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Einleitung

1 Einleitung

Pflanzen bilden aufgrund ihrer Fahigkeit, aus anorganischen Stoffen mit Hilfe von
Sonnenenergie organische Verbindungen bilden zu kénnen, die Grundlage des Lebens aller
heterotrophen Organismen. Der Mensch begann bereits vor etwa 10.000 Jahren mit der
Domestifikation von Pflanzen zur Gewinnung von Nahrungs- und Futtermitteln diese
Eigenschaften der Pflanzen effektiv auszunutzen. Neben der Rolle als Produzenten von
Nahrstoffen erlauben Pflanzen auch die Synthese und Gewinnung verschiedener
organischer Chemikalien und Polymere wie beispielsweise Holz, Zellulose, Starke,
Baumwolle, Hanf, Flachs, Harze und Ole, die fir die Industrie wichtige Ausgangsstoffe
darstellen. Gegentber anderen biologischen Produktionssystemen flir organische
Materialien wie Bakterien, Pilze oder Tiere erlaubt hierbei die Bereitstellung der Energie und
der Ausgangsstoffe in Form von Sonnenenergie, anorganischen Mineralien, Wasser und
Kohlendioxid eine relativ kostengtinstige Produktion organischer Substanzen. Die Pflanze
stellt somit ein ideales Produktionssystem fiir die Synthese von organischen Substanzen flr
die Nahrungsmittel- und fiir die chemische Industrie dar.

Der stetige Anstieg der Weltbevdlkerung erfordert eine effektivere Nutzung der vorhandenen
Ackernutzflache durch Steigerung des Ertrages der angebauten Kulturpflanzen. Dies ist
durch Veranderungen des Genotyps der angebauten Nutzpflanzenart und durch den Einsatz
von Substanzen, die natirlich vorhandene Phytopathogene und konkurrierende Pflanzen
gezielt in ihrer Entwicklung hemmen, moglich. Hierzu gehdren hauptsachlich der Einsatz von
Herbiziden gegen konkurrierende Unkrauter, Insektiziden gegen pflanzenschadigende
Insekten und die Anwendung von Fungiziden zur Bekadmpfung phytopathogener Pilze. Die
oben genannten Verbesserungen des Erbgutes zur Steigerung des Ertrages und zur
Ausbildung von Resistenzen gegenlber  schadigenden Organismen und
Pflanzenschutzmitteln sind durch klassische Zuchtmethoden und durch die gezielte

Einbringung von rekombinanten Genen mit Hilfe von Transformationsmethoden maoglich.

1.1 Gentechnologie zur Verbesserung der Eigenschaften von Pflanzen

Neben der Verbesserung von Nutzpflanzeneigenschaften durch klassische Zichtung neuer
Sorten mittels Kreuzung, gibt es seit 1983 eine Methode, die den direkten Gentransfer in
Pflanzenzellen mit anschlieRender Regeneration stabiler transgener Pflanzen ermdglicht
(Horsch et al., 1984, De Block et al., 1984, Horsch et al., 1985/1+1]). Die Vorteile der gezielten
Einbringung von Fremdgenen in das Pflanzengenom durch gentechnische Methoden sind
vielfaltig (Conner & Jacobs, 1999): (1) Es ist mdglich DNA von bisher ziichtungstechnisch

inkompatiblen Organismen zur Verbesserung der Kulturpflanzeneigenschaften zu
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kombinieren. Durch die Erweiterung des ,Genpools* auf DNA-Sequenzen anderer Pflanzen,
Bakterien, Tiere oder artifiziell erzeugter Gene werden durch klassische Kreuzungsmethoden
bisher nicht realisierbare Moglichkeiten der Einbringung neuer Eigenschaften geschaffen. (2)
Der wiederholte Transfer neuer Gene in bereits existierende Kultursorten oder Elitelinien ist
ebenfalls moglich und erlaubt die Weiterentwicklung von Sorten ohne zeitaufwendige
Zuchtungsmethoden. (3) Das Zielgen, welches fir die gewlinschte Eigenschaft kodiert, kann
direkt transferiert werden. Die Schwierigkeiten bei der klassischen Zichtung, bedingt durch
die Ubertragung von flankierenden DNA-Sequenzen mit oftmals unerwiinschten
Eigenschaften, kénnen dadurch vermieden werden. (4) Neue Gene kdénnen durch
molekularbiologische Methoden anwendungsspezifisch verandert und konstruiert werden.
Seit kurzer Zeit werden auch polycistronische DNA-Sequenzen zur Transformation von
Pflanzen genutzt und damit die Ubertragung der Gene fiir ganze Stoffwechselwege
ermoglicht. Nakashita und Mitarbeiter (2001) nutzten beispielsweise die Ubertragung von
bakterieller polycistronischer DNA in Plastiden zur Synthese eines bioabbaubaren Polyesters
(Polyhydroxybuttersdure) im Blattgewebe transgener Tabakpflanzen aus. Die Wahl
gewebsspezifischer Promotoren und Translokationssequenzen in den Expressionskassetten
ermoglicht auerdem die temporar- und lokalspezifische Expression des Zielgenes. Durch
den Einsatz induzierbarer Promotoren kann die Expression zudem exogen reguliert werden
(Gatz & Lenk, 1998). Der Einsatz der sogenannten RBF-Methode (,reversible Blockierung
der Funktion®), bei der die Vermehrung oder Entwicklung der gentechnisch veranderten
Pflanze durch einen konstitutiv exprimierten Hemmstoff blockiert wird, ermoglicht eine relativ
sichere Anwendung des Transgens. Nur durch einen exogenen -synthetischen- Stimulus
kann die Wirkung dieses endogenen Hemmstoffes aufgehoben werden (Kuvshinov et al.,
2001). Die Ubertragung der Gene in Form von Plasmidkonstrukten in das Genom der
Pflanze kann auf unterschiedliche Weise erfolgen (Hansen & Wright, 1999; Franken et al.,
1997; Repellin et al., 2001). Die am haufigsten genutzte Methode der Genulbertragung in
dikotyledone Pflanzen ist die des Agrobakterium tumefaciens vermittelten Gentransfers mit
Hilfe des Ti-Plasmidsystems (Hoekema et al., 1983, Horsch et al., 1984). Desweiteren ist der
direkte Transfer der ,nackten“ DNA in pflanzliche Protoplasten Uber verschiedene Methoden
mdglich (Elektroporation: Fromm et al., 1985; PEG-vermittelter DNA-Transfer: Paszkowski et
al., 1984, Fischer & Hain, 1995; Koprazipitierung mit Kalziumphosphat: Hain et al., 1985;
Mikroprojektil-Bombardierung: Klein et al., 1987; und Mikroinjektion: Griesbach, 1983, Reich
et al., 1986). Der direkte Gentransfer wird hauptsachlich fir die Transformation von
monokotyledonen Pflanzen, die durch Agrobakterienstdmme nicht infiziert werden kénnen,
angewandt. Es gelang mittlerweile jedoch auch, monokotyledone Pflanzen Agrobakterium
tumefaciens vermittelt zu transformieren, wodurch groRere DNA-Fragmente in diese
Pflanzen Ubertragen werden konnen (z.B.: Weizen: Cheng et al., 1997; Gerste: Tingay et al.
1997; Mais: Ishida et al. 1996; Ubersicht in Smith et al., 1995). Standige Verbesserungen der
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pflanzenmolekular- und gewebekulturtechnischen Methoden erlauben die Transformation
von vielen Pflanzenarten, deren Regenaration zu stabilen transgenen Pflanzen und
demzufolge die Expression einer groften Vielfalt fremder Gene in verschiedenen Pflanzen
(Franken et al., 1997). Erste Anwendungen des Transfer von Fremdgenen mittels
Gentechnologie in Kulturpflanzen, deren Expression und Wirkung im Freilandversuch
getestet wurde, betreffen die Resistenzausbildung gegen das Herbizid Glyphosat (Shah et
al., 1986), einem Pflanzenvirus (Nelson et al., 1988; Sanders et al.,1992) und den Schutz vor
Insektenfrald (Fischhoff et al., 1987, Perlak et al., 1990).

Seitdem wurde eine grofle Anzahl weiterer Gene isoliert, kloniert und im pflanzlichen
Organismus zur Expression gebracht. Die gegenwartig anwendungsorientierten
Forschungsschwerpunkte bilden gentechnisch veranderte Kulturpflanzen, die durch den
Transfer von Genen Resistenz gegenlber Krankheiten, Herbiziden, Insektenfral® und
Umweltstre® vermitteln. Andere Anwendungsschwerpunkte betreffen Qualitatssteigerungen,
wie die verbesserte Lagerfahigkeit und Nahrstoffzusammensetzung des Erntegutes,
Veranderungen metabolischer Reaktionswege fir die Produktion von Polymeren und
Polypeptiden flr pharmazeutische oder technische Zwecke (Fiedler & Conrad, 1995; Smith
& Glick, 1997, 2000; Arntzen, 1997; Mason et al., 1996, Dalsgaard et al., 1997, May et al.
1995, Conner & Jacobs, 1999; Herbers & Sonnewald, 1999). Aktuelle Beispiele fur die
gentechnologische Verbesserung der Eigenschaften von Pflanzen sind das Einbringen
ernahrungsphysiologisch wichtiger Proteine (Chakraborty et al., 2000), die Verbesserung der
Frosttoleranz (Honjoh et al., 2001), der Resistenz gegenuber Insekten (Tinjuangjun et al.,
2000, Xu et al., 1996, Kumar & Sharma, 1994), der Virenresistenz (Fischer et al., 2001, Lam
et al., 1996, Hong et al., 1996) und der Resistenz vor Pilzinfektionen (Lin et al., 1995, Zhu et
al., 1996: Punja, 2001). Durch die Expression entsprechender, Schwermetallionen bindender
oder reduzierender Proteine, kdnnen transgene schwermetalltolerante Pflanzen auch zur
Entgiftung und Beseitigung von Umweltschadstoffen im Boden genutzt werden (Ke et al.,
2001, Kramer & Chardonnens, 2001). Der Einsatz von gentechnisch erzeugten, resistenten
Kulturpflanzen ermdglicht die Steigerung landwirtschaftlicher Ertrage bei gleichzeitig
verringertem Einsatz von Agrochemikalien. Dadurch wird eine effektivere Ausnutzung
vorhandener Ackernutzflachen und die Minimierung der Menge an Pestizidrickstanden im
Boden und in der Nutzpflanze méglich. Eine Ubersicht (iber die vielfaltigen Mdglichkeiten zur

biotechnologischen Nutzung von Pflanzen wurde von Kumar (2001) veroffentlicht.

1.2 Konstruktion von rekombinanten Antikorpern

Unter dem Begriff Antikdrper versteht man humorale und zellulare multifunktionelle
Glykoproteine von Vertebraten, die im Wesentlichen der Abwehr von Mikroorganismen und

Viren dienen (Lottspeich & Zorbas, 1998). Antikdrper sind spezifisch gegen Antigene
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gerichtet und binden diese mit hoher Affinitat in einer Antikérper-Antigen-Reaktion, die nach
dem Schlissel-SchloR-Prinzip funktioniert. Der antigenbindende Teil des Antikérpers wird
hierbei definiert durch das sogenannte Paratop. Das Epitop ist die entsprechende
Oberflachenstruktur des Antigens, die mit dem Paratop in Wechselwirkung tritt. Als Antigen
kann ein Protein oder eine beliebige andere Substanz fungieren.

Im Saugetierorganismus werden flnf Antikdrperklassen (Isotypen) unterschieden: IgA, IgD,
IgE, 1gG und IgM. Die am haufigsten auftretenden Antikdrpermolekule gehdren der
Immunglobulin G-Klasse an. IgG-Molekulle werden von Lymphozyten sezerniert, haben ein
Molekulargewicht von ca. 150 kDa und sind aus zwei identischen glykosilierten schweren
sowie zwei identischen nicht glykosilierten leichten Polypeptidketten aufgebaut. Die
schweren Ketten sind durch Disulfidbriicken miteinander verbunden, Disulfidbriicken
verbinden auch jeweils eine leichte Kette mit einer schweren Kette des Immunglobulins.

Die Bindung an das Antigen erfolgt in einem kleinen Bereich des Antikérpers, der variablen
Domane. Innerhalb dieser variablen Region existieren sogenannte hypervariable Bereiche
(CDR’s: ,complementary determining regions®), die fiir die Ausbildung der Antigenbindestelle
wichtig sind. Der konstante Teil des Antikorpers (Fc-Teil), dient u.a. zur Aktivierung der
zelluldaren Immunantwort und ist fur die Bindung des Antigenes entbehrlich. Durch
Amplifikation mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion kénnen die Immunglobulingene aus
AK-sezernierenden Zellen fur Klonierungsschritte isoliert werden (Winter & Milstein, 1991).
Aus diesen DNA-Sequenzen wurden verschiedene Formen abgeleiteter
Antikdrpermolekilsequenzen konstruiert, in heterologen Systemen zur Expression gebracht
und auf ihre Funktionalitat Gberprift. Neben vollstandigen Antikdrpermolekilen zeigen F(ab)-
Fragmente, Fv-Fragmente, Einkettenantikérperfragmente (scFv, ,single chain Fv®),
Disulfidbruckenstabilisierte Fv-Fragmente sowie einzelne VH-Ketten Antigenbindeaktivitat.
Weitere funktionelle Formen sind multivalente Poly-Einkettenantikérper (Diabody, Triabody,
Tetrabody), die durch Zusammenlagerung mehrerer scFv-Molekile gebildet werden kdnnen
(Little et al., 2000). Einkettenantikbrper sind chimare Polypeptide, die aus den variablen
Doméanen der schweren (VH) und der leichten Kette (VL) des parentalen Immunglobulins
zusammengesetzt sind (Bird & Walker, 1991, siehe Abb. 1). Die Doméanen sind durch ein
kurzes flexibles Linkerpeptid (L) kovalent miteinander verbunden (Bird et al., 1988). Beide
Orientierungen der variablen Ketten bilden funktionelle Molekile (VH-L-VL oder VL-L-VH).
Der Vorteil von Einkettenantikérpern gegentber vollstandigen Antikérpern, F(ab) und Fv-
Fragmenten besteht darin, dal} fir die Funktionalitat eine Zusammenlagerung der einzelnen
Polypeptidketten unter oxidativen Bedingungen zur Ausbildung der Disulfidbriicken nicht
notig ist, da sie von einem einzelnem Gen codiert werden. Die DNA-Sequenzen der VH- und
VL-Domanen sind direkt miteinander verbunden. Hierdurch erfolgt die Expression als
zusammenhangendes Polypeptid, welches die VH- und die VL-Domanen in equimolaren

Konzentrationen enthalt. Durch ihre geringe Groflke von ca. 30 kDa sind Einkettenantikorper
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vor allem fir Anwendungsbereiche geeignet, bei denen der konstante Teil des
Antikérpermolekiils nicht benétigt wird oder unerwiinscht ist, beispielsweise fir medizinische
Anwendungen, die eine schnelle Resorption im Zielgewebe vorraussetzen.

Neben einzelnen VH-Domanen stellen Einkettenantikorperfragmente die kleinsten
antigenbindenden Molekile dar. Fur die Konstruktion der Einkettenantikérper wird die durch
reverse Transkription der mRNA aus AK-sezernierenden Hybridomzellen gewonnene cDNA
als Matrize fur eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) genutzt. Die Gene der variablen
Domanen der leichten und schweren Kette werden hierfur im ersten Reaktionsschritt mit
degenerierten Oligonukleotiden in separaten Reaktionsansatzen amplifiziert (z.B.:Chaudhary
et al., 1990). Bei der sich anschlielenden Fusions-PCR werden die VL-Gene und die VH-
Gene nach spontaner Zusammenlagerung komplementarer Sequenzen im Linkerbereich
beider Ketten reamplifiziert. Die erhaltene DNA-Sequenz fur das scFv kann anschlief3end in
einem bakteriellen System zur Expression gebracht und die Eigenschaften der chimaren

Antikérperfragmente untersucht werden (Dreher et al., 1991, Hoogenboom et al., 1991).

vollstindiges Antikdrpermolekiil (I9G) Einkettenantikérper (scFv)

©
.\(\\)

Protein &°
Crotein o

VLHEVH

Carboxyterminus

DNA VH CHA CH2 CH3 VL L VH
N 0 ) \ || \
VL cL
/T [ ] vH-Doméne [ CH-Doméne

[]VL-Domane [ ]CL-Doméne [ Linker

Abb.1.: Schematische Darstellung der Protein- und DNA-Struktur von Immunglobulin G und
eines Einkettenantikérpers (VL-L-VH) CH1-3: konstante Doménen der schweren
Ketten des Antikérpers; CL: konstante Doméane der leichten Kette des Antikérpers;
VH: variable Doméne der schweren Kette des AK; VL: variable Doméne der leichten
Kette des AK; CDR 1-3: hypervariable Regionen der variablen Doménen; L: Linker
Eine weitere Mdglichkeit zur Gewinnung von Einkettenantikdrpern besteht in der Technik
des sogenannten ,Phagen-Display* (z.B.: Clackson et al., 1991; Winter & Milstein, 1991;
Chiswell & McCafferty 1992; Winter et al., 1994; Hoogenboom & Chames, 2000; De Wildt et
al., 2000). Durch Fusion der scFv-Sequenz mit der Sequenz des Hiillproteins eines
Bakteriophagen kann das scFv auf der Oberflache des Phagen exprimiert und durch den
Einsatz entsprechender Selektionsbedingungen angereichert werden (McCafferty et al.,

1990). Mit Hilfe von Phagenbanken, die aus einem grof3en Repertoire verschiedener scFv-
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Gene bestehen, kdnnen Antikorper in vitro ohne vorherige Immunisierung von tierischen
Organismen in relativ kurzer Zeit isoliert werden. Durch zuféllige oder gezielte Einflihrung
von Mutationen in die DNA-Sequenz, Ribosomendisplay, ,DNA-shuffling“ und ,loop grafting®
kénnen Affinitat, Stabilitat, Loslichkeit und Spezifitdt von Antikérpern nachfolgend
anwendungsspezifisch optimiert werden (Jung & Pliickthun, 1997, Chowdhury et al., 1998,
Dooley et al., 1998, Jung et al., 1999, Jermutus et al., 2001, Wérn & Plickthun, 2001).

1.3 Nutzung von intrazellular exprimierten Einkettenantikorpern

Rekombinante Antikdrper kénnen in tierischen, menschlichen und pflanzlichen Zellen
artifiziell exprimiert werden. Dadurch wird die Nutzung ihrer antigenbindenden Eigenschaft
auch aufRerhalb des natirlichen Wirkbereiches in vivo méglich.

Neben der bereits genannten Eigenschaft der Einkettenantikbrper zur funktionellen
Expression im Zytosol ist ihre geringe GrofRRe fir verschiedenartige medizinische
Anwendungen von Vorteil, bei denen eine schnelle Resorption des Antikbrpermolekils
erforderlich ist. Der Anwendungsbereich der Einkettenantikérper kann durch Fusion mit
Effektorproteinen, wie Toxinen, Enzymen oder DNA-Bindedomanen erweitert werden.
Toxingekoppelte Einkettenantikdrper beispielsweise kdénnen zur gezielten effektiven
Vernichtung von Tumorzellen genutzt werden (Jones & Marasco, 1998). Durch die
intrazelluldare Expression von Einkettenantikérpern kdénnen biochemische Reaktionswege
modifiziert oder Pathogene in ihrer Entwicklung beziehungsweise Vermehrung gehemmt
werden (Peeters et al., 2001). Urspringlich wurden diese sogenannten ,Intrabodies® in
menschlichen Zellen zur intrazellularen Immunisierung und zur Modulation von Stoffwechsel-
und Regulationsprozessen exprimiert. Die Antikdrper ermdglichen hierbei ein breites
Anwendungsspektrum, da sie gegen verschiedenste Substanzen wie beispielsweise
Nukleinsauren, Kohlenhydrate, Lipide, virale Proteine, Wachstumsfaktoren, Signalmolekiile,
oder Transkriptionsfaktoren gerichtet sein kénnen (Marasco et al., 1993, Duan et al., 1994,
Richardson et al., 1995, Richardson & Marasco, 1995, Deshane et al., 1995, Graus-Porta et
al., 1995, Jones & Marasco, 1998). Die Effekte der intrazellularen Expression von
Einkettenantikbrpern  sind  beispielsweise  die  Blockierung oder  Stabilisierung
makromolekularer Wechselwirkungen (Protein-Protein oder Protein-DNA), die Modulation
von Enzymaktivitaten durch Bindung des scFv an das aktive Zentrum des Enzymes, an das
Enzymsubstrat oder bedingt durch die Bindung an einen entsprechenden Enzymort die
Fixierung des Zielproteins in der aktiven beziehungsweise inaktiven Form. Durch die
Bindung an ein Protein kann ein scFv auch dazu genutzt werden, dieses Protein vom Zielort
fernzuhalten (Marasco, 1997). Beispiele fur die Nutzung von intrazelluldr exprimierten
Einkettenantikérpern in menschlichen Zellen sind die Krebsbekdmpfung durch Modulation

signaltransduktionsbeteiligter Molekille (Marasco, 1997), die Behandlung neurodegenerativer
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Erkrankungen aufgrund der Hemmung der Akkumulation und Aggregation von abnormalen
neuronalen Proteinen durch Expression eines Einkettenantikrpers gegen dieses Protein
(Lecerf et al., 2001) oder die Unterdrickung der Replikation des HIV-1 Virus durch
intrazelluldare Expression eines gegen das HIV-1-Transaktivatorprotein gerichteten

Einkettenantikdrpers in HIV-1 suszeptiblen Zellen (Marasco et al., 1999).

1.4 Immunmodulation in Pflanzen

Die Anwendung der Immunmodulation und der intrazellularen Immunisierung ist nicht auf
das Saugerzellsystem beschrankt. Es gelang bereits mehrfach, verschiedene rekombinante
Antikorper in Pflanzen zu exprimieren, um Reaktionswege zu modifizieren beziehungsweise
Resistenzen gegenlber Pathogene zu erzeugen. Die Expression kann hierbei durch den
Einsatz geeigneter Promotoren und Signalsequenzen in der Pflanze sowohl
gewebespezifisch als auch intrazellular kompartimentspezifisch reguliert werden.

Fir die Expression des scFv im Zytosol der Pflanzenzelle sind keine zusatzlichen
Signalsequenzen stromabwarts der Promotorsequenz nétig. Eine mitochondriale Expression
von Einkettenantikdrpern wird durch die Fusion mit einem entsprechenden Signalpeptid am
N-Terminus des scFv erreicht (Biocca et al., 1995, Biocca & Cattaneo, 1995). Durch die
Wahl plastidarer Signalsequenzen kénnen die Einkettenantikdrper in dieses Kompartiment
geschleust werden (Bednarek & Raikhel, 1992). Die Lokalisation im endoplasmatischen
Retikulum und weiterer Kompartimente der pflanzlichen Zelle wird durch ein aminoterminales
Signalpeptid ermdglicht, welches die cotranslationale Translokation des gebildeten
Polypeptides durch die ER-Membran und nachfolgend die Einschleusung des
Einkettenantikérpers in den sekretorischen Weg erlaubt (Conrad & Fiedler, 1994).
Zusatzliche vakuolare Transitsequenzen bewirken eine Einschleusung in die Zellvakuole
(Nakamura & Matsuoka, 1993). Fehlen weitere Targetingsignale, wird das gebildete Protein
Uber das intrazellulare Transportsystem in den Apoplasten sezerniert. Ein ER-
Retentionssignal am carboxyterminalen Ende flihrt zum Verbleib des Proteins im
endoplasmatischen Retikulum (Denecke et al., 1992, Wandelt et al., 1992, Gomord et al.,
1999). Durch die Fusion des scFv mit einer entsprechenden Transmembrandomane kann
nach dem Eintritt in den sekretorischen Weg die Verankerung des gebildeten
Fusionsproteines in der Plasmamembran der exprimierenden Zellen erreicht werden
(Chesnut et al., 1996, Schillberg et al., 2000).

Die Wahl des Kompartimentes ist fur die erfolgreiche Inhibierung des Zielmolekils, der
Immunmodulation, wichtig. Die Immunmodulation ist eine molekulare Technik, die eine
Veranderung des zelluldren Metabolismus, von Signaltransduktionswegen oder der
Pathogeninfektidsitat durch die Expression von Antikérperkodierenden Genen verursacht.

