—
= 55 — - = 55 =
= 40— - S 40—
33 — 33 —f

Abb. VII-4: Semi-quantitativer Western Blot zur Bestimmung der Expressionshéhe rekombinanter
Antikorper in Tabaksamen. Die Trennung der Proteine erfolgte unter reduzierenden Bedingungen im
SDS-PAA-Gel (10%) und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper.
Definierte Konzentrationen an CHO-Standard (6,9ng; 4,6 ng; 2,3 ng bzw. 11,6 ng; 23,2ng; 34,8ng) sowie
vergleichbare Mengen an gesamtléslichem Samenprotein (1 ug; 2 pg; 4 pg; 10 pg; 20 pg) wurden pro Gelspur
aufgetragen. Jeweils drei Nachkommen der DH-Pflanzen wurden analysiert. A: Analyse des Expressionsniveaus
des Antikdrpers M2F5 in Tabaksamen. DHYS"2F5 1A 10: DH-Experiment; 20/1: Nachkomme 1 der DH-Pflanze
DHYSP2F5 1A 10/20; 43/3: Nachkomme 3 der DH-Pflanze DHY¥2F5 1A 10/43, 63/2: Nachkomme 2 der
DH-Pflanze DHYSP2F5 1A 10/63. B: Analyse des Expressionsniveaus des Antikorpers N'2F5eLe in Tabaksamen.
DHYSP2F5er 8B 2: DH-Experiment; 56/4: Nachkomme 4 der DH-Pflanze DHYSP2F5err 8B 2/56; 82/5:
Nachkomme 5 der DH-Pflanze DHYSP2F5er 8B 2/82; 95/7: Nachkomme 7 der DH-Pflanze
DHYSP2F5ee 8B 2/95. CMO2F5:  Standardantikorper 2F5 aus CHO-Zellen; DH: Doppelhaploide; USP:
USP-Promotor; ELP: elastinédhnliches Polypeptid; MW: Molekulargewicht.

Die Expressionshohen der kompletten Antikdrper in Samen bezogen auf den Gehalt an
gesamtloslichen Protein (TSP) betrugen fir die analysierten 2F5 Varianten:

N5 0,1% TSP
NtOF5eLp 0,6% TSP
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Durch C-terminale ELP-Fusion aller Antikorperketten wird die Expression des
Immunglobulins in Samen um etwa das 6-fache gesteigert. Der Gehalt an Antikérper-ELP-
Fusion wurde mit der verwendeten Methode deutlich unterschétzt (vgl. 111.3).

VII.6 Analyse der N-Glycane an den schweren Ketten der Antikdrper

Fir die Untersuchung der N-Glycane an den schweren Ketten der Antikdrper wurden diese
mit Protein A aus Blattmaterial transgener Fi-Pflanzen extrahiert (vgl. 11.2.4.6). Nach
Trennung der affinitatsgereinigten Proteine im SDS-PAA-Gel (6%, nicht reduzierende
Bedingungen) wurden diese mit Coomassie® Brilliant Blue gefarbt und die entsprechenden
Banden aus dem Gel isoliert (vgl. 11.2.4.4, Abb. VII-5). Die Analyse der N-Glycane erfolgte
wie unter Pkt. 11.2.4.9 beschrieben von J. Stadlmann (Universitat fir Bodenkultur, Wien,
Osterreich).
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Abb. VII-5: Nachweis der Protein A-gereinigten Antikorper und ELP-Fusionen mit Coomassiefarbung.
Die Trennung der rekombinanten Proteine erfolgte unter nicht reduzierenden Bedingungen im SDS-PAA-Cel
(6%). AnschlieRend wurden die Proteine mit Coomassie® Brilliant Blue gefarbt. Markierte Banden (Pfeile) der
rekombinanten Proteine wurden ausgeschnitten und fiir die N-Glycananalyse verwendet. A: Analyse der 2F5
Antikorpervarianten mit Coomassiefarbung. “2F5: 2F5 ohne ELP aus N.tabacum; N'2F5iece: 2F5 mit
ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; “2F5uerr: 2F5 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus
N. tabacum; M2F5ee: 2F5 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten aus N.tabacum. B:
Analyse der 2G12 Antikdrpervarianten mit Coomassiefirbung. “V'2G12: 2G12 ohne ELP aus N.tabacum;
N'2G12ierr: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; M2G12ner: 2G12 mit ELP-Fusion an