Die Antikdrper erkennen hierbei spezifisch I6sliche oder membranassozierte Molekdle,
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Rezeptoren, Enzyme oder DNA-bindende Proteine und interferieren durch Bildung von
Antigen-Antikdrperkomplexen mit der Funktion dieser Molekile. Die mdoglichen
Mechanismen der durch Antikérper vermittelten in vivo Immunmodulation von funktionellen
Molekulen sind in Abbildung 2 zusammenfassend dargestellt: (1) kompetitive Inhibierung
durch Bindung an den Reaktionsort eines Enzymes und infolgedessen Hemmung der
Substratbindung, (2) Beeinflussung der korrekten Faltung des Zielproteins, (3) Stérung der
Bildung von funktionellen Proteinaggregaten bei Proteinkomplexen durch Bindung an eine
Untereinheit, (4) allosterische Inhibierung durch die AK-bindungsbedingte Veranderung der
dreidimensionalen Struktur des Zielproteins, (5) Erzeugung von Defizienz durch Bindung von
Substrat oder Ligand. Fehltargeting (6) ist ebenfalls eine Méglichkeit der Immunmodulation,
bei der eine artifizielle Anreicherung des Antigenes (z.B. Substrat) durch gezielte Expression
des Antikorpers in einem Zellkompartiment mit der Folge der Defizienz dieses Antigenes in

anderen Kompartimenten erreicht wird (De Jaeger et al., 2000, Conrad & Manteuffel, 2001).

(1) ()

. P
/"' 7 \AKTIV

7 (6) [
(5)
Protein (Enzym oder Rezeptor) ® Reaktionsprodukt (bei Enzym)
Substrat oder Ligand % Antikorper

Abb.2.: Mégliche Mechanismen der Immunmodulation (Erlduterung: siehe Text)

Einkettenantikérper sind flir die Zwecke der Immunmodulation in Pflanzen besser als
vollstandige Antikérper geeignet, da die antigenbindenden Eigenschaften haufig auch unter
den reduzierenden Bedingungen nach Expression im Zytosol vorhanden sind und damit ein
breiteres Anwendungsspektrum ermdglicht wird (Smith, 1996, De Jaeger et al., 1999).
Beispiele zur Modulation verschiedener Antigene durch Expression von Antikérpern in

Pflanzen sind die Reduktion der Aktivitdt des endogenen Regulatorproteins Phytochrom
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durch spezifische Einkettenantikérper (Owen et al., 1992) und die Erhéhung der Resistenz
gegeniber Viren oder zellwandlosen Bakterien (Tavladoraki et al., 1993, Voss et al., 1995,
Fecker et al., 1997, Le Gall et al., 1998, Zimmermann et al., 1998, Schillberg et al., 2000,
Schillberg et al., 2001, Fischer et al., 2001). Neben héhermolekularen Substanzen kénnen
auch niedrigmolekulare regulative Substanzen durch gezielte Expression eines spezifischen
Einkettenantikdrpers immunmoduliert werden (Artsaenko et al., 1995, Shimada et al., 1999).
Artsaenko und Mitarbeiter (1995) konnten durch die ubiquitdre Expression eines spezifisch
gegen das Pflanzenhormon Abscisinsdure gerichteten Einkettenantikérpers im ER
transgener Tabakpflanzen die Symptome von Abscisinsdure defizienten Mutanten, wie
welkender Phanotyp und Schliel3zellfunktionsbeeintrachtigung, erzeugen. Dadurch ist neben
der Nutzung von ABA defizienter, beziehungsweise insensitiver Mutanten und der exogenen
Gabe von Abscisinsaure oder Abscisinsduresyntheseinhibitoren eine neue Methode zur
Aufklarung der biologischen Funktion dieses Hormones verfiigbar (Artsaenko et al., 1998).
Neben der ubiquitdren Expression des anti-ABA-scFv unter Kontrolle des starken CaMV-
35S-Promotors (Franck et al., 1980, Benfay et al., 1989) gelang unter Nutzung des USP-
Promotors (Bdumlein et al., 1991/I) eine samenspezifische Expression und Akkumulation
dieses Einkettenantikdrpers in hohen Konzentrationen im Samen von Tabakpflanzen
(Phillips et al., 1997). Die samenspezifische Immunmodulation des Hormones fiihrte zu
einem phanotypischen Effekt, der in ahnlicher Weise sonst nur bei starken ABA-insensitiven/
defizienten Mutanten beobachtet werden konnte (z.B. Nambara et al., 1992 und 1994:
Koorneef et al., 1989). Diese Effekte waren aufgrund der organspezifischen Expression des
Antikorpers auf den Tabaksamen beschrankt und auflerten sich in einem Wechsel des
Entwicklungsprogrammes von der Samenreifung zur Samenkeimung (Ausbildung griiner
Kotyledonen, stark verringerte Einlagerung von Speicherproteinen und Olkérpern, fehlende
Dormanz, Viviparie). Das Hormon Abscisinsdure konnte somit effektiv samenspezifisch in
seiner Wirkung gehemmt werden, da die Expression des Einkettenantikérpers zu einem
Defizit an biologisch verfigbarer Abscisinsdure in diesem Organ fuhrte (Phillips et al., 1997).
Aufgrund der erfolgreichen Inaktivierung endogener Regulatormolekile sowie der Erzeugung
von Resistenz gegenuber phytopathogenen Viren durch die Expression spezifischer
Einkettenantikérper in Pflanzen entstand die Idee, der Anwendung dieser Methode auf
exogen applizierte Wirkstoffe zu erweitern. Verschiedene landwirtschaftlich genutzte
Wirkstoffe zeigen haufig unerwunschte Nebeneffekte, die auf der Interferenz mit dem
Stoffwechsel der Pflanze beruhen und zu Stérungen in der Entwicklung fuhren kdnnen.
Diese Nebeneffekte sollten unter Nutzung der Immunmodulationsmethode durch Expression
eines spezifisch gegen diesen exogen applizierten Wirkstoff gerichteten Einkettenantikérper
minimiert werden. Als Beispiel zur Prifung dieser Hypothese sollten Einkettenantikorper, die

spezifisch das Fungizid Kresoxim-methyl binden, in Tabakpflanzen exprimiert werden.
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1.5 Nutzung von Fungiziden in der Landwirtschaft

Annahernd ein Flnftel der weltweiten Ertragsverluste bei Kulturpflanzen sind auf Schaden,
die durch Phytopathogene verursacht werden, zurtckzufuhren (Knight et al., 1997). Als
GegenmalRnahmen zur Verhinderung dieser Verluste und damit zur Steigerung der
landwirtschaftlichen Ertrage sind die Verwendung von pathogentoleranten Pflanzen und der
Einsatz von Pestiziden zu nennen. Die ersten Einsatze fungizider Substanzen zur
Bekampfung phytopathogener Pilze begannen in der Mitte des neunzehnten Jahrhunderts
mit der Verwendung der ,Bordeaux-Mixtur®, einer wallrigen Mischung aus Kalkhydrat und
Kupfersulfat. Seit den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts kommen systemische Produkte
zur Anwendung, die nicht nur oberflachlich wirken, sondern das Pflanzengewebe
durchdringen und deshalb auch kurativ eingesetzt werden kodnnen. Mittlerweile gehdren
Fungizide neben Herbiziden und Insektiziden zu den wichtigsten Pflanzenschutzmitteln.
Allein in Deutschland betrug 1992 der Anteil des Fungizidmarktes in Getreide knapp
vierhundert Millionen DM (Hock et al., 1995), der Anteil von Fungiziden am gesamten
Weltmarkt betrug 1991 ca. finf Mrd.US$ (Lyr, 71995). Die extensive Applikation von
Fungiziden fuhrt jedoch haufig zu einer selektiv bedingten Erhdhung des Anteiles von
Pilzstammen mit verringerter Sensitivitat gegentber den entsprechenden Substanzen. So
fuhrte beispielsweise die Anwendung von Sterolinhibitoren in Europa zu einem starken
Anstieg resistenter Mehltaustamme (Staub, 1997). Da solche resistenten Stdmme haufig
mehrere Jahre Uberdauern kdénnen, ist eine Kontrolle der Krankheit durch die
entsprechenden Fungizide Uber einen langeren Zeitraum nicht mehr mdéglich. Dies macht die
standige Entwicklung fungitoxisch wirksamer Komponenten mit neuen Wirkmechanismen
notwendig. Das hohe Investitionsvolumen von 570 Millionen US$, welches 1997 weltweit von
den flnfzehn fihrenden agrochemischen Firmen (Knight et al., 1997) fir die Entwicklung von
Fungiziden aufgewendet wurde, verdeutlicht dies.

Eine Gruppe von fungitoxisch wirksamen Substanzen mit neuem Wirkmechanismus ist die
Gruppe der sogenannten Strobilurine, deren Toxizitat auf der Hemmung der mitochondrielen
Atmungskettenphosphorylierung durch Bindung an den Q,-Ort des bci-Komplexes beruht
(Affourtit et al., 2000). Strobilurine sind urspriinglich natirlich vorkommende Substanzen, die
von einigen saprophytisch lebenden Basidiomyceten hauptsachlich gebildet werden, um
Nahrungskonkurrenten zu hemmen (Anke, 1995). Einige natlrliche Vertreter dieser
Substanzklasse wurden bereits erfolgreich isoliert (Daferner et al., 1998, Buchanan et al.,
1999, Lange et al., 1993). Ein wichtiger Vertreter der naturlichen Strobilurine ist Strobilurin A,
eine vom Kiefernzapfenriibling ¢ gebildete und von Anke und Mitarbeitern (1977) aus
dessen Myzelien isolierte Substanz. Strobilurin A wurde bereits synthetisch hergestellt (Anke
et al., 1984, Beautement & Clough, 1987) und zeigt eine ausgepragte Fungitoxizitat.

O Strobilurus tenacellus, ein auf verrottenden Kiefernzapfen wachsender Basidiomycet
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Die natirliche Substanz, ist jedoch wegen einiger nachteiliger Eigenschaften wie
photochemischer Instabilitat, leichter Flichtigkeit und hoher Produktionskosten fiir den
Einsatz in der Agrarwirtschaft ungeeignet (Clough et al., 1997). Durch intensive
Forschungsarbeiten konnten jedoch =zahlreiche abgeleitete Substanzen mit idealen
Eigenschaften fur die Applikation auf dem Feld isoliert werden (Beautement et al., 1991,
Reuveni, 2000). Ein von der naturlichen Substanz Strobilurin A abgeleites Fungizid ist
Kresoxim-methyl (Codebezeichnung BAS 490F), dessen erstmalige Darstellung durch die
BASF gelang und dessen kommerzielle Nutzung seit 1996 erfolgt (Sauter et al., 1999,
Clough, 2000). Wie die Leitsubstanz zeigt auch Kresoxim-methyl ein auf die Bindung an den
Q,-Ort der Ubihydrochinon-Cytochrom-C-Oxidoreduktase (bci-Komplex) und damit der
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette beruhendes Wirkprofil. Die Bindung des
Fungizides am Wirkort ist in der Abbildung 3 veranschaulicht. In Folge der Bindung im
Bereich des Ubihydrochinon-Oxidationsortes (Q,-Ort) kommt es vermutlich aufgrund
konformationsbedingter Interaktionen zu einer Stérung der Ubihydrochinonoxidation und
damit zu einer Hemmung der Elektronenweiterleitung (Brandt et al., 1988, 1991/ und Il).
Aufgrund des unikalen Wirkortes ist jedoch ein relativ hohes Risiko zur Ausbildung einer
Resistenz der pathogenen Pilze gegeben (Chin et al., 2001, Fuji et al., 2000, Sierotzki et al.,
2000/1 und I). Die natirliche Resistenz des Kiefernzapfenriblings gegen das Strobilurin A
beispielsweise beruht auf einem Aminosaureaustausch im bcs-Komplex, wodurch die
Bindung der Substanz an den Q,-Ort verhindert wird (Kraiczy et al., 1996). Fur eine effektive
Pathogenkontrolle sollten Strobilurinfungizide deshalb nur in Mischung oder alternierend mit

anderen Wirkstoffen verabreicht werden (Reuveni et al., 1998, Gisi et al., 2000).

Kresoxim-methyl blockiert den
Elektronentransport am bec1-Komplex

Zwischen-
membran-
Raum

Innere
Membran

Matrix

NADH + H* NAD' : nH* ATP ADP+(P)

NADH-Dehydrogenase- Cytochrom-bc, - Cytochrom-Oxidase- ATP-Synthetase-
Komplex Komplex Komplex Komplex

Abb.3.:  Schema der mitochondrialen Elektronentransportkette und Angriffspunkt von
Kresoxim-methyl am Cytochrom bc;-Komplex (nach Gold et al., 1995)
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1.6 Eigenschaften und Verwendung von Kresoxim-methyl

Kresoxim-methyl, Methyl-(E)-methoximino [a-(o-tolyloxy)-o-tolyl]-azetat (Abb.4), ist eine feste
farb- und geruchlose Substanz mit einer geringen Wasserléslichkeit von 2mg/l bei 20°C und
einem Molekulargewicht von 313,36 g/mol (Ammermann et al., 1992).

Abb.4.:
Strukturformel von Kresoxim-methyl

CHs

CH,0 . _~OCH;
N

o)

Das Fungizid zeigt ein breites Anwendungsspektrum gegen verschiedenartige
phytopathogene Pilze (Ammermann et al., 1994, Obst & Steck, 1996, Leinhos et al., 1997,
Olaya & Koller, 1999, Wojdyla et al., 1999). Kresoxim-methyl besitzt aulRerdem ideale
Eigenschaften flr die Verwendung in der Landwirtschaft, wie quasi-systemisches
Translokationsverhalten, verbesserte Fungitoxizitat, relativ kurze Verweilzeit innerhalb der
Pflanze sowie eine hohe photochemische Stabilitat und kann sowohl protektiv als auch
kurativ und eradikativ eingesetzt werden (Gold & Leinhos, 1994, Haase et al., 1994, Gold et
al., 1995, Cabras et al., 1998). Auf molekularer Ebene konnten nur geringe Unterschiede in
der Spezifitdt beziglich der Hemmung des ubiquitdren mitochondrialen bc;-Komplexes von
verschiedenen Organismen festgestellt werden (Roehl & Sauter, 1993). Unterschiede in der
Toxizitat ergeben sich hauptsachlich auf Organismenebene bedingt durch Unterschiede in
der Aufnahme, Translokation und dem Metabolismus der Substanz. Neben der
ausgepragten Fungitoxizitat zeigt Kresoxim-methyl eine hohe toxische Wirkung gegeniber
Fischen, Fischnahrtieren und Grinalgen. Fir Regenwirmer, Marienkafer und Raubmilben ist
die Substanz hingegen ungefahrlich. Kresoxim-methyl zeigt eine geringe Toxizitat gegenliber
Tieren, da das Fungizid intrazellular rasch abgebaut wird (Gold et al., 1995). In Saugern
kommt es nach dem Eintritt in die Zelle hauptsachlich durch enzymatische Spaltung der
Methylestergruppe zur Bildung der freien Saure und damit zu einer raschen Inaktivierung der
Substanz (Salmon & Kohl, 1996). Neben einer leichten Toxizitat gegenuber jungen Blattern
(Ammermann et al. 1992) zeigt Kresoxim-methyl ansonsten einen groéftenteils positiven
Einflul auf die Physiologie adulter Pflanzen. Diese Wirkungen betreffen eine VergréRerung
der Blattoberflache und eine Erhéhung des Kornertrages bei Getreidearten (Bayles, 1999,
Prigge et al., 1998). Desweiteren wurden effektive Steigerungen der photosynthetischen
Effizienz durch die transiente Inhibierung der Atmung, die Verbesserung der
Wassernutzungseffizienz sowie ein positiver EinfluR auf die Aktivitat der Nitratreduktase und
die Verzdgerung der Blattseneszenz festgestellt (Gerhard et al., 1998, Glaab & Kaiser, 1999,
Grossmann e.al., 1999, Wu & Tiedemann, 2002). Die Hemmung des Chlorophyllabbaus
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nach Kresoxim-methyl-Gabe in den Blattern ist vermutlich auf die induzierte Reduktion des
Ethylengehaltes sowie der Erhéhung des Cytokiningehaltes und der Aktivierung
antioxidativer Enzyme zurlckzufihren (Grossmann & Retzlaff, 1997, Wu & Tiedemann,
2002). Ein groler Nachteil ist die negative Beeinflussung des Keimungsprozesses einiger
Pflanzen, bei der die Kresoxim-methyl gehemmte Atmungskettenphosphorylierung haufig die
wichtigste Quelle fur die Lieferung von Energie durch ATP darstellt. Nach Applikation von
Kresoxim-methyl zeigten Keimlinge der Kresse eine Hemmung des Keimungsprozesses
(Grossmann & Retzlaff, 1997). Deshalb ware es von Vorteil, die Toleranz von Pflanzen

gegeniber Kresoxim-methyl in diesem Entwicklungsstadium verbessern zu kénnen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die aufgefiihrten vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der Immunmodulation in Pflanzen
fihrten zu der Uberlegung, die Mdglichkeit des Fehltargetings einer Substanz auch auf
exogen appliziertes Kresoxim-methyl erweitern zu kénnen (Ubersicht siehe Abb.7).

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war deshalb die Erzeugung von transgenen Pflanzen,
die aufgrund der Expression eines spezifisch gegen Kresoxim-methyl gerichteten
Einkettenantikdrpers eine verbesserte Toleranz gegenuber diesem Fungizid aufweisen.
Hierfur sollte im ersten Teil der Arbeit ein Hybridomzellklon, welcher spezifisch Kresoxim-
methyl bindende Immunglobuline sezerniert, isoliert werden. Nach der Isolation der
Gensequenzen fur die Generation eines Einkettenantikorpers aus diesem Hybridomklon und
der Expression und Charakterisierung des rekombinanten Proteins im bakteriellen System
mufte der Kresoxim-methyl bindende Einkettenantikbrper unter Kontrolle des USP-
Promotors von Vicia faba (Baumlein et al. 1991/1) beziehungsweise des konstitutiven CaMV
35-S-Promotors (Franck et al., 1980, Benfay et al., 1989) nach dem Gentransfer in
Tabakpflanzen samenspezifisch beziehungsweise ubiquitar zur Expression gebracht werden.
Durch die samenspezifische Expression sollte der Einkettenantikdrper im endoplasmatischen
Retikulum und den abgeleiteten Strukturen (den ,Protein Bodies®) zur Schaffung eines anti-
Kres scFv-Speichers akkumuliert werden. Die ubiquitdre pflanzliche Expression verfolgte
durch die Wahl entsprechender Signalpeptide und Targetingsignale und damit Lokalisation
des scFv in verschiedenen Kompartimenten der Zelle wie Zytosol, Plasmamembran und
endoplasmatischem Retikulum das Ziel zur Testung verschiedener Strategien der
Immunmodulation bei konstitutiver Expression des scFv. Flr das Endziel, dem Nachweis der
Toleranz der transgenen Pflanzen gegeniber den phytotoxischen Effekten von Kresoxim-
methyl wahrend der Samenkeimung sollte ein geeignetes System entwickelt und angewandt
werden. Die Verbesserung der Toleranz gegeniber dem phytotoxischen Fungizid wirde als
Modellsystem eine neuartige, relativ einfach zu realisierende Methode zur Erzeugung von
Xenobiotikatoleranz darstellen. Effektive aber weniger selektive Mittel mit ausgepragten

phytotoxischen Eigenschaften kdnnten hierdurch Einsatz in der Landwirtschaft finden.
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|
> n
(1) Immunisierung  (2) Zellfusion  (3) Hybridomzelle (4) VL und VH-Gen
-Balb/C-Maus (Kres-KLH) B-Lymphozyt Screening; ELISA; Isolation der mMRNA; cDNA-Synthese;
+Myelomzelle Klonierung; Amoplifikation der VH und VL-Gene
Charakterisierung des mAK durch PCR mit degenerierten Primern

»
»

|
(5) scFv-Gen (6) Bakterielle Expression
Konstruktion des scFv-Gens Konstruktion der plT-Expressionskassette
durch Fusion der Gene flr die Transformation von E.coli; Expression des
variablen leichten und variablen scFv-Genes, Charakterisierung des bakteriell
schweren Kettengene VL und VH exprimierten Einkettenantikorpers; Excission bzw.

PCR-Amplifikation des scFv-Genes
Zytosol ER Plasmamembran l

/f I'e ' 1 | \_\\
N

(8) Toleranzanalysen (7) Pflanzliche Expression
Testung der transgenen anti-Kres-Pflanzen auf Konstruktion der pflanzlichen-Expressionskassetten
Toleranz gegenuber den phytotoxischen Effekten des Transformation von N.tabacum; Expression des
Fungizides Kresoxim-methyl wahrend der scFv-Genes, Charakterisierung des pflanzlich
Samenkeimung exprimierten Einkettenantikérpers

Abb.5.:  Ubersicht und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
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2 Material

2.1 Gerate, Chemikalien, Enzyme und Antikorper

2.1.1 Gerate

BioRad:

Gene Pulser (Elektroporationsgerat)

(Mdnchen)
Biotech Fischer:

Horizontalelektrophoresen; Stromversorgungsgerate

(Sigma Labortechnik)
Dynex:

Dynatech MR7000 (Mikrotiterplattenlesegerat);

(Stuttgart)

Eppendort:

Steuersoftware ,Revelation”

Tischzentrifuge 5415 C, Tischzentrifuge 5415 D,

(Schitt Labortechnik)
Gilson:

Klhlzentrifuge 5402, Thermomixer compact
Prazisionspipetten

(Abimed Langenfeld)
H. Hund GmbH:

Umkehrmikroskop Wilovert S

(Wetzlar)

Heraeus Instruments:
(Hanau)

Hermle:

Sepatech Suprafuge 22; Brutschranke (28°C/37°C),
Sorvall 5C5C; LaminAirbox HB2448, HS 12/2;
Zellkulturinkubator BBD 2260

Tischzentrifuge Z 230A

(Rettberg, Gottingen)
Hettich:

(Tuttlingen)
Hewlett Packard:

Zentrifuge AHT35R

Flachbettscanner ,HP Scanjet 6300C*

(Béblingen)
Hoefer:

Elektrotransferapperatur

(San Francisco CA.,USA)
IKA-Werke:

Magnetthermoriihrer ,IKAMAG® RCT basic*

(Staufen)
Infors-AG:

Schuttelinkubatoren fur die Bakterienkultivierung

(CH Bottmingen)

Kern & Sohn GmbH:
(Balingen-Frommern)

Liebherr:

Elektronische Analysenwaage

Kuhlschranke, Tiefkiihlschranke

(Ochsenhausen)

Milton Roy:

(USA)

Molecular Dynamics:
(Buckinghamshire, GB)

NikonGmbH:

(Dusseldorf)
Perkin Elmer:

UV/VIS Spektralphotometer ,Genesys 5°
Phosphorimager ,STORM 860%,, Phosphorscreen
.Imaging Plate*

Stereomikroskop SMZ-645

.GeneAmp PCR-System 9700“ PCR-Gerat

(USA)
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Raytest:

Computerprogramm ,TINA- pcbas2.0“

(Schraubenhardt)
Sanyo:

Ultratiefkiihlschranke

(Bad Nenndorf)
Schiitt:

Vertikalalelektrophoresen, Mikropistille, diverse heizbare

(Géttingen)

SPSS Science:

Wasserbader und Trockenschranke; ,Bioclav®;
Transferpipette®-8, Pipetus®-Standard, Handdispenser,
Praparierbesteck, ,Vortex Genie 2, Mikrowellengerat,
Zahlkammer nach Thoma, Filterpapier

Computerprogramm ,SigmaStat*

(Chicago.,USA)

Stovall Life Science:
(Greensboro NC.,USA)

Stratagene:

Schiuttelgerat, Wasserbad ,The Belly Dancer /
Hybridisation Water Bath*

.UV-Stratalinker™ 2400“, Geldokumentationsanlage,

(Heidelberg)

Tecan:

»1ransilluminator 2020UV/White“, Minizentrifuge,
Computerprogramm ,Eagleeye*

Mikrotiterplattenwaschgerat ,,Columbus Washer*

(Crailsheim)
InforMax Inc.:

Computerprogramm ,Vector NTI Deluxe*

(Maryland, USA)
DNASTAR Inc.:

Computerprogramm ,Lasergene”

(Madison, USA)

2.1.2 Speziallabormaterial

Amersham:

Nylonmembran (Hybond N¥)

(Braunschweig)

Becton Dickinson:

Flachboden-ELISA-Platte ,Falcon® 3915 ProBind*

(Franklin Lakes, USA)

Greiner:

Flachbodenzellkulturplatten (12-, 24-, 48- und 96-Loch)

(Kremsmuinster)

Kodak:

Zellkulturflaschen (50ml ,250- und 550ml), Tropfpipetten,
15ml und 50ml Reaktionsgefalle

Biomax MR1-Film

(Géttingen)
Nalgene™:

Syringe filters, 0,2um, 0,45um und 0,8um (Sterilfilter),

(Rochester NY.,USA)

Retina:

Kryokonservierungsrohrchen, Einfriercontainer ,5100
Cryo 1°C Freezing Container -Mr. Frosty-"

Rontgenfilm

(Berlin)

Schleicher und Schiill:

(Dassel)

Pall Gelman Sciences:

(RoRdorf )

K.R. Anderson, Inc.:

Nitrocellulosemembran (Cellulosenitratmembran BA 85),
Blotting Papier GB 002, Rundfilter (70mm)

Spritzenfilter ,Acrodisc 0,2um Dimethylsulfoxid-sicher®,
~>erum Acrodisc 5pm/0,2um*

Klebeband fur die Versiegelung von Mikrotiterplatten

(Morgan Hill, Kanada)
NUNC:

,PERMACELL P-422 1¢
96-Loch- Gewebekulturplatten , TC-Microwell 96F*

(Roskilde, Danemark)
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits:

Amersham Life Science:
(Braunschweig)

Appligene:

,ECL Western blotting analysis system*, [0**]dATP,
,Megaprime™ DNA labelling system*

Ampicillin

(Heidelberg)
BASF-AG:

BAS 490F (Kres), Kres-KLH, Kres-BSA

(Ludwigshafen)
BioRad:

(Richmond CA.,USA)

Boehringer Mannheim:
(Mannheim)

Difco Laboratories:

.BlIO-RAD-Protein Assay“(Bradford Reagenz),
.Kaleidoscope Prestained Standards“(Protein
Molekulargewichtsstandard)

,Maus Hybridoma-Subtyping Kit"

Hefeextrakt, Bacto®-Agar, Bacto®- Trypton, Bacto®-Pepton,

(Detroit,USA)
Duchefa:

Freund's komplettes und inkomplettes Adjuvans

Murashige-Skoog Volimedium Festsubstanz, Kanamycin,

(Amsterdam, Niederlande)
Dynal GmbH:

Rifampicin, Cefotaxim, Carbenicillin
,Dynabeads mRNA Purification Kit*

(Hamburg)
Eurogentec:

DNA-SmartLadder (DNA-Langenstandard)

(Seraing, Belgien)
Gibco-BRL:

100bp Leiter (DNA-Langenstandard), N,N,N',N',-Tetramethyl-

(Gaithersburg MD.,USA)

Lever:

ethylendiamin, Agarose, Tris,EDTA, Natriumzitrat, RPMI1640-
Gutamax I-Medium, HT-Supplement 50x, HAT 50xSupplement,
Natriumpyruvat, FKS, Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml)

,Domestos“ (Haushaltsreiniger)

(Hamburg)
Merck:

Natriumhydroxid, Natriumchlorid, Magnesiumsulfat,

(Darmstadt)

Promega GmbH:

Magnesiumchlorid, Polyethylenglykol

Interleukin-6 (rekombinantes menschliches Protein)

(Manheim)
Qiagen:

»,Qiagen Plasmid Mini Kit*, ,Qiaquick Gel Extraction Kit",

(Hilden)
Reanal:

,Qiagen Plasmid Midi Kit*
Acrylex P30

(Budapest, Ungarn)
Riedel de Haén:

Ethanol (reinst, fir RNA)

(Seelze)
Roth:

Natriumacetat, Ethidiumbromid, Ethanol,Essigsaure,

(Karlsruhe)

Serva:

Chloroform, ,Roti-Hybri-Quick® (Hybridisierungsldsung),
Phenol/Chloroform, Methanol, Salzsaure, Isopropanol,
,Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid {37,5:1}),
Fleischextrakt, Glyzerin, Sorbitol, Natriumthiosulfat, Silbernitrat,
Formaldehydlésung (37%), Kaliumcarbonat, Glycin

Tween-20, SDS, IPTG, BSA, MES, Tris, Quarzsand,

(Heidelberg)

Dinatriumhydrogenphosphat, 3-Mercaptoethanol,
Kaliumdihydrogenphosphat, Natriumdihydrogenphosphat
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Roche:

,DIG DNA Labeling and Detection Kit, ,Expand™ Long

(Mannheim)
Sigma:

Template PCR-System®
Dimethylsulfoxid, Kaliumnitrat, Triton X-100,

(Louis MO.,USA)
USB:

DEPC, Saccharose,Bromphenolblau, Maleinsaure
N-Laurylsarcosin, Cetyltrimethylammoniumbromid

(Cleveland)

2.1.4 Enzyme und Antikorper

Boehringer:

RNase A

(Mannheim)
Gibco-BRL:

Restriktionsendonukleasen, Superscript Il (Reverse

(Gaithersburg MD.,USA)

Sigma:

Transkriptase); RNaseOUT (RNAse-Inhibitor), T4-DNA
Ligase, Shrimp Alkalische Phosphatase

Rabbit Anti Maus-IgG-POD (mit Peroxidase konjugierter

(Braunschweig)

Sekundarantikorper aus Kaninchen, gegen Maus-IgG
gerichtet), Rabbit- Anti Maus-IgG-ALP, (mit alkalischer
Phosphatase konjugierte Maus-IgG bindende,
Sekundarantikorper aus Kaninchen), Lysozym

Der c-myc-Antikérper wurde als Konzentrat nach Ammoniumsulfatfallung und Dialyse gegen
PBS aus dem Uberstand der Hybridomazellen 9E10 (Evan et al., 1985) gewonnen, die im
Zellzuchtlabor der Arbeitsgruppe ,Phytoantikérper” kultiviert wuden. Das Epitop umfaldt einen
Bereich des humanen Proto-Onkogens p62, c-myc (Bernard et al., 1983, Hilpert et al., 2001).

2.2 Medien:

Die Anzucht der E.coli-Stdmme erfolgte auf LB-Medium beziehungsweise LB-Agar nach
Sambrook et al. (1989) mit dem selektiven Antibiotikum. Agrobakterium tumefaciens wurde
auf CBY-Agarplatten unter Zusatz der entsprechenden Antibiotika kultiviert. Fur die
Gewinnung von Plasmid-DNA und fur die Transformation von Tabakpflanzen wurden die

Bakterien in CBYF-Medium ebenfalls unter Zusatz von Antibiotika selektiv angezogen.

LB-Medium: 1% NaCl, 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, (pH 7,0)

LB-Agar: LB-medium mit Zusatz von 2% Agar

2xTY: 1,6% Trypton, 1% Hefeextrakt, 0,5% NaCl

CBYF-Medium: 0,5% Trypton, 0,5% Saccharose, 0,492% MgSQ,,
0,1% Hefeextrakt, 0,5% Fleischextrakt (pH 7,2)

CBY-Agar: 0,5% Trypton, 0,5% Saccharose, 0,492% MgSOQ,,

0,1% Hefeextrakt, 2% Agar (pH 7,2)

Die Kultivierung der Pflanzen unter sterilen Bedingungen erfolgte nach der Methode von
Murashige und Skoog (1962) auf MS-Medium. Der pH-Wert von 5,8 des Mediums wurde vor

dem Autoklavieren eingestellt.
MS-Medium:

4,49/l Murashige und Skoog-Medium mit 0,5g/I MES,

2% Saccharose; MS-Agar: mit Zusatz von 1% Agar
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Die Medien fiir die sterile Anzucht der Mausmyelomzellen und der Hybridomzellen basierten
auf kauflichem RPMI1640-Glutamax I-Medium der Firma Gibco-BRL.

RPMI-Medium: RPMI1640-Glutamax I-Medium, 10% FKS, 100U/ml
Penicillin/Streptomycin, 1mM Natriumpyruvat
HAT-Medium: RPMI-Medium, 1xHAT, 14U/ml Interleukin-6
HT-Medium: RPMI-Medium, 1xHT, 14U/ml Interleukin-6
Kryokonservierungsmedium:___ RPMI-Medium, 8% Dimethylsulfoxid

2.3 Losungen und Puffer

10xTBE:

0,89M Tris-Borat, 0,89M Borsaure, 0,02M EDTA

20xSSC:

3M NacCl, 0,3M Natriumzitrat pH 7,0

Acrylex P30-Suspension:

Marvelpuffer:

Acrylex-P30 in TE-puffer

20mM Tris-HCI, pH8,0, 180mMNaCl

PBS :

0,008M NazHPO,, 0,002M KH,PO,, 0,15M NaCl, pH7,5)

Proteinextraktionspuffer:

Beschichtungspuffer:

50mM Tris-HCI, pH8,0, 200mM NaCl, 5mM EDTA,
0,1%Tween-20
200mM Na,CO3; / NaHCOg; pH 9,6

SDS-Elektrophoresepuffer: 0,025M Tris, 0,25M Glycin,pH 8,3, 0,1%SDS

SDS-Gelladepuffer:

1% Glyzerin, 0,14xTrenngelpuffer, 2% SDS, 0,5% j-

SDS-Probenpuffer:

Mercaptoethanol, 0,2% Bromphenolblau
36mM Tris-HCI, pH 6,8, 1%SDS, 0,1% Bromphenolblau,

SDS-Sammelgelpuffer:
SDS-Trenngelpuffer:

TE-Puffer:

5% Glycerin, 2,5% B-Mercaptoethanol
0,8% SDS, 12% Tris-HCI, pH6,8

0,8% SDS, 32,3% Tris-HCI, pH8,8

10mM Tris-HCI, pH8,0, 1mM EDTA

Transferpuffer:

1000mI Methanol, 4000mI SDS-Elektrophoresepuffer

Substratpuffer:

9,1M Glycin, 1mM MgCl,, 1mM ZnCl,, pH 10,4

Laufpuffer nach W.Weschke: 40mM Tris, 3mM Natriumazetat, TmM EDTA, pH 7,9

DNA-Extraktionspuffer:

1% N-Laurylsarcosin, 0,8% CTAB, 0,14M Sorbitol,
0,022M EDTA, 0,8M NaCl, 0,22M Tris-HCI, pH 8,0

Die Zusammensetzung aller anderen Loésungen (zB. fir die Waschschritte nach der
Hybridisierung) ist im Methodenteil vermerkt. Das fir den Nachweis der Proteinexpression im
~Western Blot“ zur Absattigung verwendete fettfreie Trockenmilchpulver (,Marvel”) wurde von

einer Backerei bezogen.
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2.4 Oligonukleotide

Die folgenden synthetisch erzeugten Oligonukleotide wurden von der Firma Amersham

Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen, die Seqenzen sind in 5°-3"-Orientierung dargestellt:

BACK_A
BACK_B

FOR TOM1
LMB3
PHEN
SC-BACK
SC-FORNot

VLFOR
LF1

LF2
LF4
LF5

Uni-Primer
Reverse-Primer
LEB73

TAG73

VHFORNot
HF Not1
HF Not2
HF Not3
HF Not4

VHBACK, VLBACK

ACA CGT GGA TCC GAC TAC AAA GAT GTT GTG ATG ACC CAA
ACT CCACTCTCCCTGCCTG

ACA CGT GGA TCC GAC TAC AAA GAT GTT TTG ATG ACC CAG
ACT CCACTCACCCTGCCTG

GTC ACG GGATCC ATT CAGATCCTCTTC TGA GAT GAG TT
CAG GAAACA GCT ATGAC

CTATGC GGC CCC ATT CA

TTA CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCG GAC TAC AAAG
TAT GAATTC TGC GGC CGC T

Gemisch aus LF1,2,4 und 5 in aquivalenten molaren Anteilen

GGA GCC GCC GCC GCC AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACC ACC
ACCACCACGTTT GATTTC CAG GTT GG

GGA GCC GCC GCC GCC AGA ACC ACC ACC ACCAGAACCACC
ACC ACCACGTTT TAT TTC CAG CTT GG

GGA GCC GCC GCC GCC AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACC ACC
ACC ACCACGTTTTATTTC CAACTT TG

GGA GCC GCC GCC GCC AGA ACC ACC ACC ACC AGA ACC ACC
ACC ACCACGTTT CAG CTC CAG CTT GG

GTA AAA CGA CGG CCA GT

AAC AGC TAT GAC CAT G
GCTTTCACTTTCCTT GCT TC
GAG AGACTG GTGATTTTT GCG

Gemisch aus HF Not1,2,3 und 4 in aquivalenten molaren Anteilen.
TAT GAATTC TGC GGC CGC TGA GGA AAC GGT GAC CGT GGT
TAT GAATTC TGC GGC CGC TGA GGA GAC TGT

TAT GAATTC TGC GGC CGC TGC AGA GAC AGT GAC CAG AGT
TAT GAATTC TGC GGC CGC TGA GGA GAC GGT

Fir die Amplifikation der schweren und leichten variablen
Immunglobulinkette wurden Oligonukleotide mit der von Pliickthun et.
al. (1996) publizierten Sequenz fur die Assemblierung von Maus-
Einkettenantikorpern in der Orientierung VL-Linker-VH als VHBack-
Primergemisch (HB1 bis HB19) beziehungsweise als VLBack-
Primergemisch (LB1 bis LB17)

verwendet.

nach den Angaben des Autors
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2.5 Plasmide, Vektoren

plT1 Amp' (vom MRC Centre, Cambridge bereitgestellt)
pRT RA7/3 Amp' (Artsaenko et al., 1995)

pRT RA SO1~100xELP Amp' (von Dr. J. Scheller, IPK, bereitgestellt)
pBIN 19 Kan' (Bevan et al., 1984, Frisch et al., 1995)
pBU10 Amp' (Phillips et al., 1997)

pRT_A-Hook Amp' (von Dr. U Conrad, IPK, bereitgestellt)

2.6 Bakterien

2.6.1 Escherichia coli -Stamme

HB 2151 ara, A(lac-pro), thi/F proA'B", lacl’ZAM15
(Hoogenboom et al., 1991)
TG 1 A(lac-pro), supE, thi, hsdA5/F traD36, proA'B", lacl®,

lacZAM15 (Gibson, 1984)
2.6.2 Agrobakterium tumefaciens-Stamm

pGV 2260 in C58C1 (Deblaere et al., 1985)

2.7 Mausstamm und Myelomzellen

2.7.1 Mausstamm fiir die Immunisierung

Balb/c Prob (Potter, 1985/1+I1)

Die Anzucht der Balb/c-Mause erfolgte im IPK-internen Tierstall durch Frau Ulrike Gresch.
2.7.2 Mausmyelomzellstamm

P3x63Ag8.653 (Kearny et al., 1979)
Die Anzucht des Myelomzellstammes erfolgte in Zellkulturflaschen mit RPMI-Medium bei
37°C, 5% CO, und 95% Rel.LF.

2.8 Pflanzenmaterial

Nicotiana tabacum Varietdt Samsun NN wurde sowohl als Wildtyp-Kontrollpflanze (nicht
transgen), als auch fir die Erzeugung transgener Pflanzen genutzt. Die transgenen
Kontrollpflanzen UF9 (Konstrukt 9) wurden von Ulrike Fiedler (Dissertation,1996; Fiedler et
al., 1997) produziert.
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3 Methoden:

3.1 Herstellung monoklonaler Antikérper

3.1.1 Immunisierung

Die Herstellung der gebrauchsfertigen Antigenlésung flr die Immunisiserung und deren
Injektion wurde nach der von Baumgarten et al. (1990) beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Als Immunisierungsantigen wurde in PBS geldstes Kresoxim-methyl-KLH-
Konjugat verwendet. Die Immunisierungsschritte sowie die Entnahme von Blut der
immunisierten Mause wurden von Frau U. Gresch am IPK-Gatersleben durchgefihrt.

Far die Erstimmunisierung wurde 8 Wochen alten Balb/C-Mausen eine Lésung von 100ug
Antigen als Emulsion in 1VT komplettem Freund's Adjuvans intraperitoneal injiziert. Die
darauffolgenden 6 Immunisierungen wurden im Abstand von jeweils 3 bis 4 Wochen
durchgefthrt. Hierfir wurde 50ug Antigen als Emulsion mit inkomplettem Freund's Adjuvans
ebenfalls intraperitoneal verabreicht. Das Blut der immunisierten Mause wurde nach der von
Wiggenhauser (1990) beschriebenen Methode mittels retroorbitaler Blutenthahme gewonnen
und anschlielend der Antikorpertiter des Serums im indirekten ELISA bestimmt. Die letzte
intraperitoneale Injektion des Antigens erfolgte ohne Zusatz von Adjuvans am Tag 3 vor der

Milzentnahme. Dabei wurden 350ug Immunisierungsantigen verabreicht.

3.1.2 PEG-vermittelte Zellfusion

Samtliche nachfolgend beschriebene Arbeiten mit tierischen Zellen erfolgten in einem
speziell ausgerusteten Labor fur die tierische Zellkultur unter sterilen Bedingungen. Fur die
Durchfuhrung der Zellfusion wurde eine Lésung von 50% PEG in RPMI1640-Glutamax |-
hergestellt. Der pH-Wert des PEG-haltigen Mediums wurde durch Zugabe einer 5M NaOH-
Lésung auf einen Wert von 8,0-8,2 eingestellt und die Losung in einem Wasserbad auf 38°C
temperiert.

Die fir die Fusion verwendeten Myelomzellen (P3x63Ag8.653, vgl 2.7.2.) wurden durch
Kultivierung in RPMI-Medium bei 37°C, 5%CO, und 95% rel.LF vermehrt und durch eine
10mindtige Zentrifugation der Zellkultursuspension bei 1500xg isoliert. Anschlielend erfolgte
als Waschschritt die Aufnahme der Zellen in 10ml RPMI1640-Glutamax [-Medium und eine
nachfolgende Zentrifugation (10min bei 1500xg, RT). Nach der Wiederholung des
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Waschschrittes wurden die Myelomzellen in 10ml RPMI1640-Glutamax I- resuspendiert und
die Zellanzahl in einer Zdhlkammer nach Thoma bestimmt.

Die Praparation der Lymphozyten aus der Milz der immunisierten Mause erfolgte nach der
Methode von Peters (1990/l) durch Ausschabung der Zellen aus dem isolierten Organ mit
einem Skalpell in 2x 5ml RPMI1640-Glutamax I-. Die gewonnene Zellsuspension wurde zur
Entfernung von Geweberesten nachfolgend Uber ein feines Gazesieb filtriert und fur 10min
bei 1500xg (RT) zentrifugiert. Nach dem Zentrifugationsschritt wurde das Zellsediment in 5ml
Ammoniumchloridiésung (150mM) aufgenommen und die erhaltene Suspension fur 5 min bei
RT inkubiert. Nach der Zugabe von 25ml RPMI und anschlieliender Zentrifugation (10min bei
1500xg RT) wurden die sedimentierten Zellen in 4ml RPMI1640-Glutamax | resuspendiert.
Die erhaltene Zellsuspension wurde mit 5ml FKS unterschichtet und fur 10min bei 1500xg
(RT) zentrifugiert. Nach der Verwerfung des Uberstandes wurden die Zellen in 10ml
RPMI1640-Glutamax |- aufgenommen und zentrifugiert (10min bei 1500xg, RT). Dieser
Waschschritt wurde wiederholt und das erhaltene Milzzellsediment in 5ml RPMI1640-
Glutamax |- resuspendiert. Die Menge der gewonnenen Mausmilzzellen wurde durch
Auszahlung in einer Zahlkammer nach Thoma bestimmt.

Fur die Fusion wurden beide Zelltypen im Verhaltnis von 1:5 (Myelomzellen:Milzzellen)
gemischt. Entsprechende Volumina der Zellsuspensionen wurden in einem 50ml
Reaktionsgefal® vereinigt und anschlieRend fir 10min bei 1500xg (RT) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Reaktionsgefal mit dem Zellsediment in ein auf 38°C
vortemperiertes Wasserbad uberfiihrt. Uber einen Zeitraum von 1min wurde 1ml einer
50%igen Lésung von PEG in RPMI1640- Glutamax I- bei kontinuierlicher Ruhrbewegung
Uber eine Pipette zugegeben. Die Suspension wurde eine weitere Minute bei 38°C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 9ml RPMI1640-Glutamax-I- innerhalb eines
Zeitraumes von 5min bei standiger Vermischung der Suspension. Nach dem folgenden
Zentrifugationsschritt (10min,1500xg, RT) wurden die Fusionsprodukte in HAT-Medium
aufgenommen und die Konzentration auf 2,5x10° Zellen/ml eingestellt. AbschlieBend wurden
jeweils 5ml der Suspension pro Platte gleichmaRig auf die inneren Kavitaten von, mit einer
Nahrzellschicht (,feeder-cell-layer”) vorbereiteten, 96-Loch Zellkulturplatten ausgesat und bei
37°C, 5% CO, und 95% rel. LF kultiviert. Die Praparation der Nahrzellen erfolgte nach der
von Peters (1990/1l) beschriebenen Methode (Makrophagen). Neben peritonealen
Makrophagen wurden in weiteren Zellkulturplatten auch Thymuszellen als Nahrzellen
eingesetzt. Diese wurden durch folgende Prozedur gewonnen: (1) Thymectomie nach
Coligan et al. (1996), (2) Praparation der Zellen durch Ausschabung des Organes mit Hilfe
eines Skalpells in 10ml RPMI-Medium und anschlieRender Gazefiltration, (3) Uberfiihrung
der Zellsuspension in ein 50ml Reaktionsréhrchen und Zugabe von 30ml RPMI-Medium, (4)
Zentrifugation (10min, 1500xg, RT), (5) Resuspension der Zellen in HAT-Medium und

anschlieBende Bestimmung der Zellzahl (6) Einstellung der Zellkonzentration auf 0,5x10°
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Zellen/ml mit HAT-Medium (7) Aussaat der Nahrzellen in 96-Well Zellkulturplatten
(0,5x1OSZeIIen/Kavitét) und Kultivierung der Platten bei 37°C, 5% CO, und 95%rel. LF. Die

Praparation der Nahrzellen erfolgte 2-3 Tage vor Durchfihrung der Zellfusion.

3.1.3 Kultivierung und Selektion der anti-Kresoxim-methyl-mAK produzierenden
Hybridomzellen

Die Anzucht der Hybridomzelllinien erfolgte in einem Inkubationsschrank (BBD 2260) der
Firma Heraeus bei 37°C, 5% CO, und 95% rel. LF mit RPMI-Medium als Basisnahrlésung.
Die Gewinnung von Hybridomzellen erfolgte mittels HAT-Selektion (Peters und Gieseler,
1990). Nach einer mehrwoéchigen Selektionsphase wurde das HAT-Medium schrittweise
durch HT-Medium und schlie8lich durch RPMI-Medium ersetzt. Die Zellkulturiberstande
wurden in einem indirektem Maus-IgG-ELISA (siehe Abschnitt 3.1.4) mit Anti-Maus-IgG-
Antikorper aus Kaninchen, konjugiert mit ALP als Sekundarantikérper auf die Produktion von
Kresoxim-methyl bindenden Immunglobulinen getestet. Antikdrper gegen Kresoxim-methyl
sekretierende Hybridomzellen wurden durch limitierende Verdinnung nach der Methode von
Wiirzner (1990) auf Zellkulturplatten mit murinen Thymozyten beziehungsweise
Makrophagen als Nahrzellen rekloniert. Hierflir wurden die Zellen nach Resuspension in HT-
Medium auf die, mit Feederzellen vorkultivierte, 96-Napf-Zellkulturplatten in Konzentration
von 1000, 100 und 1. Zelle je Kavitat ausgesat und wie oben beschrieben kultiviert. Nach der
erfolgreichen Reklonierung erfolgte fur die Gewinnung von mRNA sowie fir die Bestimmung
des Ig-Subtyps eine Kultiverung der Sekundarklone in gréRerem Malstab in RPMI-Medium.
Zur  Kryokonservierung etablierter Klone wurden 2ml der entsprechenden
Hybridomzellsuspension in ein 15ml-Reaktionsgefal} transferiert und anschlieend flr 10min
bei 1500xg (RT) zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 1ml Kryokonservierungsmedium
aufgenommen und die Suspension in Kryokonservierungsrohrchen Uberfihrt. Die
Gefrierkonservierung erfolgte durch langsame Abkuhlung auf —80°C (Ultratiefkihltruhe) in
einem Einfriercontainer von Nalgene und anschlieRender Lagerung der Proben bei —196°C

in flissigem Stickstoff.