schweren Ketten aus N.tabacum; “'2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an allen vier Antikorperketten aus
N. tabacum. ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW: Molekulargewicht.

VIL7 Bestimmung der Kkinetischen Konstanten der Antigen-Antikbrper-
Inte raktion

Die kinetischen Parameter (Kon, Kogf, Kp) der Bindung zwischen Antigen (Analyt, A) und
Antikdrper (Ligand, B) werden im Folgenden kurz erlautert. Ihre Berechnung erfolgte mit der
Bl Aevaluation Software v4.0 (Biacore, GE Healthcare, Uppsala, Schweden).

Zur Beschreibung der Bindung von Analyt und Ligand stellt BlAevaluation verschiedene
Modelle zur Verfliigung. Die Bindungen zwischen Antikdrper und Antigen wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit mit einem monovalenten Bindungsmodell beschrieben (1:1
Interaktion).

Das Langmuir-Modell ist das einfachste Modell fur eine monovalente Interaktion zwischen
Analyt (Antigen) und immobilisiertem Ligand (Antikdrper) und ist &quivalent zur Langmuir
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Isotherme fir die Adsorption an eine Oberflache. Ein weiteres Modell ist das 1:1
Bindungsmodell mit Massentransport. Dies beschreibt ebenfalls eine 1:1 Interaktion
zwischen Analyt und Ligand, allerdings unter Massentransportlimitation.

kon
1:1 Bindungsmodell: A+B — AB (5)
Yo
A Antigen (Analyt)
B Antikdrper (Ligand)
Kon on rate Konstante [M* s?]
Kof off rate Konstante [s™]

AB Antigen-Antikorper-Komplex

Assoziation —d[:tB] = kon X [A]%[B] (6)
Dissoziation - % = Koft X [AB] (7)
Im Gleichgewicht: Assoziation = Dissoziation
Kon X [A] X [B] = Koff X [AB] (8)
koff [A]>< [B]
= 9
ke [AB] ©)

Die Geschwindigkeit der Komplexbildung von Analyt und Ligand wird mit folgender
Gleichung beschrieben:

d[AB]

TRl [A]x[B] - kot x [AB] (10)
Beziiglich des SPR-Signals wird Gleichung (11) erhalten:

dR

E:kon><C>< Rmax_(konxc+koff)XR (11)
R SPR-Signal in RU zur Zeit t
Kon on rate Konstante [M™ 5]
Kot off rate Konstante [s™]
C Konzentration des Analyts

R max Oberflachenkapazitat

Die grafische Darstellung von dR/dt gegen R resultiert in einer Geraden mit dem Anstieg
-(konC+koff). Werden die Steigungen, die flir verschiedene Analytkonzentrationen erhalten
wurden, gegen die Konzentration (C) aufgetragen, ergibt dies eine Gerade mit dem Anstieg
Kon. Der Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate ist Kot

Die Dissoziationskonstante Kp ergibt sich aus Gleichung (9).
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VIIL8 Konzentrationsbestimmung der Protein A-gereinigten 2G12 Antikorper-
varianten

Die Bestimmung der Konzentration affinitatsgereinigter 2G12 Antikdrpervarianten erfolgte
durch semi-quantitativen Western Blot (vgl. 11.2.4.2) unter Verwendung des
CHO-Standardantikérpers  (“"°2G12, vgl. Tab.1l-4). Die Proteine wurden unter
reduzierenden Bedingungen im SDS-PAA-Gel (10%) getrennt und die schweren Ketten bzw.
deren ELP-Fusionen mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikérper nach Transfer auf
Nitrocellulose detektiert.