3.1.4 Charakterisierung der Kresoxim-methyl-spezifischen Maus-Immunglobuline im
Hybridomzelliiberstand und im Serum

Die Bestimmung der Immunglobulinklasse, des Ig-Subtyps und des Leichtkettentyps der von
den Hybridomklonen sekretierten anti-Kres-mAK' erfolgte nach Herstellerangaben mit dem
-.Maus Hybridoma Subtyping Kit* der Firma Boehringer Mannheim. Die immunologische
Spezifitat der mAK wurde durch indirekten und indirekten kompetitiven ELISA nachgewiesen.
HierfGr wurden vorbereitend ELISA-Platten (,Falcon® 3915 ProBind®) mit einer Losung des
ELISA-Antigenes (KRES-BSA; 10ug/ml; 100ul/Kavitat) in Beschichtungspuffer bei 4°C U/N
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inkubiert. Nach der Verwerfung der Beschichtungslésung und dem anschlielRend dreifach
durchgefiihrten Waschschritt mit PBST erfolgte die Absattigung unspezifischer Bindestellen
der ELISA-Platten mit einer 2%igen BSA-L6ésung in PBST fiur 1h bei Raumtemperatur
(200pl/Kavitat). Nach der Entfernung der BSA-L6sung wurden die so vorbereiteten ELISA-
Platten mit Klebeband (PERMACELL P-422 1) versiegelt und bei 4°C gelagert.

Fir den indirekten ELISA wurde der Hybridomzelliberstand bzw. das Serum immunisierter
Mause in Verdunnungen mit PBST mit 1% BSA zugesetzt (100ul/Kavitat) und die Platte fur
2h bei 25°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente RPMI-Medium. Nach diesem
Inkubationsschritt und dem darauffolgenden Waschschritt mit PBST wurde der ALP
konjugierte RAM-IgG-Antikdrper (1:1000 in PBST verdinnt, 100ul/Kavitat) zugegeben und
die Platte fur 2h bei 25°C inkubiert. Anschlielend wurde die ELISA-Platte nochmals mit
PBST gewaschen und die Substratiésung (1mg/ml pNPP in Substratpuffer, 100ul/Kavitat)
zugegeben. Die Platte wurde mit Klebeband versiegelt und bei 25°C bis zur Vermessung der
optischen Dichte inkubiert. Die Vermessung des Signales erfolgte in einem
Mikrotiterplattenlesegerat bei einer Wellenlange von 405 nm.

Die Durchfiihrung des indirekten kompetitiven ELISA erfolgte prinzipiell nach demselben
Schema bis auf die Prainkubation des Hybridomzelliberstandes mit freiem Antigen. Hierflr
wurde der verdinnte Hybridomzelliberstand, mit einer equivalenten Menge einer Losung
des freien Antigenes (BAS 490F) in PBST gemischt und fir 2h bei 25°C prainkubiert.
AnschlielRend wurden jeweils 100ul/Kavitat der vorinkubierten Lésung in die beschichteten
ELISA-Platten Uberfuhrt und die Platten wie oben beschrieben weiterbehandelt. Eine weitere
Variante des kompetitiven ELISA sah die Inkubation des Hybridomzelliberstandes auf der
ELISA-Platte in Gegenwart von freiem Antigen vor. Hierfur wurden jeweils 50pl/Kavitat einer
Lésung mit der entsprechenden Konzentration des freien Antigenes (BAS 490F) in PBST fur
30min auf der mit Antigen beschichteten und mit BSA nachbeschichteten Platte inkubiert.
AnschlieBend wurde eine &aquivalente Menge des verdinnten Hybridomzelliberstandes
(50ul) zugegeben, mit der Antigenldsung gemischt und fir 10min bei 25°C inkubiert. Die

nachfolgenden Inkubationsschritte erfolgten wie oben beschrieben.

3.2 Synthese der Einkettenantikorper

3.2.1 Isolierung von cDNA aus den Hybridomzellen

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Zellen der Hybridomzelllinien anti-Kres mAK 14/1-
G9-H11-H9 sowie 14/8 C5-3-2 erfolgte nach der Methode von Chomczynski und Sacchin
(7987). AnschlieBend wurde die poly[A]-RNA aus der Gesamt-RNA nach dem von Robert
und Farrell (1993) beschriebenen Protokoll gewonnen. Hierfir wurden Oligo[dT]-gekoppelte

magnetische ,dynabeads® der Firma Dynal genutzt.
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Die isolierte poly[A]-RNA diente als Matrize fir die Umschreibung in cDNA mit einer
Reversen Transkriptase unter Befolgung des Herstellerstandardprotokolls (Roche;
,SuperScript™ First Strand Synthesis System for RT-PCR®). Fir die Initierung der
Erststrangsynthese wurden Oligo dT1,.15-Primer verwendet. Die erzeugte cDNA diente als

Ausgangsmaterial fir die darauffolgende Zweitstrangsynthese und PCR-Amplifikation.

3.2.2 PCR-Ampilifikation der variablen Immunglobulingene

Fur die Amplifikation der Gene flr die variablen leichten und schweren Immunglobulinketten
wurde die gewonnene cDNA (vgl.3.2.1) als Ausgangsmaterial genutzt. Die Synthese der
Zweitstrange und die darauffolgende PCR erfolgte unter Verwendung der degenerierten
Primer VHFORy,: und VHBACK fir die variablen schweren Ketten beziehungsweise
VLBACK und VLFOR fir die variablen leichten Ketten. Die Reaktionen wurden fir beide
Ketten separat durchgefiihrt. Unter Nutzung des ,Expand™ Long Template PCR System*-
Kits der Firma Roche wurde folgendes Programm fur die Amplifikation in einem

automatischen PCR-Geréat (Perkin Elmer) ausgefuhrt:

Denaturierung bei 95°C fur 5 min
Primeranlagerung bei 65°C fur 1,5 min
Polymerase-Reaktion bei 68°C flr 2 min
Denaturierung der DNA bei 93°C flr 1,5 min

Primeranlagerung bei 65°C fir 1,5 min

o 0~ w N~

Polymerase-Reaktion bei 68°C fiir 10 min

Die Schritte 2. bis 4 wurden dreiRigmal wiederholt. Die amplifizierten variablen leichten und
schweren Ketten der mAK-Klone 14/8 C5 3/2 und 14/1 G9 H11H9 wurden anschlielend in
einem 1,5%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-Fragmente durch

Gelelution isoliert.

3.2.3 Synthese der anti-Kres scFv durch Fusions-PCR

Die Assemblierung der Antikdrperkettengene zu den scFv-Genen erfolgte mittels Fusions-
PCR in zwei Teilschritten. Zunachst wurden jeweils 20ng der erzeugten VL- und VH-Ketten
sowie die Desoxyribonukleotidtriphosphate vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe der
Polymerase zum gepufferten Reaktionsansatz (,Expand™ Long Template PCR System* der
Firma Roche) gestartet. Fir die Anlagerung der im Linkerbereich komplementaren DNA-
Sequenzen der VL- und VH-Ketten und die anschliefende Verlangerung zum scFv-Gen
wurde folgendes Programm ausgefihrt: (1): 5min 95°C, (2): 1,5min 66°C, (3): 2min 70°C,
(4): 1,5min 93°C. Die Reaktionsschritte (2)-(4) wurden dreimal wiederholt. Die Amplifikation

der scFv-Gene erfolgte im zweiten Teil der Reaktion durch Zugabe der beiden Primer
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SC-FORyet und SCBACK bei 93°C und dreiRigfacher Wiederholung der Reaktionsschritte (2)
bis (4). AbschlieRend erfolgte die letzte Polymerasereaktion bei 70°C flir 10min. Die mit
dieser Methode konstruierten Einkettenantikbrpergene besitzen die Orientierung
VL-Linker-VH.

3.3 Klonierung und Sequenzierung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Standardmethoden wie die Anzucht
von Bakterien, die Plasmidisolation aus E.coli Stammen, Restriktionsspaltungen, DNA-
Konzentrationsbestimmungen, die Auftrennung der Nukleinsduren in Agarosegelen, der
Transfer der Nukleinsauren auf Nylonmembranen und Klonierungsschritte wurden nach den
von Sambrock et al. (1989) beschriebenen Protokollen durchgefihrt. Die Isolierung und
Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte nach Vorschrift des Herstellers

mit dem ,QlAquick Gel Extraktions Kit von Qiagen.

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach Sanger et al. (1977) und Chen and Seeburg
(7985). Frau S.Koénig (IPK-Gatersleben) fuhrte diesen Service unter Verwendung von
Fluoreszein-markierten Oligonukleotiden mit Hilfe eines automatischen Laser Fluoreszenz
Sequenziergerates aus. Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe der Programme ,Vector NTI
Deluxe® (InforMax Inc.) und ,Lasergene” (DNASTAR Inc.) durchgefuhrt.

Die Transformation der verwendeten E.coli Stamme HB2151 und TG1 erfolgte durch
Elektroporation (Inoue et al., 1990). Fur die Isolation und Reinigung der Plasmid-DNA zur
Transformation der Bakterien sowie fir die Sequenzierung wurde der ,Quiagen Plasmid Midi

Kit“ der Firma Quiagen genutzt.

3.4 Bakterielle Expression der anti-Kres scFv im plT-Vektorsystem

Die scFv-Gene wurden nach der Spaltung mit den entsprechenden Restriktionsenzymen als
Sfil/Notl-Fragmenten in den bakteriellen Expressionsvektor plT1 kloniert. Nach der
Transformation des E.coli-Stammes TG1 erfolgte die Selektion auf LB-Agarplatten mit 1%
Glucose und 100ug/ml Ampicillin. Anschlieend erfolgte die Isolation von Plasmid-DNA und
die Prufung auf Insertion des scFv-Genes mittels Restriktionsanalyse. Die DNA individueller
Klone wurde mit den Fluoreszein-markierten Oligonukleotiden PHEN und LMB3 sequenziert
und die Sequenzen computertechnisch ausgewertet. Anschliellend erfolgte die
Transformation der Plasmid-DNA in den Bakterienstamm HB2151 und die Selektion auf LB-
Agarplatten mit 1% Glucose und 100pg/ml Ampicillin. Individuelle Klone wurden durch

Kultivierung in 2xTY, 0,1% Glucose und 100ug/ml Ampicillin bis zu einer ODgy von 0,9

27



Methoden

herangezogen und die Expression des scFv-Genes durch Zugabe von IPTG in einer
Endkonzentration von 1mM induziert. Nach der darauffolgenden 20-stiindigen Inkubation bei
30°C wurde der bakterielle Uberstand isoliert und nach Sterilfiltration fiir die funktionelle
Charakterisierung des darin enthaltenen rekombinanten Antikérperfragmentes im ELISA und
~Western-Blot“ genutzt. Fur die Charakterisierung im ELISA wurde der Uberstand nach
Verdinnung mit PBST eingesetzt. Zur Expressionsanalyse im ,Western Blot* wurden die
Proteine durch Zugabe eines &aquivalenten Volumenteils 2xSDS-Gelladepuffer und
nachfolgende 15minutige Inkubation bei 99°C denaturiert. Weitere Schritte erfolgten

anschlieRend wie unter 3.9. beschrieben.

3.5 Transformation von Agrobakterium tumefaciens

Der verwendete Agrobakterium tumefaciens Stamm pGV 2260 in C58C1 (Deblaere et al.,
1985) wurde nach der Methode von Mersereau et al., (1990) durch Elektroporation mit
Plasmid-DNA transformiert. Die Kultivierung erfolgte auf CBY-Agar beziehungsweise in
CBYF-Medium unter Zustatz des selektiven Antibiotikums bei 28°C. Der Nachweis der
inegrierten pflanzlichen Expressionskassetten erfolgte durch Restriktionsanalyse nach

Hindlll-Spaltung beziehungsweise durch ,Southern-Blot“-Analysen.

3.6 Transformation der Tabakpflanzen

Die Transformation der Tabakpflanzen erfolgte durch Agrobakterium tumefaciens
vermittelten Gentransfer nach der Blattscheiben-Transformationsmethode (angelehnt an
Horsch et al.,1985/). Durch 15minutige Inkubation in 30% Domestos oberflachensterilisiertes
und mehrfaches Spllen in sterilem Wasser vorbehandeltes Blattmaterial von Nicotiana
tabacum-Pflanzen (Varietat Samsun NN) war Ausgangsmaterial fir die Transformation.

Aus den sterilen Blattern wurden mit Hilfe eines Skalpells kleine Stiicke (ca.1cm?)
geschnitten, fur die Transformation in eine Suspension von transgenen Agrobakterium
tumefaciens (1VT U/N-Kultur mit 10VT MS-Medium) Gberfiihrt und in dieser Lésung 10min
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieliend wurden die Blattstliickchen von Uberschissiger
Bakteriensuspension befreit und flr die Kokultivation auf MS-Agarplatten ausgelegt. Die
Kokultivation erfolgte U/N im Kulturenraum nach lichtdichter Versiegelung der Platten. Am
folgenden Tag wurden die Blattsticken auf MS-Agarplatten mit 0,1mg/l NAA, 1mg/l BAP,
50mg/l Kanamycin und 500mg/I Cefatoxim transferiert und die Kultivierung mit einem 16h/8h-
Licht/Dunkel-Rhytmus fortgesetzt. Die nach etwa 5-8 Wochen gebildeten Sprosse wurden
anschliefend zur Wurzelbildung auf MS-Medium mit 50mg/l Kanamycin und 500mg/I
Cefatoxim Uberflihrt. Nach dieser Methode in vitro regenerierte Pflanzen wurden in Erde

Uberfiihrt und im Gewachshaus bis zur Samenbildung kultiviert.
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3.7 Pflanzenanzucht

3.7.1 Keimung der Tabaksamen

Reife Tabaksamen von Tabak-Wildtyp sowie von transgenen Tabakpflanzen wurden fir
5min in 70%igem Ethanol oberflachensterilisiert und anschlieBend fur etwa 60min in
destiliertem Wasser gequollen. AnschlieRend wurden die Samen mit Hilfe einer Pinzette auf

MS-Agarplatten ausgelegt.
3.7.2 in vitro Anzucht der Tabakpflanzen

Die Keimlinge wurden in Kulturkammern herangzogen, in denen ein 16h/8h Licht-
Dunkelrythmus bei einer Belichtung von 500umol-m?-s” eingestellt war. Die Temperatur
betrug 22°C.

3.7.3 Gewachshausbedingungen

Nach der in vitro Anzucht wurden die Pflanzen in Erde Uberfihrt und im Gewachshaus bei

einem Belichtungsrythmus von 16h Belichtung und 8h Dunkelheit kultiviert.

3.8 Herstellung von pflanzlichen Proteinextrakten
3.8.1 Proteinextraktion aus Samen

Fir die Extraktion der scFv-Proteine aus ganzen Samen wurden ca. 50mg reife Tabaksamen
unter flussigem Stickstoff nach Zusatz von etwas sduregewaschenem Quarzsand mit Morser
und Pistill homogenisiert. AnschlieRend wurde das erhaltene Pulver in 0,8ml
Proteinextraktionspuffer aufgenommen, das Gemisch homogenisiert, die Extrakte nach dem
Auftauen in Reaktionsgefale uberfuhrt und bei 4°C,15000g fur 10min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Konzentration der I8slichen Proteine in diesem
Extrakt nach Bradford (1976) bestimmt, wobei BSA als Standardprotein diente. Der
Uberstand wurde fir die Charakterisierung der Bindungseigenschaften des pflanzlich
exprimierten scFv im ELISA verwendet. Fur die ,Western-blot“-Analyse wurden die Extrakte
mit equivalenten Mengen Gelladepuffer versetzt und fir 5min bei 99°C inkubiert.

Anschlie3end wurde die Probe wie unter 3.9 beschrieben gelelektrophoretisch aufgetrennt.
3.8.2 Proteinextraktion aus Blattmaterial

Die Extraktion der Proteine aus Blattern von Tabakpflanzen fir die ,Western-blot“-Analyse
erfolgte durch Homogenisierung von ca. 30mg Blattmaterial in einem Reaktionsgefal® mit

Hilfe einer Bohrmaschine und eines Plastikmikropistills unter Zugabe von 100ul SDS-
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Probenpuffer. Die Proben wurden anschlielend flr 5min bei 99°C inkubiert und bei 15000g
fir 10min zentrifugiert. Nach der Bestimmung des Proteingehaltes im Uberstand nach
Bradford (1976) mit BSA als Standardprotein erfolgte die gelelektrophoretische Auftennung
der Proteine (vgl.3.9). Fur die Bestimmung der Antigenbindungseigenschaften des pflanzlich
exprimierten Einkettenantikdrpers im ELISA wurden 100mg Blattmaterial in einem Morser
nach Zugabe von flissigem Stickstoff und Quarzsand zerkleinert. Nach der Zugabe von
0,8ml Proteinextraktionspuffer wurde das Gemisch nochmals homogenisiert und bis zum
Auftauen auf Eis gestellt. Danach wurden die Extrakte in 1,5ml-Reaktionsgefale Uberfuhrt
und bei 4°C und 150009 fur 10min zentrifugiert. Die Konzentration der I6slichen Proteine im
Uberstand wurde bestimmt und der Uberstand fiir die Charakterisierung der
Bindungseigenschaften des scFv im ELISA verwendet. Fur die Bestimmung der
Konzentration des Einkettenantikbrpers im nativen Proteinextrakt mittels ,Western-blot*
wurde der Extrakt (definierte Mengen an GLP) mit einer equivalenten Menge Gelladepuffer
gemischt, 5min bei 99°C inkubiert und die Proteine anschlief’end wie unter 3.9 beschrieben

aufgetrennt.

3.9 Proteinanalyse mittels ,,Western-blot“

Die Proteine wurden in einem 10%-, beziehungsweise 12,5%-igen (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel nach Laemmli (1970) in SDS-Elektrophoresepuffer elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine durch
Elektrotransfer  (~1,2mA/cm?, 16h) in einer mit Transferpuffer  geflllten
Elektrotransferapparatur auf Nitrozellulose (Schleicher und Schuell) Ubertragen.
AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran mit 5%-iger Trockenmilch (,Marvel®) in
Marvelpuffer fur 2h bei RT abgesattigt. Die Bindung des monoklonalen Antikérpers 9E10
(Evan et al., 1985) an das c-myc-tag-Peptid wurde durch eine zweistlindige Inkubation der
Membranen bei RT in einer 1:50 mit 0,4%igem Marvel verdinnten Lésung von 9E10-
Konzentrat erreicht. Danach wurde der Filter dreimal fur jeweils 10min mit 0,4%igem Marvel
bei RT gewaschen und fir 2h in einer Verdinnung des Sekundarantikérpers (RAM-IgG-
POD) von 1:2000 in 0,4%igem Marvel bei Raumtemperatur inkubiert. Nach den folgenden
Waschschritten (einmal 20min und viermal 5min) in PBST erfolgte der Nachweis des scFv- c-
myc-tag-Proteins durch Chemilumineszenz mit dem ECL-System (,Western blotting analysis
system®, Amersham). Die Menge an exprimierten scFv wurde durch Vergleich mit einer
bekannten Menge gereinigten scFv-Proteins ermittelt. Dazu wurden die auf dem Roéntgenfilm
erhaltenen Signale mit Hilfe eines Flachbettscanners digitalisiert und anschlieRend mit dem

Programm TINA-pcbas2.0 (Raytest,Schraubenhardt) ausgewertet.
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3.10 Nachweis der Proteine nach SDS-PAGE durch Coomassie-Brilliantblau
beziehungsweise Silberfarbung

Fur den Nachweis der samenspezifisch exprimierten scFvB8~ELP-Fusionsproteine wurden
die Proteine nach erfolgter Auftrennung durch PAGE in einem 10%-igem SDS-
Polyacrylamidgel durch Coomassie-Brilliantblau- bzw. durch Silberfarbung nachgewiesen.
Fir die Coomassie-Brilliantblaufarbung wurden die Gele nach dem Lauf zunachst fir eine
Stunde in Entfarbelésung gewaschen. Anschliefend wurden sie in Farbeldsung mit R250-
Coomassieblau (R250) fir ca. 4h gefarbt. Danach wurde die Farbeldsung entfernt und die
Gele durch Inkubation in Entfarbelésung, die mehrfach erneuert wurde, Uber Nacht entfarbt.
Die Silberfarbung erfolgte mittels einem nach Blum et al., (1987) modifizierten Protokoll
(www.biologie.uni-rostock.de/pflanzenphysiologie/Teaching/Praktika/PDF/GP1/GP1_Fulda.pdf , S.18f)

unter Nutzung der angegebenen Lésungen und Einhaltung der Inkubationszeiten:

Fixierung: Gber Nacht in 50% Methanol,10% Essigsaure, 40% destilliertem Wasser.
Waschen: 3x 20sec in 50% Ethanol.

Sensitivierung: 1min in 0,2g/l Na,S,03; x 5 H,0.

Waschen: 3x 20sec in destilliertem Wasser.

Silberfarbung: 20min in 2g/l AQNOs3, 750pl/1 37% Formaldehyd.

Waschen: 2x 20sec in destilliertem Wasser.

Entwicklung: 4-5min in 30g/l K;CO3, 4mg/l Na,S,03 x 5H,0, 0,5ml/l 37% Formaldehyd.
Stoppen: 30sec in 1% Glycin.

© N o g bk wbdb =

9. Waschen: 30sec in destilliertem Wasser.
10. Stoppen: 10-30min in 1% Glycin.

11. Waschen: 30-120min in destilliertem Wasser.

3.11 Funktionelle Analyse des anti-Kres Einkettenantikorper durch ELISA

Die immunologische Spezifitdt der bakteriell beziehungsweise pflanzlich exprimierten anti-
Kres-Einkettenantikorper wurde durch indirekte und indirekte kompetitive ELISA-Methoden
untersucht. Hierfir wurden die ELISA-Platten (,Falcon® 3915 ProBind“) mit einer Lésung
des ELISA-Antigenes (Kres-BSA; 10ug/ml; 100ul/Kavitat) in Beschichtungspuffer bei 4°C
U/N inkubiert. Nach der Verwerfung der Beschichtungsldsung und dem anschlieRend
dreifach durchgefiihrten Waschschritt mit PBST erfolgte die Absattigung unspezifischer
Bindestellen der beschichteten Platten mit einer 2%igen BSA-Losung in PBST fur 1h bei RT
(200pl/Kavitat) . Nach der Entfernung der BSA-L6sung wurden die so vorbereiteten ELISA-
Platten mit Klebeband (PERMACELL P-422 1) versiegelt und bei 4°C gelagert.

Fir den indirekten ELISA wurden Verdinnungen des scFv-haltigen bakteriellen

Zellkulturiberstandes nach der Induktion beziehungsweise der nativen pflanzlichen
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Proteinextrakte zugegeben (100ul/Kavitat) und die Platten fiir 2h bei 25°C inkubiert. Nach
diesem Inkubationsschritt und dem darauffolgenden Waschschritt mit PBST erfolgte die
zweistindige Inkubation mit einer 1:100-Verdinnung des 9E10-Konzentrates (Evan et al.,
1985). AnschlieRend erfolgte ein weiterer Waschschritt und die Inkubation der Platten mit
dem ALP-konjugierten RAM-IgG-Antikdrper (1:1000 in PBST verdunnt, 100pl/Kavitat, 2h bei
25°C). Danach wurde die ELISA-Platte nochmals mit PBST gewaschen und die
Substratiésung (1mg/ml pNPP in Substratpuffer, 100ul/Kavitat) zugegeben. Die Platte wurde
mit Klebeband versiegelt und bei 25°C bis zur Vermessung der optischen Dichte inkubiert.
Die Vermessung des Signales erfolgte im Mikrotiterplattenlesegerat bei 405 nm.

Die Durchfiihrung des indirekten kompetitiven ELISA erfolgte prinzipiell nach demselben
Schema bis auf die Inkubation der scFv-haltigen Losung in Gegenwart von freiem Antigen.
Hierflr wurden jeweils 50ul/Kavitat einer Lésung des freien Antigenes (BAS 490F) in PBST
in der mit Kres-BSA beschichteten und mit BSA abgesattigten ELISA-Platte fir 30min bei
25°C prainkubiert. AnschlieRend wurden jeweils 50ul/Kavitat des verdinnten bakteriellen
Zellkulturiberstandes bzw. des verdinnten walrigen pflanzlichen Proteinextraktes
zugegeben und gemischt. Nach einer zehnminutigen Inkubationsdauer bei 25°C erfolgte der
dreifache Waschschritt mit PBST und der Nachweis des festphasengebundenen anti-Kres
scFv durch Inkubation mit dem 9E10-Antikorper, einem RAM-IgG-ALP-Konjugat und der

Umsetzung des zugesetzten Enzymsubstrates pNPP (siehe oben).

3.12 Nachweis der Insertion der DNA mittels ,,Southern-Blot*

Die Plamid-DNA aus Agrobakterium tumefaciens wurde nach der Methode von Birnboim &
Doly (1979) isoliert und mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen gespalten. Nach
der elektrophoretischen Auftrennung in 1%-igen Agarosegelen in TBE-Puffer erfolgte die
Denaturierung (30min in 0,5M NaOH, 1,5M NaCl) und die Neutralisierung (45min, 1M Tris-
HCI; pH 8,0; 1,5M NaCl). AnschlieRend wurde die DNA mittels Saugblot in 20xSSC auf
Nylonmembranen transferiert (Hybond N*). Die Fixierung der DNA auf den Membranen
wurde durch UV-Quervernetzung mit dem ,UV-Stratalinker™ 2400 der Firma Stratagene
erreicht. Der Nachweis des scFv-Genes erfolgte durch Hybridisierung der Membranen mit
dem ,DIG DNA Labeling and Detection Kit* (Roche) unter Verwendung des mit Digoxygenin
markierten scFv-DNA-Fragmentes nach den Angaben des Herstellers.

Die Isolation genomischer DNA aus Tabakpflanzen erfolgte in Anlehnung an eine von
Lassner et al. (1989) beschriebene Methode. Nach der Auftrennung der gespaltenen DNA-
Proben in 1%-igen Agarosegelen in Laufpuffer nach W.Weschke erfolgten die weiteren
Schritte (Denaturierung, Neutralisierung, Transfer, Fixierung) wie im vorangegangenen
Abschnitt beschrieben. Als Hybridisierungssonden fir den Nachweis der Integration des

scFv-Genes im Pflanzengenom wurden scFv-spezifische DNA-Fragmente verwendet, die mit

32



Methoden

Hilfe des ,Megaprime™ DNA labelling system Kits* der Firma Amersham nach der Methode
von Feinberg & Vogelstein (1983) mit «->’P-dATP markiert wurden. Vor der Zugabe zur
Hybridisierungslosung erfolgte die Trennung der markierten DNA-Probe von nicht
eingebauten Nukleotiden Uber eine Acrylex-P30-Saule. Die Vorhybridisierung der
Membranen erfolgte in ,Roti-Hybri-Quick* (Roth) U/N bei 65°C. Am folgenden Tag wurden
die Membranen in Hybridisierungsldsung (,Roti-Hybri-Quick®) Uberfiihrt, die die radioaktiv
markierte Sonde enthielt. Die Hybridisierung erfolgte ebenfalls Gber Nacht bei 65°C. Danach
wurden die Filter viermal bei Raumtemperatur fir je 15min mit 2xSSC, 0,5% SDS und
dreimal fir je 60min mit 1xSSC, 0,1%SDS bei 65°C gewaschen. Die Filter wurden
anschlielend in 0,1xSSC, 0,1%SDS gespllt, in Folie eingewickelt und in einer
Expositionskassette fixiert. Das Signal wurde mit einer Kodak-,Imaging-Plate*
autoradiografisch aufgezeichnet und die ,Imaging Plate* am Phosphorimager ,STORM 860"

eingelesen.

3.13 Applikation von Kresoxim-methyl im Zellkulturplatten-System

Fur die Applikationsexperimente wurde reines Kresoxim-methyl in Konzentrationen von 1mM
bis 50mM als 1000fach-konzentrierte Stammldsung in Dimethylsulfoxid geldst. Die
Applikationslésung wurde durch 1:1000-Verdinnung dieser Kres-Stammilésungen in
'/,MS-Medium mit 2% Saccharose hergestellt. Fiir die Applikation wurden je 1ml der
Applikationslésung einer Konzentration von 0 bis 50uM Kresoxim-methyl in 24-Well-
Zellkulturplatten vorgelegt. Parallel wurden 150mg Tabaksamen der zu untersuchenden
Linien in Filterpapiertiten eingewogen, mit Ethanol oberflachensterilisiert, gewaschen und
anschlieftend aquivalente Mengen nach Wagung auf die Kavitaten der mit Kresoxim-methyl-
Lésung bzw. Kontrollldsung gefillten Platten verteilt. Die eingesetzte Menge entspricht ca.
300 Samen je Kavitat der Inkubationsplatte (das Tausendkorngewicht flr N.tabacum betragt
80mg, Avery 1933). Nach einer 28tagigen Inkubationsphase der Platten bei 25°C erfolgte die
Bestimmung der Frischmassen der Gesamtheit der jungen Keimlinge aus der
entsprechenden Applikationsldsung durch Wagung mit einer Feinwaage.

Fir die Extraktion der Proteine von Tabakkeimlingen wurden ca. 600mg Keimlingsmaterial
unter Zusatz von Sand und flussigem Stickstoff in einem Morser homogenisiert. Nach der
Zugabe von 1ml 2xExtraktionspuffer zum Homogenat erfolgte eine wiederholte Vermischung.
Der Rohextrakt wurde nach dem Auftauen in ein 2ml-Reaktionsgefal} transferiert, fur 20min
bei 4°C und 14000 RPM zentrifugiert und der Uberstand mit den darin enthaltenden I8slichen
Proteinen abgenommen. Nach der Bestimmung der Gesamtheit der I6slichen Proteine wurde
eine entsrechende Menge des Extraktes (20ug GLP) mit der aquivalenten Menge 2xSDS-
Gelladepuffer versetzt und die Proteine durch 15minttige Inkubation bei 99°C denaturiert.

Anschlie3end erfolgte die Analyse dieser Proben im ,Western-Blot* (vgl 3.9).
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4 Ergebnisse

4.1 Gewinnung und Charakterisierung der Hybridomzellkone anti-Kres-mAK

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Expression von Kresoxim-methyl bindenden
Einkettenantikorperfragmenten in Tabakpflanzen zur Verbesserung der Toleranz gegentber
den phytotoxischen Eigenschaften dieses Fungizides. Da ein BAS 490F-bindendes
Einkettenantikérperfragment zu Beginn der Arbeiten nicht zur Verfigung stand, mufte
dieses eingehend isoliert und charakterisiert werden. Ausgangspunkt fur die Isolierung der
variablen leichten und schweren Kettengene zur Synthese der Sequenz eines Kresoxim-
methyl-spezifischen scFv sollte eine Maus-Hybridomzelllinie sein. Deshalb war ein
Grundanliegen und Teilziel der vorliegenden Arbeit die Gewinnung einer Hybridomzelllinie,
deren sekretierte Antikorper spezifisch das Fungizid Kresoxim-methyl binden. Hierfir wurden
Balb/C-Mause beginnend mit der achten Lebenswoche durch regelmafige intraperitoneale
Injektionen einer Antigenlésung immunisiert (vgl. 3.1.1). Um die Immunantwort zu
verstarken, wurde das niedrigmolekulare Hapten, gekoppelt an ein hdéhermolekulares,
immunstimulierendes Tragerprotein, dem ,keyhole limpet hamocyanin“ (Harris & Markl,
1999, 2000), als Antigen eingesetzt. Nach mehrmaliger Antigenapplikation konnten
polyklonale Seren aus den immunisierten Mausen isoliert werden, deren Kresoxim-methyl
spezifischer Antikorper-Titer durch indirekte ELISA-Methoden bestimmt werden sollte. Um
die Spezifitdit der Serum-Antikérper fir Kresoxim-methyl zu bestimmen, sollten neben
Kresoxim-methyl, gekoppelt an KLH (Immunisierungsantigen) auch Kres-BSA-Konjugat
sowie die reinen Tragerproteine (KLH und BSA) als immobilisierte Antigene fir die
Beschichtung der ELISA-Platte genutzt werden. Die Mause mit einem hohen Serumtiter an
Kresoxim-methyl-bindenden Immunglobulinen bildeten den Ausgangspunkt fur die
Erzeugung von Hybridomzellen. Fir die Gewinnung dieser Hybridome wurden die Milzzellen
immunisierter Mause isoliert und mit Myelomzellen fusioniert (vgl.3.1.2.). Durch Vereinzelung
und Selektion der erhaltenen Klone sollten stabile Hybridomzelllinien isoliert werden, die
Antikdrper gegen das Fungizid Kresoxim-methyl produzieren. Im Verlauf der vorliegenden
Arbeit wurden zahlreiche Zellfusionsexperimente durchgefuhrt. Dabei kam es jedoch haufig
zu einem Verlust der Eigenschaft zur Antikbrpersekretion in den sekundaren
Hybridomzellklonen (mégliche Ursachen sind von Peters, 1990/1ll sowie Taggart & Samlof,
1982 beschrieben worden). Im folgenden wird deshalb nur auf die Ergebnisse der
erfolgreich durchgefuhrten Isolierung der beiden stabilen Hybridomzellklone mAK Kres
14/8C5 3/2 und mAK Kres 14/1G9 H11H9 eingegangen, die den Ausgangspunkt fiir die im

Kapitel 4.2 beschriebene Konstruktion der anti-Kres scFv bildeten.
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4.1.1 Immunisierung der Balb/C-Mause und Bestimung des spezifischen Serumtiters

Fir die Gewinnung der Hybridomzelllinie wurden insgesamt 20 Balb/C-Mause (Potter, 1985/1
und Il) Gber einen Zeitraum von 18 Monaten immunisiert. Fur die Zellfusion waren Milzzellen
von Mausen mit einer ausgepragten spezifischen Immunantwort erforderlich. Deshalb wurde
der spezifische Antikdrpertiter des nach Zentrifugation des Blutes als Uberstand
gewonnenen Serums im ELISA bestimmt. Das Prinzip des hierflir verwendeten indirekten
ELISA ist in der Abbildung 6 dargestellt. Fur die Beschichtung der ELISA-Platten wurden
100yl je Kavitat einer Loésung von 10ug/ml der zu prifenden Antigene Kresoxim-methyl-BSA-
Konjugat, Kresoxim-methyl-KLH-Konjugt, BSA bzw. KLH in Beschichtungspuffer eingesetzt.
Die weiteren Schritte des ELISA erfolgten wie in Abschnitt 3.1.4. fiur den indirekten
ELISA zur Charakterisierung der Kresoxim-methyl bindenden Immunglobuline beschrieben.
Als Primarantikdrper wurde eine in PBST mit 1% BSA verdinnte Losung des Mausserums
unterschiedlicher Konzentration genutzt. Der Sekundarantikdrper (Kaninchen-Anti-Maus-IgG-
ALP-Konjugat) erlaubte den spezifischen Nachweis von murinem Immunglobulin G, welches

hauptsachlich bei der sekundaren Immunantwort gebildet wird.

Festphase (ELISA-Platte)

Antigen
(Kresoxim-methyl, konjugiert an BSA)

1.Antikorper
(IgG im Mausserum/Hybridomzelliiberstand)

2. Antikérper (Anti-Maus-lgG~ALP Konjugat)

A

—— pNPP (Substrat fiir ALP)

O

Abb.6.: Prinzip des Enzym-Immuntestes mit immobilisiertem, an BSA-konjugiertem
Kresoxim-methyl als Antigen (indirekter ELISA mit Enzym-konjugiertem
Sekundérantikérper). Zum Nachweis der Bindung des murinen Immunglobulin G
im Serum immunisierter Tiere beziehungsweise im Hybridomzelliiberstand an
Kresoxim-methyl wurden die Platten mit dem Kresoxim-methyl-BSA Konjugat
beschichtet und mit dem Zellkulturiiberstand bzw. Serum (Maus-lgG-enthaltend)
sowie anschlieBend einem Kaninchen-Anti-Maus-IgG-ALP-Konjugat inkubiert. Der
Nachweis von enzymgebundenen Anti-Maus-Immunglobulin erfolgte nach dem
Umsatz des hinzugefiigten Substrates pNPP durch Messung der OD 495, in einem
Mikrotiterplattenreader. Analog erfolgte der Immuntest kontrollweise mit den
ebenfalls durch Bindung an die Festphase immobilisierten Antigenen Kres-KLH,
KLH und BSA.
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Wie einleitend bereits erwahnt, wurden mehrere Mause immunisiert und deren Milzzellen
nach Bestimmung des spezifischen Antikorpertiters fir eine Zellfusion mit Maus-
Myelomzellen genutzt. Beispielhaft wird im nachfolgenden die Bildung einer spezifischen
Immunantwort der immunisierten Maus K14, aus der stabile Hybridomzellklone isoliert
werden konnten, aufgezeigt (Tabelle 1). Wahrend im Serum von nicht immunisierten Mausen
(Normal-MS) praktisch kein IgG-Antikdrpersignal aufgrund der Bindung an die eingesetzten
Festphasen-gebundenen Antigene erhalten wurde, konnte im Serum der immunisierten
Maus (K14-MS) ein hoher Kresoxim-methyl-spezifischer IgG-Titer nachgewiesen werden.
Die im Serum der Maus K14 enthaltenen Antikdrper erkennen spezifisch Kresoxim-methyl-
Tragerprotein-Konjugat. Die Immunantwort gegentber den reinen Tragerproteinen ohne
Kresoxim-methyl ist vernachlassigbar gering. Der Titer ist definiert durch den Kehrwert der
Serumverdinnung, die den halbmaximalen Signalwert (Substratumsatzrate) im ELISA nach
einem bestimmten Zeitintervall hervorruft. Dieser lag im Falle der immunisierten Maus K14
im Bereich von 10* bis 10° (siehe Tab.1). Somit wurde durch Bestimmung des Kresoxim-
methyl spezifischen Antikorpertiters mit Hilfe eines indirekten Enzymimmuntestes die
erfolgreiche Immunisierung der Maus K14 nachgewiesen.

Tab.1: Ergebnisse des ELISA zur Bestimmung des IgG Antikérpertiters im Mausserum (MS)
einer immunisierten (K14) und einer nicht immunisierten Maus (Normal).

Mausserum Antigen OD4osnm ODuo5nm ODu05nm ODu05nm
(Verd.:10?) | (Verd.:107) | (Verd.:10™*) | (Verd.:10®)

Kres-BSA 0,569 0,508 0,226 0,03

K14-MS Kres-KLH 0,583 0,534 0,574 0,306

BSA 0,03 0 0 0

KLH 0,03 0

Kres-BSA 0 0 0 0

Normal-MS Kres-KLH 0,03 0 0 0

BSA 0 0 0 0

KLH 0 0 0 0

Dargestellt sind die Signale (ODs,m) abziiglich des Leerwertes (PBS-Puffer anstelle von
Serum als Primé&rantikérper eingesetzt), 30min nach der Zugabe des Substrates (pNPP).

4.1.2 Zellfusion und Selektion von mAK-Kres sezernierenden Hybridomzellklonen

Zur Gewinnung von Hybridomzellen wurde die Milz aus der immunisierten Maus K14 isoliert,
die Milzzellen nach der unter 3.1.2 beschriebenen Methode prapariert und anschliel3end mit
Myelomzellen fusioniert. Es wurden 1,5x10? isolierte Milzzellen und 3x10” vorkultivierte und
entsprechend praparierte Myelomzellen fir die Fusion eingesetzt. Als Myelomzellpartner
wurde die Zelllinie P3x63Ag8.653 (Kearny et al.,1979) genutzt, welche die Bedingungen flur
einen idealen Fusionspartner (Baron, 1990), wie fehlende Eigensynthese von

Immunglobulinketten und die Option zur Selektion aufgrund eines Enzymdefektes erflllt.

36



Ergebnisse

Durch die von Kéhler und Milstein (1976) entwickelte Methode der Zellfusion werden die
Eigenschaften beider Zelllinien, unbegrenztes Teilungsvermdgen der Krebszelle und die
Fahigkeit zur Antikorperproduktion der Milzzelle, in einer sogenannten Hybridomzelle
miteinander vereint (Kéhler, 1985). Durch eine Mutation der Myelomzelllinie, welche einen
Defekt im Reservestoffwechselweg der Purinsynthese betrifft (HGPRT"), stirbt diese Zelllinie
nach der Inhibierung der Hauptstoffwechselwege der Purin- und Pyrimidinsynthese mit
Aminopterin  und  Supplementation des Mediums mit den Vorstufen der
Reservestoffwechselwege (Hypoxanthin und Thymidin) in der weiteren Zellkultur ab. Die
Milzzelle als Fusionspartner tragt diesen Enzymdefekt nicht, ist also in der Lage
supplementiertes Hypoxanthin und Thymidin fir die Synthese der essentiellen Purine und
Pyrimidine zu verwerten. Sie besitzt aber selbst nicht die Fahigkeit zur unbegrenzten
Proliferation. Deshalb kénnen durch Zugabe der genannten Substanzen nach der Zellfusion
nur Hybridomzellen Uberleben, die die Eigenschaften beider Fusionspartner ineinander
vereinigen (Peters & Gieseler, 1990).

Nach Aufnahme der Fusionsprodukte in 80ml HAT-Medium wurden die Zellen auf insgesamt
960 Kavitaten von 96-Loch-Zellkulturplatten ausgesat. Es wurden nur die inneren 60
Kavitaten nahrzellbeschichteter Zellkulturplatten fir die Aussaat der Fusionsprodukte
genutzt. Die aulleren Kavitdten wurden zum Schutz vor Verdunstungsverlusten und
Kontaminationen mit Wasser gefiillt. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C, 95% rel. LF und 5%
CO, unter Austausch des selektionierenden HAT-Mediums in drei- bis viertagigem Rhytmus.
Nach der HAT-Selektion konnten insgesamt 336 Hybridomklone bonitiert werden, was einem
Wachstum in 35 Prozent der Kavitaten entspricht. Nach De Blas et al. (1983) betragt die zu
erwartende Wahrscheinlichkeit der Monoklonalitat der heranwachsenden Hybridomzellen bei
dieser Wachstumsrate 80 Prozent. Die Uberstande der Klone wurden in einem indirekten
ELISA unter Nutzung von Kres-BSA bzw. reinem BSA als immobilisiertes Antigen (vgl. 3.1.4.
Prinzip siehe Abb.6) auf den Gehalt von Kresoxim-methyl bindenden Immunglobulinen
Uberprift. Es wurden insgesamt 20 Hybridome identifiziert, deren Primartberstand nach der
Zellfusion Kresoxim-methyl spezifische Antikorper enthielt. Diese Primarkulturen wurden
durch die Methode der limitierenden Verdinnung zur Absicherung der Monoklonalitat
rekloniert (vgl. 3.1.3). Nach der Bonitierung und mikroskopischen Kontrolle der
Monoklonalitdt wurden die erhaltenen Sekundarzellklone der niedrigsten Aussaatdichte im
ELISA auf den Gehalt an anti-Kres-mAK im Kulturiiberstand getestet. Im Kulturtiberstand
von zwei reklonierten Primarklonen konnten Kres-BSA-bindende Immunglobuline ohne
Kreuzreaktivitdt mit reinem BSA nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um die
Sekundarklone der beiden primaren Hybridome mAK 14/8 C5 und mAK 14/1G9. Zur
statistischen Absicherung der Monoklonalitat wurden die Napfe mit Wachstum ausgezahit.

Wachsen die Zellen in geringer Anzahl, dann verhalt sich der Anteil von Napfen mit

Wachstum nach der Poisson-Verteilung: f(0)=e'x, wobei f(0) die Fraktion von Napfen ohne
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Wachstum und A die durchschnittliche Anzahl der Klone je Napf darstellt. Um eine hohe
Wahrscheinlichkeit zu erhalten, dall das Wachstum in den Napfen auf einzelne Klone
zurlckzufuhren ist (A=1), sollten mehr als 37% der Napfe kein Wachstum zeigen (Goding,
1980). Im Reklonierungsschritt des Klones mAK 14/8 C5 konnte in 42% der Napfe kein
Wachstum beobachtet werden. Der Klon mAK 14/1G9 wurde zweimal rekloniert, dabei
waren im ersten Schritt 9% und im zweiten Schritt 22% der Napfe mit Hybridomzellen
bewachsen. Dies erflllt die genannten Kriterien fur die Absicherung der Monoklonalitat der
beiden isolierten Hybridomzelllinien mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9.

4.1.3 Charakterisierung der beiden anti-Kres mAK 14/8C5 3/2 und 14/1G9 H11H9

Die Versuche zur Herstellung von funktionellen, Kresoxim-methyl spezifisch bindenden
Antikérperfragmenten setzten fur dieses Antigen spezifische Immunglobuline als Vorstufe
vorraus. Deshalb war es nétig, die funktionellen Eigenschaften der isolierten monoklonalen
Antikérper zu untersuchen. Zur Charakterisierung der beiden isolierten monoklonalen
Hybridomzelllinien in Bezug auf Aktivitat, und Spezifitdt wurden die in 4.1.2 beschriebenen
Linien mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 in groRRerem Malstab in RPMI-Medium bei
37°C, 5% CO, und 95% rel. LF Kkultiviert. Die im Zellkulturiberstand enthaltenen
Immunglobuline wurden anschlieRend in ELISA-Experimenten untersucht. Die Bestimmung
der Ig-Klasse, des Ig-Subtyps und des Leichtkettentyps der sekretierten anti-Kres-mAK im
Kulturiiberstand der Hybridomzelllinien mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 erfolgte
immunologisch nach Herstellerangaben mit dem ,Maus Hybridoma Subtyping Kit“ der Firma
Boehringer Mannheim (Prinzip siehe Abb.7) unter Nutzung eines Anti-Maus-Antikorpers als

festphasengebundenen Antikérper zur Bindung der murinen Immunglobuline.

< Substrat (farblos)
Produkt (griin)
Anti-Maus-Ig Subklassen-spezifische Anti-Maus
Antikbrper Monoklonaler Ig-POD-Konjugate

muriner Antikéroer

Abb.7.: Prinzip des Enzym-Immuntestes mit immobilisiertem Anti-Maus-lg als
~Wandantikérper® (indirekter ELISA mit Enzym-konjugiertem Subklassen-
spezifischen Sekundérantikérpern) zum Nachweis der Ig-Klasse, -Subklasse und
des Leichtkettentyps der murinen anti-Kres-Immunglobuline im
Hybridomzelliiberstand der Klone mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9. Der
Nachweis von jeweils subklassenspezifischem, enzymgebundenem Anti-Maus-
Immunglobulin erfolgte durch den Umsatz des hinzugefiigten Substrates ABTS.
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Der Umsatz des Substrates wurde durch Messung der Absorption bei einer Wellenlange von
405 nm in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat bestimmt. Beide monoklonalen Antikorper
gehdren der Immunglobulin G-Klasse, Subklasse IgG1 an und besitzen leichte
Immunglobulinketten des Typs «.