Die mit Protein A gereinigten 2G12 Antikorperpréparationen wurden verdinnt (1:200) und
verschiedene Volumina (5 pl, 10 pl, 20 pl bzw. 40 pl) pro Gelspur appliziert. Zur Berechnung
der Antikérperkonzentrationen wurden die Intensitdten der Banden der schweren Ketten von
den in Tabak exprimierten Antikdrpern mit den Signalen der schweren Ketten des CHO-
Standards wverglichen (Abb. VII-6). Die Konzentration der Praparationen wurde unter
Verwendung des Verdinnungsfaktors (=200) berechnet. Das Molekulargewicht des
C-terminalen Fusionspartners wurde zur Berechnung nicht mit einbezogen.

CHO2G12 N2G12 N2G12LELP N2G12HEL N2G12eLp
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Abb. VII-6: Semi-quantitativer Western Blot zur Bestimmung der Konzentration affinitatsgereinigter
2G12 Antikorper. Die Trennung der Proteine erfolgte unter reduzierenden Bedingungen im SDS-PAA-Gel
(10%) und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper. Definierte
Konzentrationen an CHO-Standard (30 ng; 26 ng; 13 ng) sowie gleiche Volumina (5 wl; 10 pl; 20 pl; 40 ul) der
Praparationen wurden pro Gelspur aufgetragen. #'°2G12: Standardantikorper 2G12 aus CHO-Zellen; N'2G12:
2G12 ohne ELP aus N.tabacum; M2G12iee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum;
N'2G12+eLe: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N.tabacum; M'2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an
leichten und schweren Antikdrperketten aus N.tabacum; ELP: elastinahnliches Polypeptid; MW:
Molekulargwicht.

VIIL.9 Analyse der 2G12 Antikdrperpraparationen nach inverse transition cycling

Die Anreicherung der 2G12 Antikdrpervarianten in Blattextrakten und deren Auswertung
erfolgten analog zu den 2F5 Immunglobulinen und sind in den nachfolgenden Abbildungen
dargestellt (Abb. VII-7, Abb. VI1I-8, Abb. VII-9).