Zur funktionellen Charakterisierung der beiden monoklonalen Antikérper wurden ELISA-
Experimente durchgefiihrt. Die Untersuchung der Antigenbindungseigenschaften erfolgte in
einem indirekten ELISA (vgl. 3.1.4., Prinzip siehe Abb. 6) mit Kres-BSA als immobilisiertem
Antigen und einem Kaninchen-Anti-Maus-ALP-Konjugat als Sekundarantikdrper. Als
Primarantikbrper wurden die Zellkulturiberstdnde von den mehrtagig kultivierten
Hybridomzelllinien mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 nach unterschiedlicher
Verdunnung in PBST mit 1% BSA eingesetzt. Die Egebnisse dieser Untersuchungen sind in
Abb. 8 dargestellt. Beide Klone, mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9, zeigten eine
starke Antigenbindung an das Hapten Kresoxim-methyl. Die Bindung der anti-Kres-mAK an
das BSA-gebundene Hapten konnte in einer bis zu einhunderttausendfachen Verdinnung
des Uberstandes der Hybridomzellkultur nachgewiesen werden. Das Kulturmedium (RPMI-

Medium, Negativkontrolle) selbst zeigte hierbei erwartungsgemaf keine Reaktion im ELISA.

mAK 14/1G9 H11H9
mmm MAK 14/8C5 3/2
f f f ; ; - — = /
0 1 2 3 4

OD 405nm

5

(e}

log (mAK anti-Kres Verdiinnungsfaktor)

Abb.8.: Nachweis der Antigenbindungsaktivitdt der mAK 14/8C5 3/2 und 14/1G9 H11H9
an das Hapten Kresoxim-methyl im indirekten ELISA. Die Platten wurden mit BSA-
Kresoxim-methyl-Konjugat beschichtet, mit verschiedenen Konzentrationen der
Hybridomzelliiberstande (anti-Kres-mAK enthaltend), und einem Kaninchen-Anti-
Maus-IgG-ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis von enzymgebundenen Anti-
Maus-Immunglobulin erfolgte durch den Umsatz des hinzugefiigten Substrates
pNPP. Dargestellt ist der Substratumsatz (OD4os.m, abziiglich Hintergrundwert) in
Abhéngigkeit von der logarithmischen Verdiinnung des eingesetzten
Hybridomzelliiberstandes, der das anti-Kres-IgG enthélt.

39



Ergebnisse

In weiteren Experimenten sollte die Spezifitdt der monoklonalen Antikdrper fir das Hapten
Kresoxim-methyl Uberprift geprift werden. Hierflir wurden zunachst weitere indirekte ELISA
(vgl. 3.1.4) unter Verwendung von verschiedenen immobilisierten Antigenen anstelle des
BSA-Kresoxim-methyl Konjugates zur Beschichtung der ELISA-Platten durchgefiihrt. Dabei
wurden folgende Proteine und Hapten-Konjugate als immobilisierte Antigene eingesetzt:
Kresoxim-methyl-BSA (Kres-BSA), Kresoxim-methyl-KLH (Kres-KLH), BSA, KLH sowie ein
anderes an KLH oder BSA gekoppeltes Hapten: Quinmerac (Quin-KLH, Quin-BSA). Als
Primarantikbrper  wurden einhundertfach ~ verdinnte  Zellkulturiberstande  der
Hybridomzelllinien mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 in PBST mit 1% BSA sowie
entsprechend verdinntes RPMI-Medium als Negativkontrolle eingesetzt. Die spezifischen
Antigenbindungseigenschaften, die im indirekten ELISA nachgewiesen wurden, sind in der
Abb.9 dargestellt. Es wurde keine Kreuzreaktivitit mit reinem KLH und BSA
beziehungsweise Quin-KLH und Quin-BSA-Konjugat festgestellt. Die sezernierten
Antikérpermolekiile der Klone mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 binden selektiv an
verschiedene Kresoxim-methyl-Tragerprotein-Konjugate und zeigen somit eine Spezifitat fur

das Hapten Kresoxim-methyl.

|

B RPMI-medium
M Krox 14/8C5 3/2
OKrox 14/1 G9H11-H9

Antigen BSA Quin-

Abb.9.: Nachweis der Bindungsspezifitdt der mAK 14/8C5 3/2 und 14/1G9 H11H9 an das
Hapten Kresoxim-methyl im indirekten ELISA. Die Platten wurden mit
verschiedenen Konjugaten bzw. Trédgerproteinen beschichtet, mit den 1:100 in
PBST mit 1% BSA verdiinnten Hybridomzelliiberstanden (anti-Kres-IgG enthaltend)
bzw. RPMI-Medium als Negativkontrolle und nachfolgend einem Kaninchen-Anti-
Maus-IlgG~ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis von enzymgekoppeltem Anti-
Maus-Immunglobulin erfolgte durch den Umsatz des hinzugefiigten Substrates
PNPP. Dargestellt ist der Substratumsatz (ODg4os.m) in Abhdngigkeit von dem
verwendeten Antigen.
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In den zuvor beschriebenen indirekten ELISA-Experimenten wurde das Bindeverhalten der
monoklonalen Kresoxim-methyl Antikérper an das Tragerprotein-Antigen-Konjugat gepruft.
Dieses Konjugat wurde durch Bindung an die Festphase immobilisiert. Vorraussetzung fur
die Durchfihrung der weiteren experimentellen Arbeiten war jedoch die Eigenschaft der
Antikdrper zur Bindung an freies Kresoxim-methyl. Deshalb muf3te ausgeschlossen werden,
dal beide Antikdrper nur spezifisch an immobilisiertes Konjugat binden. Hierflir wurden
kompetitive ELISA-Experimente unter Zugabe von freiem Antigen durchgefuhrt. Kresoxim-
methyl (BAS 490F) wurde in verschiedenen Konzentrationen mit einer verdinnten Losung
der mAK 14/8C5 3/2 bzw. mAK 14/1G9 H11H9-haltigen Hybridomzelliberstande, deren
optimale Verdinnung in Vorexperimenten nach den von Djavadi-Ohaniance et al. (1996)
beschriebenen Kriterien bestimmt wurde, gemischt und fir 2h bei 25°C prainkubiert. Nach
diesem Prainkubationsschritt erfolgte der Nachweis der verbleibenden, nicht an das freie
Molekil gebundenen, Immunglobuline in einem indirekten ELISA. Durch die Bindung an das
freie Antigen kénnen weniger anti-Kres-IgG-Molekile an die Festphase (Kres-BSA) binden
und durch den enzymgekoppelten Sekundarantikorper in der Substratreaktion nachgewiesen
werden, die Substratumsatzrate verringert sich. Die Abnahme des enzymatischen Umsatzes
nach der Vorinkubierung mit freiem Kresoxim-methyl zeigte, da} beide monoklonalen
Antikérper sowohl das an die Festphase (Mikrotiterplatte) gebundene Kresoxim-methyl-
Tragerprotein-Konjugat als auch freies Kresoxim-methyl binden. Eine Verringerrung des
Substratumsatzes um 50 Prozent im Vergleich zur Kontrollldsung (OM BAS 490F) konnte
nach Prainkubation der Antikérper mit einer 0,5uM (mAK14/1 GO9H11H9) bzw. 1uM (mAK
14/8C5/3/2) Kresoxim-methyl-Lésung gemessen werden. In einem weiteren Experiment
wurde der anti-Kres-IgG enthaltende und in PBST verdinnte Hybridomzelluberstand direkt
auf der mit Kres-BSA beschichteten und mit Losungen des freien Antigens vorinkubierten
ELISA-Platte gemischt und inkubiert (vgl. 3.1.4.). Auch in diesem experimentellen Aufbau
kam es durch Bindung an freies Antigen zu einer Abnahme der Bindung von anti-Kres-
Immunglobulinmolekiilen an das Kres-BSA-Konjugat und folglich zu einer verringerten
Menge von gebundenem Anti-Maus-ALP-Konjugat. Der Nachweis der Kompetition durch das
freie Antigen erfolgte ebenfalls durch Messung der verringerten Substratumsatzrate. Beide
Klone zeigten auch in dieser experimentellen Anordnung eine Abnahme der
Substratumsatzrate im ELISA aufgrund der verringerten Menge an Kres-BSA-bindenden
Anti-Kres-lgG-Molekilen in Gegenwart von freiem Kresoxim-methyl im Inkubationsschritt
(siehe Abb.10). Im Vergleich zur Inkubation mit Kontrollldsung (OuM) konnte hierbei eine
50%-ige Reduktion der Substratumsatzrate im letzten Schritt des ELISA bei Zugabe von ca.
10uM (mAK14/8C5 3/2) beziehungsweise 1uM (MAK14/1G9 H11H9) Kresoxim-methyl im
Inkubatonsschritt mit dem IgG-haltigen Hybridomzelliberstand gemessen werden. Die
isolierten Hybridomzelllinien mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9H11H9 erwiesen sich somit

aufgrund der beschriebenen Untersuchungen hinsichtlich Kreuzreaktivitat,
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Antigenbindungsaktivitdt und —spezifitat der sezernierten Immunglobulinmolekiile als
geeignet fir die Gewinnung der Gene der variablen leichten und schweren Kette zur

Erzeugung von spezifisch Kresoxim-methyl bindenden Einkettenantikdrperfragmenten.
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Abb.10.: Spezifitdt der Bindung der mAK 14/8C5 3/2 und 14/1G9 H11H9 an freies
Kresoxim-methyl im indirekten Kompetitions-ELISA. Die Platten wurden mit
Kresoxim-methyl-BSA-Konjugat beschichtet und mit der entsprechenden Menge
an freiem BAS 490F in PBST im Gemisch mit den in PBST verdiinnten
Hybridomzellliberstanden (anti-Kres-IgG  enthaltend) inkubiert. ~Nach der
anschlieBenden Inkubation mit einem Kaninchen-Anti-Maus-lgG~ALP-Konjugat
erfolgte der Nachweis von enzymgekoppeltem Anti-Maus-Immunglobulin durch
den Umsatz des hinzugefiigten Substrates pNPP. Dargestellt ist die prozentuale
Substratumsatzrate in Abhéngigkeit von der zugesetzten Menge an freiem Antigen
im ersten Inkubationsschritt mit anti-Kres-lgG-haltigem Uberstand. Die Umsatzrate
bei Abwesenheit von freiem BAS 490F wurde gleich 100% gesetzt.

4.2 Konstruktion der Einkettenantikorpergene anti-Kres scFv

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Erzeugung von transgenen Tabakpflanzen,
die durch die Expression von spezifischen Einkettenantikorpern Resistenz gegenuber den
phytotoxischen Effekten von Kresoxim-methyl aufgrund von Immunmodulation zeigen sollten
(vgl. hierzu auch Abb. 5). Vor der Erzeugung der zur Pflanzentransformation bendtigten
Expressionskassetten muldten die scFv-Gene konstruiert und nach Expression im
bakteriellen System funktionell charakterisiert werden. In diesem Kapitel wird die
Konstruktion der Gene fir spezifisch Kresoxim-methyl bindende Einkettenantikérper
beschrieben. Die beiden, im vorangegangenen Kapitel beschriebenen, Hybridomzelllinien
mAK 14/8 C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 stellten dabei den Ausgangspunkt zur Synthese
dieser scFv-Gene dar. Das Prinzip zur Synthese der Einkettenantikérperfragmente aus der in

cDNA umgeschriebenen mRNA der Hybridomzellklone ist in Abb.11 schematisch dargestelit.
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in cDNA umgeschriebene mRNA in cDNA umgeschriebene mRNA
der leichten Immunglobulinkette der schweren Immunglobulinkette
(MAK 14/8C5 3/2 bzw.mAK 14/1G9 H11H9) (MAK 14/8C5 3/2 bzw.mAK 14/1G9 H11H9)

VLBACK, < VLFOR VHBACK &/HFORNot
| w cL | v cHt [H ch2 CH3

Fusions-PCR

SC-Back,
[ Vk [0
Ll VH |
<—
l SCFOR«t

|V1<IVH

Gen fur die Einkettenantikorper
anti-Kres scFv ~A bzw. ~B

Abb.11.: Schematische Darstellung der Synthese der anti-Kres scFv-Gene (vereinfacht)
CH1-3: Gene fiir konstante Domé&nen der schweren Ketten; CL: Gen fiir konstante
Doméne der leichten Kette; VH: Gen fiir variable Domé&ne der schweren Kette; Vk:
Gen fiir variable Doméne der leichten () Kette; L: Linkergensequenz

4.2.1 Isolierung der Gene fiir die variablen Immunglobulinketten VH und Vk

Fur die Synthese der variablen Gensegmente VH und Vk wurde die mRNA aus den
Hybridomzellen mAK 14/8 C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9 isoliert und in cDNA
umgeschrieben (vgl. 3.2.1.). AnschlieRend erfolgte die Amplifikation der Gene fir die
jeweiligen VH und Vk-Ketten durch die Polymerase-Kettenreaktion unter Nutzung dieser
cDNA als Matrize und den Primern VHFORy.: und VHBACK fiir die variablen schweren
Ketten und VLFOR und VLBACK fir die variablen leichten Ketten (vgl.3.2.2., Pliickthun et
al.,1996). Die fur die Amplifikation verwendeten Primer fihrten am 5-Ende der Vh-
Kettengene und am 3'-Ende der Vk-Kettengene die Sequenz flir ein Linkerpeptid ein.
Weiterhin wurde am 3'Ende der Vk-Kettengene eine Ncol/Sfil-Schnittstelle und am 3°- bzw.
5-Ende der VH-Kettengene eine BamHI- bzw. Notl-Schnittstelle eingefiihrt. Die isolierten
Gene VH und Vx der variablen Immunglobulinketten beider monoklonaler Antikorper waren

Ausgangspunkt fir die Konstruktion von zwei Einkettenantikdrperfragmentgenen.
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4.2.2 Synthese der anti-Kres scFv durch Fusions-PCR

Fur die Generierung der Einkettenantikdrpergene aus den isolierten Genen der variablen
Ketten der hybridomzellabgeleiteten Immunglobuline wurden die jeweiligen VH und Vk-Gene
in zwei Reaktionsansatzen vereinigt und die anti-Kres scFv nach der spontanen
Zusammenlagerung der VH und Vk-Gene im komplementaren Terminalbereich der
Linkersequenz (5-Vx und 3'-VH) durch PCR mit den Primern SC-FORy. und SC-Back
amplifiziert (vgl. 3.2.3). In den ersten Schritten der PCR-Synthese dienten die variablen
Kettengene dabei selbst als Primer. Der Linkerbereich mit der endgultigen Konfiguration
(Gly,Ser), enthielt, zur Vermeidung von inkorrekten Uberlappungen wéahrend der
Assemblierungsreaktion, jeweils eine endstandige (Gly,Ser)-Sequenz mit einer von den
angrenzenden (Gly,Ser)-Wiederholungen abweichenden Kodierung (Burmeister &
Pliickthun, 2001). Die gebildeten anti-Kres-scFv Gene hatten eine Grdlie von 783 bp, scFv-A
abgeleitet vom mAK 14/8C5 3/2 und 792 bp, scFv-B: abgeleitet vom mAK 14/1 G9 H11H9.
Beide synthetisierten anti-Kres scFv Gene (siehe Abb.12) hatten die Struktur Vk-L-VH.

Abb.12.: Darstellung der Produkte der PCR-
Reaktion zur Fusion der VH- und Vi-Kettengene
zu den scFv-Genen. Spur 1: Gibco 100bp DNA-
GréBenstandard, Spur 2-4: Amplikons der PCR-
Reaktion zur Regeneration des vom mAK
14/8C5-3/2 abgeleiteten scFv-A, Spur 5-7,
Amplikons der PCR-Reaktion zur Regeneration
des vom mAK14/1G9 H11H9 abgeleiteten scFv-
B. Es wurden jeweils 20ng der entsprechenden
VH- und Vi-DNA-Fragmente gemischt und in
einer Assemblierungs-PCR-Reaktion zu den
scFv-Genen fusioniert (vgl. 3.2.3). Die PCR-
Produkte wurden auf einem 2%igem Agarosegel
(mit EtBr) elektrophoretisch aufgetrennt und
fotografisch dokumentiert. Die Gré3en des DNA
Standards sind auf der linken Seite angegeben.

1 - 2 3 4 - - 5 67

4.3 Funktionelle Charakterisierung der anti-Kres scFv im bakteriellen
Expressionssystem

Nachdem die Gene fiir die beiden Einkettenantikérperfragmente synthetisiert wurden, sollten
diese im bakteriellen System zur Expression gebracht und funktionell charakterisiert werden.
Die Nutzung bakterieller Expressionssysteme ermoglicht eine schnelle und effiziente
Kontrolle der funktionellen Eigenschaften der konstruierten Einkettenantikérper. Die anti-Kres
scFv sollten als Iosliche Proteine von den Bakterien in den periplasmatischen Raum
sezerniert werden. Hierfur wurden die konstruierten scFv-Gene A und B als Sfil/Notl-
Fragmente in das vom bakteriellen Expressionsvektor pHEN (Hoogenboom et al., 1997)

abgeleitete Phagemid pIT1 kloniert. Dieser Vektor enthalt die DNA-Sequenz des pelB-
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Signalpeptides der Erwinia cavotovora Pectatlyase B (Lei et al., 1987). Durch Fusion mit
dem scFv-Gen erfolgt die Sekretion des unter der Kontrolle des LacZ-Promotors
exprimierten pelB-scFv-Fusionsproteins in den periplasmatischen Raum (und nach partieller
Lyse der aulleren bakteriellen Zellmembran im Verlauf der Kultivierung in das umgebende

Medium). Die hierfur konstruierten Expressionskassetten sind in Abb.13 dargestellt.

Sfil/Ncol Notl
pHEN amber
5 1 e
Lac RBS pelB scFv A/B tag glll

Abb.13.: Schematische Darstellung der Expressionskassetten plITA und plTB fiir die
bakterielle Expression der anti-Kres-Einkettenantikérper als 16sliche Proteine (Lac:
induzierbarer LacZ-Promotor; RBS: Ribosomenbindeort (Shine Dalgarno
Sequenz); scFv AIB: Anti-Kres-Einkettenantikérper A beziehungsweise B; pelB:
bakterielle Signalpeptidsequenz, tag: c-myc-tag; glll: kleines Phagenhiillprotein;
LMB3 und pHEN: komplementdre Sequenzbereiche fiir die Bindung der
entsprechenden Sequenzierungsprimer; amber: Stopkodon UAG

Die DNA der beiden erhaltenen Vektoren pITA und pITB wurde zunachst in E.coli-Zellen des
Stammes TG1 transformiert und nach Replikation und Isolation der Plasmid-DNA in E.coli-
Zellen des Stammes HB2151 transformiert. Der Vektor pIT erlaubt bei Expression in E.coli-
Stammen mit einer Suppressormutation (supE), die zum Uberlesen des Amber-Stopkodon
UAG fihrt, eine Fusion des translatierten scFv mit dem kleinen Huillprotein glll und der
Sekretion dieses Fusionsproteins in den periplasmatischen Raum der Bakterienzelle. Bei
Infektion der Bakterien mit Helferphagen wird das scFv-glll-Fusionsprotein in Phagen
inkorporiert, die scFv-Proteindomane nach der Generation der Phagenpartikel auf der
Oberflache des Phagen exponiert und somit flir Phagen-Display-Methoden nutzbar. Fir die
Expression als I6sliches Antikorperfragment ist es jedoch erforderlich, dal scFv ohne das
glll-Protein zu exprimieren. Dies ist durch die Nutzung des zwischen scFv-Sequenz und glll-
Proteinsequenz liegenden Stoppkodons UAG moglich. Der E.coli-Stamm HB2151 besitzt
keine Suppressormutation und erkennt das Stoppkodon am Ende der scFv-Sequenz. Dies
fihrt zum Abbruch der Translation am Amber-Kodon und damit zur Synthese eines I6slichen
scFv-Fragmentes und dessen Sekretion in den periplasmatischen Raum der Bakterienzelle
(Pope et al., 1996). Da der LacZ-Promotor auch im nicht induzierten Zustand bei
Abwesenheit des synthetischen Induktors IPTG eine leichte Expressionsaktivitat zeigt und
somit Antikorperfragmente, die fur die Bakterienzelle toxisch sein kdnnen, synthetisiert
werden, wurden die Bakterien unter Zugabe von Glukose angezogen (De Bellis & Schwartz,

1990). Der Zusatz von Glukose zu Beginn der Kultivierung fuhrt Uber das Katabolit-
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Repressionssystem zu einer Hemmung der Aktivitdt des LacZ-Promotors (Knippers, 1995).
Zum Zeitpunkt der Zugabe des Induktors IPTG, welcher die Expression der scFv-Gene
induzierte, war die im Medium enthaltene Glukose bereits durch die Bakterien metabolisiert
worden. Durch entsprechend gewahlte Kultivierungsbedingungen wahrend der
Induktionsphase kam es zur teilweisen Zerstérung der Zellwand mit simultaner Freisetzung
der im periplasmatischen Raum der Bakterienzelle akkumulierten scFv-Proteine in das
Kulturmedium. Die Einkettenantikorper-haltigen bakteriellen Kulturiberstande wurden
nachfolgend flr weitere Untersuchungen bezlglich des Expressionsniveaus und der
funktionellen Charakterisierung der exprimierten scFv-Proteine genutzt. Zum Nachweis der
gebildeten Antikdrperfragmente wurde das am C-terminalen Ende des scFv-Proteins
fusionierte c-myc-tag-Peptid (Munro & Pelham, 1986) genutzt. Der spezifisch gegen dieses
Epitop gerichtete murine Antikorper 9E10 (Evan et al., 1985) erlaubt in Verbindung mit
enzymgekoppelten Anti-Maus-lgG-Antikérpern den immunologischen Nachweis des korrekt
exprimierten scFv-c-myc-tag Proteins. Es wurden mehrere HB2151-Klone von plITA und
pITB erzeugt und der scFv-haltige bakterielle Uberstand nach der Induktion mit IPTG im
~Western-blot* und in ELISA-Experimenten Uberprift. Insgesamt konnte die korrekte
Expression und Funktionalitat dreier vom mAK 14/8C5 3/2 abgeleiteten anti-Kres scFvA (A3,
A6 und A9), und zweier vom mAK14/1G9 H11H9 abgeleiteten anti-Kres scFv-B (B3 und B8)
Klone immunologisch nachgewiesen werden. Sequenzierungsdaten ergaben identische
Einkettenantikérpergensequenzen der A-Klone beziehungsweise der B-Klone untereinander,

sodalf’ fur die weiteren Experimente nur jeweils ein Klon verwendet wurde (A6 und B8).

4.3.1 Nachweis der Funktionalitit der anti-Kres scFv in ELISA-Experimenten

Die Expression der von den monoklonalen Antikérpern mAK 14/8C5 3/2 und mAK 14/1G9
H11H9 abgeleiteten scFv-Proteine im bakteriellen System hatte die funktionelle
Charakterisierung der Antigenbindungseigenschaften zum Ziel. Durch die Expression im
bakteriellen System ist eine relativ schnelle Prifung der Eigenschaften der
Einkettenantikérperfragmente mdglich. Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die
Expression Kresoxim-methyl bindender Einkettenantikérperfragmente im pflanzlichen
Gewebe zur Erzielung einer verbesserten Toleranz gegenuber diesem Fungizid. Da die
Zeitspanne von der Transformation bis zur Proteincharakterisierung bei Expression im
pflanzlichen System in der Regel finf bis zehn Monate betragt (Little et al., 2000), ist die
Charakterisierung im bakteriellen System eine wesentlich effektivere Moglichkeit zur Prifung
der Eigenschaften des rekombinanten Proteins. Die Antigenbindungseigenschaften der anti-
Kres scFv sollten in daflr entwickelten indirekten und indirekten kompetitiven ELISA-
Experimenten mit immobilisiertem Kres-BSA-Konjugat Uberprift werden (Prinzip siehe
Abb.14). Hierfir wurden die HB2151-Klone pITA6 (scFvA) und pITB8 (scFvB)
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heranangezogen und die scFv-haltigen Uberstande der Bakterien nach der IPTG-Induktion
genutzt. Als Negativkontrolle wurde bakterieller Uberstand eines mit dem Vektor pIT
transformierten und ebenfalls induzierten HB2151-Klones verwendet. Neben der Bindung an
Kresoxim-methyl-BSA Konjugat wurden die im bakteriellen Uberstand enthaltenen

Einkettenantikdrperfragmente auf Kreuzreaktivitat mit reinem BSA getestet.

Indirekter ELISA Indirekter, kompetitiver ELISA

Festphase (ELISA-Platte)

Antigen
(Kresoxim-methyl-BSA-Konjugat)

anti-Kres scFv
(mit C-terminalem c-myc-tag)

Anti-c-myc Antikérper 9E10

Kaninchen-anti-Maus-lgG-ALP /,

(Antikérper gegen murines 1gG,

konjugiert mit dem  Enzym

alkalische Phosphatase)

PpNPP (Substrat fir ALP) O)%

Kresoxim-methyl @
(freies Antigen)

anti-Kres scFv

Abb.14.: Indirekter ELISA (links) und indirekter kompetitiver ELISA (rechts) zum Nachweis
der Bindung der bakteriell exprimierten anti-Kres-Einkettenantikbrper an Kresoxim-
methyl. Die Platten wurden mit Kresoxim-methyl-BSA-Konjugat beschichtet, mit
dem bakteriellen Uberstand (anti-Kres scFv enthaltend), dem c-myc-Antikbrper
9E10 und einem Kaninchen-Anti-Maus-1gG-ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis
von enzymgekoppeltem Anti-Maus-Immunglobulin erfolgte durch Messung des
PNPP-Substratumsatzes als AOD ys,m in einem Mikrotiterplattenreader. Flir den
Igpmpetitiven ELISA wurde der mit PBST verdiinnte, scFv-enthaltende bakterielle
Uberstand mit einer Lésung von freiem Kresoxim-methyl inkubiert. Dies resultiert
in einer Inhibierung der Bindung des anti-Kres scFv an immobilisiertes Kres-BSA-
Konjugat und folglich in einer verringerten Substratumsatzrate.

Die scFv-Proteine beider untersuchter Klone zeigten eine sehr starke spezifische Bindung an
das Hapten Kresoxim-methyl. Die Einkettenantikbrper anti-Kres scFvA6 und anti-Kres
scFvB8 waren auch nach Verdiinnung des bakteriellen Uberstandes in PBST mit 1% BSA
nachweisbar und zeigten keine Bindung an das Tragerprotein BSA. Die Ergebnisse des
indirekten ELISA zum Nachweis der Bindung der anti-Kres scFv an Kres-BSA-Konjugat sind
in Abb.15 dargestellt. Ein spezifisches Signal konnte in einer bis zu eintausendfachen
Verdinnung der bakteriellen Kulturiberstdnde von pITA6 und pITB8 nach Induktion mit IPTG
nachgewiesen werden (dies entspricht einer Menge von etwa 0,2ng bis 0,5ng scFv-Protein).
Untersuchungen verschiedener Verdinnungen der bakteriellen Uberstande ergaben eine

hdhere spezifische Bindungsaktivitat des scFvB8 im Vergleich mit dem scFvA6 an das Kres-
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BSA Konjugat. Trotz dquivalenter Menge an scFv-Protein im bakteriellen Uberstand zeigte
der Uberstand des Klones pITB8 nach Induktion einen hdheren spezifischen ELISA-
Signalwert (AODg4osnm/Ngscrv). Unter identischen Bedingungen ergab das scFvB8 einen um
den Faktor 10 erhdhten spezifischen ELISA-Signalwert (AODg4gsnm/Ngscrv). Da diese ELISA-
Signalwerte neben der eigentlichen Bindungsaktivitat auch den Anteil an aktivem
Antikorperprotein am Geamt-AK-Gehalt widerspiegeln (McGregor et al., 1994), und dieser
Anteil individuell varieren kann, sollte die Spezifitdt und Aktivitdt beider anti-Kres-

Einkettenantikdrper im indirekten kompetitiven ELISA Uberpriift werden.

0D405nm

Kres-BSA
BSA  Antigen

pIT B8

Abb.15.: Spezifitdt der Bindung der anti-Kres scFvAG6 (abgeleitet vom mAK14/8C5 3/2) und
ScFvB8 (abgeleitet vom mAK 14/1G9 H11H9) an das Hapten Kresoxim-methyl im
indirekten ELISA. Die Platten wurden mit Kres-BSA-Konjugat bzw. reinem BSA-
Trégerprotein beschichtet, mit den 1:10 in PBS-T mit 1% BSA verdiinnten
bakteriellen Kulturliberstanden nach der Induktion (anti-Kres scFv enthaltend, und
plT1-Kulturiiberstand als Negativkontrolle ohne scFv), dem c-myc-Antikérper 9E10
und einem Kaninchen-Anti-Maus-lgG~ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis von
enzymgekoppeltem Anti-Maus-Immunglobulin erfolgte durch den Umsatz des
hinzugefiigten Substrates pNPP. Dargestellt ist der Substratumsatz (OD4spm) in
Abhéngigkeit von dem verwendeten Antigen.

Fir den indirekten kompetitiven ELISA wurde der verdinnte anti-Kres scFv-haltige
bakterielle Kulturtiberstand von pITA6 bzw. pITB8 direkt auf der mit Kres-BSA beschichteten
und mit Lésungen des freien Antigens vorinkubierten ELISA-Platte gemischt und inkubiert
(vgl.3.11). Durch die Bindung des scFv-Proteins an das freie Antigen (Prinzip siehe Abb. 14)
kam es zu einer Abnahme der flir die Bindung an das immobilisierte Kres-BSA-Konjugat
verflgbaren scFv-Molekile und damit zu einer verringerten Menge von gebundenem 9E10-
Antikérper und Kaninchen-Anti-Maus-lgG~ALP-Konjugat. Der Nachweis der Kompetition
durch das freie Antigen erfolgte durch Messung der hieraus resultierenden Verringerung der

Umsatzrate des zugesetzten Substrates pNPP (siehe Abb.16).
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Durch die Abnahme der Substratumsatzrate im kompetitiven ELISA konnte die Fahigkeit zur
Bindung von freiem Antigen bei beiden anti-Kres scFv nachgewiesen werden. Dabei zeigte
sich, dal® der scFv-Klon B8 eine hohere Bindungsaffinitdt zum freien Antigen hat. Die
Zugabe von 1uM Kresoxim-methyl wahrend des ersten Inkubationsschrittes mit dem scFv-
B8-enthaltenden bakteriellen Induktionsuiberstand flhrte zu einer 50%igen Reduzierung des
enzymatischen Umsatzes im letzten Reaktionsschritt des ELISA im Vergleich zur Inkubation
mit PBST (OuM). Der scFv-Klon A6 hingegen zeigte diese 50%ige Reduktion des
enzymatischen Substratumsatzes erst bei Gegenwart einer Konzentration von 10uM des
freien Antigens im Inkubationsschritt mit dem scFv-enthaltenden bakteriellen Uberstand. In
beiden Fallen betrug die mittels ,Western-Blot* bestimmte Konzentration der eingesetzten
scFv ~10nM. Das scFv-KresB8 besitzt somit im Vergleich zum scFv-KresA6 eine um den
Faktor 10 verbesserte Antigenbindefahigkeit fir Kresoxim-methyl. Beide konstruierten und im
bakteriellen Expressionssystem charakterisierten anti-Kres scFv-Gene A6 und B8 erwiesen
sich aufgrund der beschriebenen Untersuchungen hinsichtlich Antigenbindungsaktivitat und
—spezifitdt als geeignet fur die Expression im pflanzlichen Organismus zur Erzeugung von
immunmodulationsbedingter Toleranz gegen die phytotoxischen Eigenschaften des
Fungizides Kresoxim-methyl. Die anti-Kres scFv A6 bzw. B8 besitzen &hnliche
Antigenbindungseigenschaften wie die parentalen mAK14/8C5 3/2 bzw. mAK14/1G9 H11H9.

100 -

90 -

=== anti-Kres scFvA6
(abgeleitet vom mAK 14/8 C5/3/2)

80
70

=== anti-Kres scFv B8
_| (abgeleitet vom mAK 14/1G9 H11H9

60

50 -

Substratumsatzrate [%]

40 -

[«}]
“Konzentration an freiem BAS 490F im Inkubationsschritt mit dem anti-Kres scFv

Abb.16.: Nachweis der Bindung der bakteriell exprimierten anti-Kres Einkettenantikérper A6
und B8 an freies Kresoxim-methyl im indirekten Kompetitions-ELISA. Die Platten
wurden mit Kres-BSA-Konjugat beschichtet, mit der entsprechenden Menge an
freiem BAS 490F in PBST im Gemisch mit den in PBST verdiinnten bakteriellen
Kulturtibersténden der Klone pITA6 und plTB8 (anti-Kres scFv enthaltend), und
nachfolgend mit dem c-myc-Antikbrper 9E10 und einem Kaninchen-Anti-Maus-
lgG~ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis von enzymgekoppeltem Konjugat
erfolgte durch den Umsatz des hinzugefligten Substrates pNPP. Dargestellt ist der
Substratumsatz in Abhéngigkeit von der zugesetzten Menge an freiem Kresoxim-
methyl im ersten Inkubationsschritt mit scFv-haltigem Uberstand. Die Umsatzrate
bei Abwesenheit von BAS 490F (AOD 495,m ) wurde 100% gesetzt.
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4.3.2 Nachweis der bakteriell exprimierten anti-Kres-scFv im ,,Western-blot*

Um den Gehalt an den entsprechenden Einkettenantikbrpern in den fir die ELISA-
Experimente eingesetzten Kulturliiberstdnden zu bestimmen, wurden die bakteriellen
Uberstande nach der Kultivierung und Induktion mit IPTG mit Hilfe der ,Western-Blot“
Methode analysiert. Hierfir wurden die in den Uberstdnden der Klone plT-A6 und pIT-B8
enthaltenen Proteine in einem 12,5%-igem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
auf Nitrozellulose transferiert (vgl 3.4. und 3.9). Nach dem immunologischen Nachweis des
c-myc-tags am C-Terminus des Einkettenantikdrpers mit Hilfe des c-myc-Antikérpers 9E10,
des Kaninchen-Anti-Maus-lgG~POD-Konjugates und des ECL-Kits, konnte mit dem TINA-
Programm durch Vergleich der Signalstarken die Menge des scFv's bestimmt werden
(vgl.3.9.). Der scFv-Gehalt wurde in Bezugnahme auf die, auf das Gel aufgetragene,
Volumenmenge des Uberstandes berechnet (mg scFv je Liter Uberstand). Wie in Abbildung
17 (Pfeil) ersichtlich, wurden die scFv-Fragmente mit einer GréRe von ca. 28kDa in
vergleichbaren Mengen von beiden Klonen im Medium angereichert. Bei dem Klon pITAG
konnten 8,5mg/l und bei dem Klon pITB8 14,5mg/l [mg scFv-Protein je Liter Kulturiiberstand]
nach einer 20stundigen Induktionsphase nachgewiesen werden. Im Kulturiberstand des
bakteriellen Klones plIT1 in E.coli-HB2151 wurde demgegeniber erwartungsgemafly kein

scFv-c-myc-tag Protein nachgewiesen werden.

MW 1 2 3 - 4 5 6 7 8 9 10
[kDa]
836 —

6156 —
50,8 —

37,6 —

28 _

254 —

20 —

Abb.17.: ,Western-Blot“Analysen der bakteriell exprimierten anti-Kres scFv-Gene A6 und
B8. Verschiedene Volumina des Kulturiiberstandes (KU) der induzierten Klone
pITA6, pITB8 und pIT1 in E.coli HB2151 wurden in einem 12,5%-igem SDS-PAA-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und
das enthaltene scFv-c-myc-tag-Protein immunologisch mit dem 9E10-Antikérper,
einem Kaninchen-Anti-Maus-lgG~POD-Konjugat und dem ECL-Kit nachgewiesen.
Spur 1-3: Positivkontrolle (bekannte Menge eines anti-ABA-scFv) 1: 25ng, 2: 50ng,
3: 100ng; Spur 4: 50ul KU-pIT1 (Negativkontrolle); Spur 5-7 KU-pITA6, 5: 2ul, 6:
10ul, 7: 50ul; Spur 8-10 KU-pITB8, 8: 2ul, 9: 10ul, 10: 50ul. Auf der linken Seite
sind die Gré3en des Protein-Molekulargewichts-Standards dargestellt.
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4.4 Sequenzen der anti-Kres Einkettenantikorpergene A6 und B8

Neben der funktionellen Charakterisierung der beiden im bakteriellen System exprimierten
Kresoxim-methyl-bindenden Einkettenantikérper scFvA6 und scFvB8 sollte die Sequenz
beider scFv-Gene analysiert werden. Hierzu wurde die DNA der scFv-Gene in den Vektoren
pITA6 und plITB8 unter Nutzung der fluoreszenzmarkierten Primer LMB3 und pHEN
sequenziert (vgl. Abb.13). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte computergestitzt mit
Hilfe von Internetsequenzdatenbanken und den Programmen Vector-NTI und Lasergene. Die

Nukleotidsequenzen beider anti-Kres scFv-Klone sind in den Abb.18 und 19 dargestellt.

anti-Kres scFv-A6:

783 bp
Linker
VL VH
N
5 % 3’
\
S 1(9 ‘ Bam HI (423 ‘Na‘ (7789
Neo 1(13
Ncol
5 Sfil

1 GGCCCAGCCGGCC ATG GCG GAC TAC AAA GAT GTT GTG ATG ACC CAAACT CCACTC TCC CTG
62 CCT GTC AGT CTT GGA GAT CAA GCC TCC ATC TCT TGC AGA TCT AGT CAG AGT ATT GTA CAT
122 AGT AAT GGA AAC ACC TAT TTA GAA TGG TAC CTG CAG AAA CCA GGC CAG TCT CCA AAG CTC
182 CTG ATC TAC AAA GTT TCC AAC CGA TTT TCT GGG GTC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT GGA
242 TCA GGG ACA GAT TTC ACA CTC AAG ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAG GAT CTG GGA ATT TAT
302 TAC TGC TTT CAA GGT TCA CAT GTT CCT CCG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC
362 AAA CGT GGT GGT GGT GGT TCT GGT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGC GGC TCC GGT GGT

419 GGTGGBX]H]"QQ CAG GTC CAA CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAG CTG GCA AGA CCT GGG GCT
476 TCA GTG AAG TTG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT AGC TAC TGG ATA CAG TGG
536 GTA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGG GCT ATT TAT CCG GGA GAT GGT
596 GAT ACT AGG TAC ACT CAG AAC TTC AAG GGC AAG GCC ACA TTG ACT GCA GAT AAA TCC TCC
656 AGC ACA GCC TAC ATG CAA CTC AGC AGC TTG GCA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT
716 ACA AGA TGG TTC TAT GCT ATG CAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC ACC GTC TCC TCA
776 GCG GCC GC

Notl 3

Abb.18.: Nukleotidsequenz des Einkettenantikérpers anti-Kres scFvA6. Dargestellt ist die
Sequenz des nichtkodierenden DNA-Stranges als Trinukleotidabfolge im korrekten
Leseraster des abgeleiteten scFv-Proteins nach Sequenzierung aus dem Vektor
pITA6. Die wichtigsten Restriktionsschnittorte (Sfil, Ncol, BamHI, Notl) wurden
durch Fettdruck hervorgehoben. Der Linkerbereich ist durch gewellte
Unterstreichung gekennzeichnet. Schematische Darstellung des scFv-Genes
oben: VH: Gen fiir die variable Doméne der schweren Kette; VL: Gen fiir die
variable Doméne der leichten (x)-Kette; Linker: Linkergensequenz.
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anti-Kres scFv-B8:
792 bp

Linker
VL VH
|
5 H{j 3
S 1(9) ‘Ban HI(423) Not 1(787)
Neo 1(13)
5 Sfil Neol

1 GGCCCAGCCGGCC ATG GCG GAC TAC AAA GAT GTT TTG ATG ACC CAG ACT CCA CTC ACC CTG
62 CCT GTC AGT CTT GGA GAT CAA GCC TCC ATC TCT TGC AGA TCT AGT CAG AGT ATT GTA CAT
122 AGT AAT GGA AAC ACC TAT TTA GAA TGG CAC CTG CAG AAA CCA GGC CAG TCT CCA AAG CTC
182 CTG ATC TAC AGA GTT TCC AAC CGA TTT TCT GGG GTC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT GGA
242 TCA GGG ACA GAT TTC ACA CTC AAG ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAG GAT CTG GGA ATT TAT
302 TAC TGC TTT CAA CAT TCA CAT GTT CCT CCG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATA
362 AAA CGBTrf?GT GGT GGT GGT ICT GGT GGT GGT GGT ICT GGC GGC GGC GGC TCC GGT GGT

H-
419 MZJLQQ CAG GTC CAG CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAG CTG GCA AGA CCT GGG GCT

476 TCA GTG AAG TTG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT AAT TAC TGG ACG CAG TGG
536 GTA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GCG GCC ATT TAT CCT GGA GAT GGA
596 GAT ACT AGA TAC ACT CAG AAG TTC AAG GAC AAG GCC ACA TTG ACT GCA GAT AAA TCC TCC
656 ACC ACA GCC TAC ATG CAA CTC AGC AAC TTG GCA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAT TGT
716 GTT AGA TGG AGC CCC TAT TCC CAT GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC ACC
776 GTC TCC TCA GCG GCC GC

Notl 3

Abb.19.: Nukleotidsequenz des Einkettenantikérpers anti-Kres scFvB8. Dargestellt ist die
Sequenz des nichtkodierenden DNA-Stranges als Trinukleotidabfolge im korrekten
Leseraster des abgeleiteten scFv-Proteins nach Sequenzierung aus dem Vektor
plTB8. Die wichtigsten Restriktionsschnittorte (Sfil, Ncol BamHI, Notl) wurden
durch  Fettdruck hervorgehoben. Der Linkerbereich ist durch wellige
Unterstreichung gekennzeichnet. Schematische Darstellung des scFv-Genes
oben: VH: Gen fiir die variable Doméne der schweren Kette; VL: Gen fir die
variable Doméne der leichten (k)-Kette; Linker: Linkergensequenz.

Die Sequenzanalyse in Internetdatenbanken bestatigte, dal} es sich bei den synthetisierten
Gensequenzen um murine Immunglobulingene handelte. Die DNA-Sequenzen der beiden
konstruierten scFv-Gene wurde in die entsprechende Primarstruktur der Proteine abgeleitet.
Der computergestutzte Vergleich beider anti-Kres-VH bzw. Vk-Sequenzen mit bereits

charakterisierten Immunglobulingensequenzen unter Nutzung der Kabat-Datenbank

(http://immuno.bme.nwu.edu/subgroup.html) ergab, dal} beide variablen leichten Regionen
der Untergruppe Il der Maus-lg-k-Ketten angehéren und die schweren variablen
Immunglobulinregionen der Untergruppe IIA zuzuordnen sind. Die Bestimmung der
Positionen der hypervariablen Bereiche und der Gerstregionen der variablen Domane der
leichten und schweren Antikorperketten erfolgte in Anlehnung an das von Kabat et al. (1991)
vorgeschlagene System (Martin, 2001). Dabei konnten neben Abweichungen in den

Gerustregionen auch Unterschiede in den CDR’s der beiden Einkettenantikdrper festgestellt
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werden (Abb. 20, rot hinterlegt). Diese Unterschiede betreffen Aminosaureaustausche in den
CDR’s L2, L3, H1, H2 und H3. Desweiteren weist das CDR-H3 des Klones B8 eine um drei
Aminosauren verlangerte Sequenz gegenuber dem CDR-H3 des Klones A6 auf. Die
beschriebenen Unterschiede in der Primarstruktur der abgeleiteten scFv-Proteine kénnen auf
die unterschiedliche Quelle der Gensequenzen zuriickgefuhrt werden (scFv-A6 aus mAK14/
8C5 3/2; scFv-B8 aus mAK 14/1 G9 H11H9). Das scFv-A6 Protein hat ein theoretisch
bestimmtes Molekulargewicht von 26,4 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 8,8. Bei
dem scFv-B8 Protein liegt der isoelektrische Punkt bei 8,6 und das MW betragt 26,9 kDa.

FR-L1 CDR-L1 FR-L2
A6 MADYKDVVMTQTPLSLPVSLGDQAST SCrRSSQSIVHSNGNTYLE\WYLQKPGQS PKLLIY
Amino-
terminus

B8 MADYKDVLMTQTPLTLPVSLGDQAST SCIRSSQSIVHSNGNTYLE‘WHLQKPGQS PKLLIY

CDR-L2 FR-L3 CDR-L3 FR-L4
A6 BVSNRFS|GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIY YCFQESHVPPTFGGGTKLEIKR

B8 RVSNRFS/GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYYCFQNSHVPPTFGGGTKLEIKR

Linker Start VH FR-H1 CDR-HI
A6 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSPVOLOQSGAELARPGASVKLSCKASGY TF TRYWHQWVKQ

B8 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSOVQLOQOSGAELARPGASVKLSCKASGY TF TYWHQWVKO

FR-H2 CDR-H2 FR-H3
A6 RPGOGLEWIGAIYPGDGDTRYTQNFKEKATLTADKSSSTAYMOLSSLASEDSAVYYCTR

B8 RRGQGLEWIAAIYPGDGDTRYTQRFKBKATLTADKSSTTAYMQOLSNLASEDSAVYYCVR

CDR-H3 FR-H4

A6 WERBMEY[1GOGTSVTVSS

Carboxy-
terminus

B8 WEBMSHREMBY|\GOGTSVTVSS

Abb.20.: Pimarstruktur der Einkettenantikérper anti-Kres scFvA6 und -B8. Dargestellt ist die
von der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosduresequenz der scFv-Gene. Die
hypervariablen Bereiche (CDR’'s) wurden durch Fettdruck und Einrahmung
hervorgehoben. Sequenzunterschiede in diesen Bereichen sind rot hinterlegt. Der
durch Unterstreichung gekennzeichnete Abschnitt definiert die Linkerregion. VH:
Sequenz fiir die variable Doméne der schweren Kette; Vk: Sequenz fiir die
variable Doméne der leichten Kette; Linker: Linkersequenz. CDR-L1-3 bzw. CDR-
H1-3: hypervariable Bereiche der variablen leichten bzw. schweren Ketten; FR-L1-
4 bzw. FR-H1-4: Geriistregionen der variablen leichten bzw. schweren Ketten.
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4.5 Genkonstrukte zur Expression der anti-Kres scFv in Tabakpflanzen

Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war die Expression spezifisch gegen das Fungizid
Kresoxim-methyl gerichteter Einkettenantikdrper in Tabakpflanzen. Es sollte in diesem
Modellsystem gepruft werden, ob durch die Expression und Akkumulation von Kresoxim-
methyl bindenden Einkettenantikdrpern im pflanzlichen Gewebe die phytotoxischen Effekte
des Fungizides wahrend der Samenkeimung aufgrund von Immunmodulation neutralisiert
werden konnen. Kresoxim-methyl, als Vertreter der Klasse der Strobilurinfungizide, wirkt
hemmend auf den Elektronentransport in der Atmungskette (Affourtit et al., 2000; Ypema &
Gold, 1999). Da die Atmungskette in den Mitochondrien lokalisiert ist, mufte die
Akkumulation von exogen applizietem Kresoxim-methyl in diesem Zellkompartiment
verhindert werden. Durch die Erzeugung artifizieller Sinks aufgrund der Expression von anti-
Kres scFv in anderen Kompartimenten der Zelle sollte das Fungizid in diesen akkumuliert
und dadurch vom Wirkort, den Mitochondrien, ferngehalten werden. Die Wahl
entsprechender Signalsequenzen und Retentionssignale erlaubt eine Expression und die
Akkumulierung von Einkettenantikérpern in verschiedenen Kompartimenten der pflanzlichen
Zelle (Conrad & Fiedler, 1998). Einleitend wurde bereits erwahnt, dal® das Fungizid eine
besonders hohe Phytotoxizitat wahrend des Keimungsprozesses aufweist (Grossmann &
Retzlaff, 1997). Deshalb wurde neben der ubiquitdren auch die gewebssspezifische
Expression der Einkettenantikbrper im Samen angestrebt. In vorangegangenen Arbeiten
wurde bereits mehrfach (Uber die Hochexpression von Einkettenantikbrpern in diesem
Speicherorgan berichtet (Fiedler & Conrad, 1995, Phillips et al., 1997, Fiedler et al., 1997,
Perrin et al., 2000, Saalbach et al., 2001). Durch den Einsatz eines samenspezifischen
Promotors sollten die rekombinanten Antikérper im Samen von Tabakpflanzen akkumuliert
werden und zum Zeitpunkt der Keimung zur Neutralisierung des Fungizides in ausreichender
Menge vorhanden sein. In diesem Kapitel wird die Konstruktion der Expressionskassetten fir
die gewebs-, beziehungsweise kompartimentspezifische Expression und Akkumulierung der

anti-Kres Einkettenantikorper A6 und B8 in Tabakpflanzen beschrieben.