Fur eine optimale Ausheute an 2G12 Antikorper-ELP-Fusionsproteinen waren Temperaturen
von 45°C und hoher erforderlich. Bei der Loslichkeit der rekombinanten Proteine nach ITC
wurden vergleichbare Ergebnisse zu den 2F5 AntikOrpervarianten erhalten. Je hoher die
Temperatur bei ITC, desto weniger Protein geht anschlieend in Losung.
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Abb. VII-7: Anreicherung rekombinanter 2G12 Antikérper-ELP-Fusionen durch inverse transition
cycling. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-CGel (6%) unter nicht reduzierenden Bedingungen und
die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikérper. Vier verschiedenen Temperaturen
(37°C; 40°C; 45°C und 50°C) wurden beim inverse transition cycling verwendet. Gleiche Volumina an
Rohextrakten (E) und Uberstanden (U) nach Zentrifugation bei 37°C, 40°C, 45°C und 50°C wurden pro Gelspur
appliziert (10,&1I). Von den Proteinpraparationen (P) wurde jeweils 1 ul pro Gelspur aufgetragen. A: Nachweis
von M'2G12. M2G12: 2G12 ohne ELP aus N.tabacum. B: Nachweis von M2G12iee. N'2G12teie: 2G12 mit
ELP-Fusion an leichten Ketten aus N. tabacum. C: Nachweis von N'2G12+ere. N'2G12+eLe: 2G12 mit ELP-Fusion
an schweren Ketten aus N. tabacum. D: Nachweis von N'2G12ere. N'2G12ep: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten
und schweren Antikorperketten aus N. tabacum. “H°2G12: 2 ng Standardantikérper 2G12 aus CHO-Zellen; ELP:
elastindhnliches Polypeptid; MW: Molekularge wicht.
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Abb. VII-8: Nachweis der rekombinanten 2G12 Antikorper-ELP-Fusionen nach inverse transition cycling
aus Blattextrakten. Die Trennung der Proteine erfolgte im SDS-PAA-CGel (6%) unter nicht reduzierenden
Bedingungen und die Western Blot Analyse mit einem anti-Human Fc-spezifischen Antikdrper bzw. die CGele
wurden mit Silbernitrat oder Coomassie® Brilliant Blue gefarbt. Vier verschiedenen Temperaturen (37°C; 40°C;
45°C und 50°C) wurden bei der Reinigung verwendet. Gleiche Volumina an Rohextrakten (E) und der
Praparationen wurden zur Visualisierung (Silber- oder Coomassiefarbung) pro Celspur aufgetragen. A:
Nachweis von N'2G12 im silbergefarbten SDS-PAA-Gel und durch Western Blot. N2G12: 2G12 ohne ELP aus
N. tabacum. B: Nachweis von N'2G12ieLe im silbergefarbten SDS-PAA-Celund durch Western Blot. NY2G12teLe:
2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum. C: Nachweis von “N'2G12+ere im silbergefarbten
SDS-PAA-Gel und durch Western Blot. "2G12+eLe: 2G12 mit ELP-Fusion an schweren Ketten aus N. tabacum.
D: Nachweis von N'2G12ee mit Coomassiefarbung und durch Western Blot. N'2G12err: 2G12 mit ELP-Fusion
an leichten und schweren Antikdrperketten aus N.tabacum. CHO2G12: 2 ng Standardantikdrper 2G12 aus
CHO-Zellen; ELP: elastindhnlich Polypeptid; MW: Molekulargewicht.
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Abb. VII-9: Kontrolle der Loslichkeit der 2G12 Antikorper -ELP-Fusionen nach inverse transition cycling.
Die Trennung der Proteine erfolgte unter reduzierenden Bedingungen im SDS-PAA-Gel (12%) und die Western
Blot Analyse mit dem anti-c-myc Antikdérper. Vier verschiedenen Temperaturen (37°C; 40°C; 45°C und 50°C)
wurden bei der Anreicherung verwendet. Unldsliche Bestandteile der Proteinpraparationen wurden in 72 mM
Tris (pH 6,8), 10% (v/v) Glycerin, 3% (w/v) SDS, 0,25 pM Bromphenolblau und 5% (v/v) B-Mercaptoethanol
gekocht und gleiche Volumina fur die Visualisierung pro Gelspur aufgetragen (0,5 ul). scFv: 20 ng
Einkettenantikorper/c-myc Standard, E: Pflanzenrohextrakt; N'2G12: 2G12 ohne ELP aus N.tabacum;
N'2G12ierr: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten Ketten aus N.tabacum; M2G12ner: 2G12 mit ELP-Fusion an
schweren Ketten aus N. tabacum; N'2G12ee: 2G12 mit ELP-Fusion an leichten und schweren Antikorperketten
aus N.tabacum; 2G12-LC: 2G12 leichte Kette; 2G12-HC: 2G12 schwere Kette; 2G12-LCeLr: 2G12 leichte Kette
mit ELP-Fusion; 2G12-HCerr: 2F5 schwere Kette mit ELP-Fusion; ELP: elastindhnliches Polypeptid; MW:
Molekulargewicht.
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Abb. VII-10: Schematische Darstellung des 2F5 Antikérpers mit C-terminaler ELP-Fusion an den
schweren Ketten und die veranderten Masseschwerpunkte. Die Dimensionen von Antikdrper und Antigen
(Fuzeon®) wurden unter Verwendung von SWISS-PDBviewer 3.7 von M. Sack (RWTH Aachen, Aachen, BRD)

berechnet.
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