4.5.1 Kassetten fiir die ubiquitire zytosolische Expression der anti-Kres scFv

Wie eingangs erwahnt, sollten die Gene der beiden Einkettenantikdrper A6 und B8 ubiquitar
in Tabakpflanzen exprimiert und auf subzelluldrer Ebene in verschiedenen Kompartimenten
akkumuliert werden. Fur die ubiquitare Expression wurde die Gensequenz der anti-Kres
Einkettenantikorper stromabwarts der Sequenz des CaMV 35S-Promotors (Franck et al.,
1980, Benfay et al., 1989) kloniert. Dieser Promotor erlaubt die starke konstitutive
Expression des kontrollierten Genes in der gesamten Pflanze (Odell et al., 1985, Harpster et
al., 1988). Um eine Expression im Zytosol zu erreichen, wurden Expressionskassetten ohne

den Einsatz einer Signalpeptidsequenz konstruiert. Die schematische Darstellung der
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chimaren Genkonstrukte flir die ubiquitdre zytosolische Expression der anti-Kres

Einkettenantikdrper in Nicotiana tabacum ist in Abbildung 21 ersichtlich.

Konstrukte cyto A und cyto B

Promotor scFv tag Terminator

Fﬁiﬁ}ﬂ_ ¥

KDEL

Abb.21.: Schematische Darstellung der fiir die ubiquitdre, zytosolische Expression der anti-
Kres scFvA6 und -B8 verwendeten Kassetten. Promotor: Sequenz des CaMV
35S-Promotors; scFv: Sequenz fiir das anti-Kres scFv: Kassette cyto A: A6-scFv,
Kassette cyto_B: B8-scFv; tag: Sequenz des c-myc-tag; KDEL: Sequenz fiir das
stabilisierende Tetrapeptid KDEL,; Terminator: CaMV 35S-Terminatorsequenz

Grundlage flir die Erzeugung dieser Expressionskassetten war der Vektor pRTRA 7/3
(Artsaenko et al.,1995). Dieses Plasmid ist ein Abkémmling von pRT103 (Tépfer et al., 1993)
und enthalt die Sequenzen fir den CaMV 35S-Promotor, das Signalpeptid des Legumin-B4-
Speicherproteins: ,LeB4-SP* (Bdumlein et al., 1986), den c-myc-tag (Munro & Pelham, 1986)
sowie fur das KDEL-Tetrapeptid und die Sequenz des CaMV 35S-Polyadenylierungssignales
(Gardner et al., 1981). Fur die Klonierung wurden die scFv-Gene aus den bakteriellen
Expressionsvektoren pITA6 bzw. plTB8 (vgl. 4.3) als 765bp bzw. 774bp groRe Ncol/Notl-
Fragmente isoliert und in das 3412 bp groRe Ncol/Notl-Fragment des Vektors pRTRA 7/3
kloniert (siehe Abb. 22, oben). In den erhaltenen Vektoren pRTML_cytoA (mit anti-Kres
scFvAG) bzw. pRTML_cytoB (mit anti-Kres scFvB8) steht die, aufgrund der fehlenden
Sequenz eines Signalpeptides, zytosolische Expression des anti-Kres scFv-Genes somit
unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors. Im ,downstream“Bereich wird das
Antikérpergen durch die Sequenz des c-myc-tags, des Tetrapeptides KDEL, eines
Translationsstopsignales und des Polyadenylierungssignales terminiert. Der c-myc-tag
erlaubt den Nachweis des pflanzlich exprimierten Einkettenantikdrperproteins mit Hilfe
immunologischer Verfahren unter Nutzung des spezifischen c-myc-Antikérpers 9E10 (Evan
et al., 1985). Die normalerweise nach Einschleusung in den sekretorischen Weg fir die
Retention des Proteins im endoplasmatischen Retikulum genutzte Sequenz des
Tetrapeptides KDEL am carboxyterminalen Ende des gebildeten Einkettenantikdrpers sollte
bei zytosolischer Expression zu einer Verbesserung der Proteinakkumulation filihren
(Schouten et al., 1996, 1997). Aus den Vektoren pRTML_cytoA und _cytoB wurden die
Expressionskassetten als 1600bp grof3e Hindlll-Fragmente isoliert und anschlief3end in den
Binarvektor pBIN19 (Bevan et al., 1984, Frisch et al., 1995) kloniert. Die resultierenden
Konstrukte pBIN_cytoA beziehungsweise pBIN_cytoB waren die Grundlage fir den
A.tumefaciens vermittelten Gentransfer in Tabakpflanzen zur Regeneration der transgenen

Pflanzenlinien cytoA und cytoB.
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Abb.22.: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Konstruktion der
Expressionskassetten flir die pflanzliche ubiquitdre zytosolische Expression (oben)
sowie fir die ubiquitdre Expression der anti-Kres scFv mit Retention im
endoplasmatischen Retikulum der Pflanzenzellen (unten). Erkldrung: siehe Text.
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4.5.2 Vektoren fiir die ubiquitare pflanzliche Expression der anti-Kres scFv mit
cotranslationaler Translokation und Retention im ER

Fur die ubiquitdre Expression der anti-Kres scFv-Gene mit cotranslationaler Translokation
und Retention des rekombinanten Proteins im endoplasmatischen Retikulum der pflanzlichen
Zelle wurde das scFv-Gen ebenfalls unter die Kontrolle des CaMV 35S-Promotors gestellt.
Der Vektor pRTRA 7/3 bildete das Ausgangsplasmid zur Konstruktion der entsprechenden
Expressionskassetten. Die schematische Darstellung der, flr die ubiquitédre Expression der
anti-Kres scFv in Nicotiana tabacum mit Retention im endoplasmatischen Retikulum

verwendeten, chimaren Genkonstrukte ist in Abbildung 23 ersichtlich.

Konstrukte A und B

Promotor SP scFv tag Terminator
s ol 77—
/
KDEL

Abb.23.: Schematische Darstellung der fiir die ubiquitdre Expression der anti-Kresoxim-
methyl-Einkettenantikérper A6 und B8 mit Retention im endoplasmatischen
Retikulum verwendeten Kassetten. Promotor: CaMV 35S-Promotorsequenz; SP:
Legumin B4-Signalpeptidsequenz; scFv: Sequenz flir das anti-Kres scFv, Kassette
A: A6-scFv, Kassette B: B8-scFv; tag: Sequenz des c-myc-tag; KDEL: Sequenz fiir
das Tetrapeptid KDEL; Terminator: CaMV 35S-Terminatorsequenz

Die Einkettenantikérpergene wurden hierflr als scFv-c-myc-tag Fusion aus den bakteriellen

Expressionsvektoren pITA6 bzw. plITB8 durch eine Polymerase-Kettenreaktion unter

Verwendung des Oligonukleotides FOR TOM1, welches im Bereich der c-myc-tag Sequenz

bindet, und der am 3'-Ende der scFv-Gensequenzen bindenden Oligonukleotide BackA flr

das anti-Kres scFvA6 beziehungsweise BackB fir das anti-Kres scFvB8 ampilifiziert. Durch
diese PCR wurden die fir die Klonierung notwendigen BamHI-Restriktionsschnittstellen in
die Gensequenz der scFv eingefuhrt. Als Amplikons wurden anti-Kres scFv~c-myc-tag

Gensequenzen erhalten. Nach erfolgter partieller Restriktion wurden die Gene als ~810 bp

grolle BamHI-Fragmente in das dephosphorylierte 3440bp-Fragment des mit BamHI

gespaltenen Vektors pRTRA 7/3 kloniert (sieche Abb.22 unten). Die richtige Orientierung des

Inserts wurde durch Restriktionsanalysen Uberprift. AuBerdem wurde die Kkorrekte

Nukleotidabfolge der durch PCR amplifizierten scFv-Gene in den resultierenden Vektoren

pRTML_A bzw. PpRTML_B Oberprift. Die Sequenzierung erfolgte mit dem

fluoreszenzmarkierten Primer LEB73, welcher im Bereich des LeguminB4-Signalpeptides
bindet, dem Primer TAG73, dessen Bindestelle ,downstream® des c-myc-tags liegt, dem

Reverse-Primer, dessen komplementare Nukleotidabfolge im Vektorarm ,upstream” der

Promotorsequenz lokalisiert ist und dem Uni-Primer, der im 3'-Bereich ,downstream® des

Terminators bindet. Um die Einschleusung des gebildeten Proteins in das endoplasmatische
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Retikulum der pflanzlichen Zelle und die Retention in diesem Kompartiment zu erreichen,
wurde das scFv-Gen durch die oben beschriebene Klonierung im 5'-Bereich mit der
Gensequenz des Legumin-B4-Signalpeptides von Vicia faba (Baumlein et al., 1986) und im
3'-Bereich mit der Sequenz des Tetrapeptides KDEL fusioniert. Das im N-terminalen Teil der
Proteinsequenz befindliche Signalpeptid vermittelt die cotranslationale Translokation des
scFv-Proteins in das endoplasmatische Retikulum und wird nach erfolgtem
Membrandurchtritt proteolytisch durch eine Signalpeptidase abspalten (Fiedler, 1996). Durch
die Prasenz des Tetrapeptides KDEL als Retentionssignal am carboxyterminalen Ende wird
das nach der Translation im endoplasmatischen Retikulum befindliche Protein in diesem
Kompartiment zurtickgehalten (Munro & Pelham, 1987; Pelham, 1990; Bednarek & Raikhel,
1992; Wandelt et al., 1992, Pelham, 1996; Pagny et al., 1999). Aus den Klonierungsvektoren
pRTML_A und pRTML_B wurden die Expressionskassetten als ~1600bp grofle Hindlll-
Fragmente isoliert und anschlief3end in den Binarvektor pBIN19 (Bevan et al., 1984, Frisch et
al., 1995) kloniert. Die resultierenden Konstrukte pBIN_A bzw. pBIN_B waren nach
Transformation in den A.tumefaciens-Stamm pGV 2260 in C58C1 (Deblaere et al., 1985) die
Grundlage fir den A.tumefaciens-vermittelten Gentransfer in Tabakpflanzen zur

Regeneration der transgenen Pflanzenlinien A (anti-Kres scFvAG) bzw. B (anti-Kres scFvB8).

4.5.3 Vektoren fiir die ubiquitare pflanzliche Expression der anti-Kres scFv mit
extrazellularer Plasmamembranprasentation

Die fur die ubiquitdare Expression in Nicotiana tabacum mit Einschleusung in den
sekretorischen Weg und anschlie®ender Verankerung des gebildeten scFv Proteins in der
Plasmamembran genutzten chimaren Genkonstrukte sind in der Abb.24 dargestellt. Wie fur
die bereits beschriebenen ubiquitdren Expressionskassetten stehen die Antikdrpergene auch
fur dieses Expressionsziel unter der Kontrolle des starken konstitutiven CaMV 35S-
Promotors. Die Ausgangsplasmide zur Konstruktion der entsprechenden Kassetten bildeten
die Vektoren pRTML_A, pRTML_B und der Vektor pRT_A-Hook (siehe Abb.25).

Konstrukte MA und MB Stop
Promotor SP scFv 2xtag TMD l Terminator
—— >N 7/
KDEL

Abb.24.: Schematische Darstellung der fiir die ubiquitdre Expression der anti-Kres scFv A6
und B8 mit Verankerung in der Plasmamembran der Pflanzenzelle verwendeten
Expressionskassetten. Promotor: CaMV 35S-Promotorsequenz; SP: Lequmin B4-
Signalpeptidsequenz; scFv: Sequenzen fiir das anti-Kres scFv, Kassette MA: A6-
scFv, Kassette MB: B8-scFv; 2x tag: Sequenz des c-myc-tag, zweifach
hintereinander kloniert; TMD: Sequenz der Transmembrandoméne des PDGFR-
Proteins; Stop: Stopkodon; KDEL: Sequenz fiir das Tetrapeptid KDEL,
Terminator: CaMV 35S-Terminatorsequenz
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Abb.25.: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die Konstruktion der
Kassetten fiir die ubiquitdre pflanzliche Expression der anti-Kres scFv Gene mit
Plasmamembranretention des scFv-Proteins. Erkldrung: siehe Text.

Der Vektor pRT_A-Hook ist ein Derivat des Vektors pRTRA 7/3, wobei das anti-ABA scFv-
Gen im 3'-Bereich mit der Sequenz der PDGFR-Transmembrandomane (TMD) aus dem
Vektor pHook-1 (Chesnut et al., 1996) fusioniert wurde. Die Transmembrandomane des
menschlichen Blutplatichenwachstumsfaktor-Rezeptors (PDGFR, ,Platelet Derived Growth
Factor Receptor®; Gronwald et al., 1988) bewirkt die Verankerung des in den sekretorischen
Weg gelangten Einkettenantikdrperproteins in der Plasmamembran der exprimierenden
Zellen (Chesnut et al., 1996). Die Einschleusung der anti-Kres scFv in den sekretorischen
Weg wird wie bei den Konstrukten fir die ubiquitdre Expression mit Retention im
endoplasmatischen Retikulum (vgl.4.5.2.) durch das aminoterminale Legumin-B4-
Signalpeptid erreicht. Die Konstruktion der Vektoren pRTML_MA und pRTML_MB erfolgte
durch Klonierung des 237bp grofden Notl-DNA Fragmentes des Vektors pRT_A-Hook in die,
mit Notl linearisierte und anschliellend dephosphorylierte Vektor-DNA der Klone pRTML_A
bzw. pRTML_B. Die richtige Orientierung der Transmembrandomanensequenz wurde durch

Restriktionsanalyse mit dem Enzym Hinc Il Uberprift. Bei korrekter Insertion resultierten
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hieraus ein ~1340bp und ein ~3150bp-DNA-Fragment der Vektoren pRTML_MA bzw MB.
Aus den Klonierungsvektoren pRTML MA und pRTML _MB wurden die
Expressionskassetten als ~1840bp grofte HindllI-DNA-Fragmente isoliert und anschlief3end
in den Binarvektor pBIN19 kloniert. Die resultierenden Konstrukte pBIN_MA
beziehungsweise pBIN_MB waren nach Transformation in den A.tumefaciens-Stamm pGV
2260 in C58C1 die Grundlage fur den Gentransfer in Tabakpflanzen zur Regeneration der

transgenen Pflanzenlinien MA und MB.
4.5.4 Kassetten fiir die samenspezifische Expression des anti-Kres scFv

Wie eingangs erwahnt, sollte neben der ubiquitaren Expression der Kresoxim-methyl
bindenden Einkettenantikbrperfragmente A6 und B8 auch eine hauptsachlich
samenspezifische Genexpression und Akkumulation des scFv-Proteins erreicht werden. Fir
dieses Vorhaben wurde das scFv-Gen stromabwarts des USP-Promotors kloniert. Dieser
Promotor, der aus der Gensequenz fur das Unbekannte Samenprotein (,USP*“, Basstiner et
al., 1988) der Pflanze Vicia faba isoliert wurde, ermdglicht eine hohe Expression des
kontrollierten Fremdgenes. Die Expression betrifft hauptséchlich den Samen und findet
bereits in den friihen Stadien der Samenentwicklung statt (Bdumlein et al., 1991/I, Phillips et
al., 1997), ist in N.tabacum auf diesen jedoch nicht ausnahmslos beschrankt (U.Conrad,
miindliche Mitteilung). Der USP-Promotor ist in seiner Eigenschaft, zur Expression von
rekombinantem scFv-Protein im Tabaksamen, bis zu neunfach starker als der ansonsten
ebenfalls haufig genutzte samenspezifische Legumin B4-Promotor (Bdumlein et al., 1991/1l)
von Vicia faba (Conrad et al., 1998). Die Einschleusung in den sekretorischen Weg mit
anschlielendem Verbleib im endoplasmatischen Retikulum wird bei den samenspezifischen
Konstrukten wie bei den entsprechenden Konstrukten flir die ubiquitare Expression (vgl.
4.5.2.) durch das Legumin B4-Signalpeptid am N-Terminus und dem KDEL-Retentionssignal
am C-Terminus des Antikorpers erreicht. Die Expressionskassetten fir die samenspezifische

Expression der anti-Kres scFv sind in der Abb. 26 dargestellt.

Konstrukte UA und UB

SP

Promotor scFv tag Terminator
- - >N Zi_

KDEL

Abb.26.: Schematische Darstellung der, fiir die samenspezifische Expression der anti-
Kresoxim-methyl-Einkettenantikbrper A6 und B8 mit Retention im
endoplasmatischen Retikulum, verwendeten Kassetten. Promotor: Sequenz des
USP-Promotors von Vicia faba; SP: Legumin B4-Signalpeptidsequenz; scFv:
Sequenzen fiir das anti-Kres scFv, Kassette UA: A6-scFv, Kassette UB: B8-scFv;
tag: Sequenz des c-myc-tag; KDEL: Sequenz flir das Tetrapeptid KDEL;
Terminator: CaMV 35S-Terminatorsequenz
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Grundlage fir die Erzeugung der Konstrukte flir die samenspezifische Expression war der
Vektor pRT-BU10 (Phillipps et al., 1997). Dieser Vektor enthdlt den USP-Promotor und
stellte somit den Donor flir dessen Sequenz dar. Fir die Konstruktion der
Expressionskassetten UA und UB wurden die ~1350 bp grof3en Ncol/Ndel-DNA-Fragmente
der Vektoren pRTML_A bzw. pRTML_B isoliert. Diese Fragmente enthalten mit Ausnahme
des CaMV-35S-Promotors die komplette Sequenz der Konstrukte A bzw. B (vgl. Abb.22f).
Die Fragmente wurden nachfolgend in den, ebenfalls mit den Restriktionsendonukleasen
Ncol und Ndel gespaltenen und ~3150 bp umfassenden, Vektorarm des Plasmides pRT-
BU10 kloniert (siehe Abb.27). Die resultierenden Klonierungsvektoren pPRTML_UA und _UB
enthalten die chimaren Gensequenzen flir die samenspezifische Expression der anti-Kres-
Einkettenantikérper unter der Kontrolle des USP-Promotors mit Retention im
endoplasmatischen Retikulum. Aus den Klonierungsvektoren pRTML_UA und _UB wurden
die Expressionskassetten als ~1900bp grofRe Hindlll-Fragmente isoliert und anschlielend in
den mit Hindlll linearisierten und dephosphorylierten Binarvektor pBIN19 (Bevan et al., 1984,
Frisch et al., 1995) zur Erzeugung der Vektoren pBIN_UA bzw. _UB kloniert.

Hind 11l (2) Hind il 2)

Nco 1(735) amH | (544)

pRTML_A/B
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BamH 1 (952)
~ Not I (1316)
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Hind lll (1617)
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Nde 1 (1834
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Abb.27.: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fir die Konstruktion der
Vektoren fiir die samenspezifische Expression der anti-Kres scFv Gene mit
Retention des Proteins im endoplasmatischen Retikulum. Erklérung: siehe Text.
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4.6 Erzeugung transgener Tabakpflanzen durch Agrobakterium tumefaciens
vermittelten Gentransfer

Ziel der Transformation von Nicotiana tabacum war die Erzeugung stabiler transgener Linien,
die Einkettenantikérper gegen das Fungizid Kresoxim-methyl exprimieren. Hierfir wurden die
in den Abb. 21, 23, 24 und 26 dargestellten Genkonstrukte als HindllI-DNA-Fragmente in
den Binarvektor pBIN19 (Bevan et al., 1984, Frisch et al., 1995) kloniert. Der binére Vektor
pBIN19 enthalt neben den Gensequenzen fir eine Insertion der DNA in das Genom der
Pflanzenzelle das Gen fur die Neomycin-Phosphotransferase-1l (NPTII) unter der Kontrolle
des Nopalinsynthasepromotors und -terminators. Das NPTII-Gen ermdglicht die Selektion
der transformierten Pflanzen auf kanamycinhaltigem Medium. Die resultierenden Vektoren
pBIN_cytoA/cytoB/A/BIMA/MB/UA  und UB wurden durch Elektroporation in den
A.tumefaciens-Stamm pGV 2260 in C58C1 (Deblaere et al., 1985) transformiert. Da
A.tumefaciens verschiedene endogene Plasmide enthalt (Hayman & Farrand, 1990), die
einen Nachweis des Transgens aufgrund des Bandenmusters erschweren kdnnen, wurden
positive Klone mittels nichtradioaktiver Southernhybridisierung selektiert (vgl. 3.5 und 3.12,
siehe Abb. 28, 29). Die selektierten Klone bildeten die Grundlage flr den A.tumefaciens
vermittelten Gentransfer in Tabakpflanzen zur Regeneration der transgenen Pflanzenlinien
cytoA; cytoB; A; B; MA; MB; UA und UB (vgl 3.6). Pro Konstrukt wurden zwischen 111 und
264 kanamycinresistente Nicotiana tabacum Pflanzen in vitro regeneriert, anschlieRend ins
Gewachshaus Uberfuhrt und kultiviert (vgl. 3.7). Die Expression der anti-Kres scFv-Gene
wurde durch ,Western-Blot“-Analysen der Blatt-, bzw. Samenproteinextrakte der transgenen
Pflanzen gepruft (vgl. 3.8 und 3.9). Der bei den verschiedenen Konstrukten bestimmte Anteil

der Kan®-Pflanzen mit nachweislicher Expression des scFv lag zwischen 22 und 61 Prozent.

Konstrukte
A&B

Abb.28.: ,Southern-Blot“-Analysen zum Nachweis des anti-Kres scFv-Gens in den
transgenen A.tumefaciens Klonen der Konstrukte A und B (vgl. 4.5.2).
Agrobakterium Plasmid-DNA wurde isoliert (vgl.3.12), mit Hindlll gespalten, in
einem 1%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf einer Nylonmembran
fixiert und mit einem Digoxygenin markierten anti-Kres scFvB8 DNA-Fragment
hybridisiert. Der Nachweis der Sonde erfolgte immunologisch mit dem ,DIG DNA
Labeling and Detection Kit“. Spur 1: Negativkontrolle (Plasmid-DNA pBIN19 aus
E.coli TG1, Hindlll-gespalten); Spur 2: Positivkontrolle (Plasmid-DNA pBIN_A aus
E.coli TG1, Hindlll-gespalten) Spur 3-5: A.tumefaciens-Klone Konstrukt A (A1-
A3) ; Spur 6-9: A.tumefaciens-Klone Konstrukt B (B13-B15). Die Gré3e des DNA-
Standards entsprechend der zu erwartenden InsertgréB3e ist links angegeben.
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Abb.29.: ,Southern-Blot*-Analysen zum Nachweis des anti-Kres scFv-Gens in den fiir die

Pflanzentransformation verwendeten A.tumefaciens-Stdmmen der Konstrukte
cytoA, cytoB (vgl. 4.5.1); MA, MB (vgl. 4.5.3) sowie UA und UB (vgl. 4.5.4).
Agrobakterium Plasmid-DNA wurde nach der unter 3.12 beschriebenen Methode
isoliert, mit Hindlll gespalten, in einem 1%igem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt, auf einer Nylonmembran fixiert und mit einem Digoxygenin-markierten
anti-Kres scFvB8 DNA-Fragment hybridisiert. Der Nachweis der Sonde erfolgte
immunologisch mit dem ,DIG DNA Labeling and Detection Kit“ der Firma Roche
nach Herstellerangaben. Spur 1, 9 und 18: Negativkontrolle (Plasmid-DNA pBIN19
aus E.coli TG1, Hindlll-gespalten); Spur 2: Positivkontrolle (Plasmid-DNA
pBIN_cytoA aus E.coli TG1, Hindlll-gespalten) Spur 3-4: Agrobakterienklone
Konstrukt cytoA (cytoA1-cytoA2) ; Spur 5-7: Agrobakterienklone Konstrukt cytoB
(cytoB1- cytoB3); Spur 8: Positivkontrolle (Plasmid-DNA pBIN_cytoB aus E.coli
TG1, Hindlll-gespalten), Spur 10: Positivkontrolle (Plasmid-DNA pBIN_MA aus
E.coli TG1, Hindlll-gespalten) Spur 11-13: Agrobakterienklone Konstrukt MA
(MA1-MA3); Spur 14: Positivkontrolle (Plasmid-DNA pBIN_MB aus E.coli TG1),
Spur 15-17: Agrobakterienklone Konstrukt MB (MB1-MB3), Spur 19:
Positivkontrolle (Plasmid-DNA pBIN_UA aus E.coli TG1, Hindlll-gespalten) Spur
20-22: Agrobakterienklone  Konstrukt UA (UA1-UA3) ; Spur 23-25:
Agrobakterienklone Konstrukt UB (UB1- UB3); Spur 26: Positivkontrolle (Plasmid-
DNA pBIN_UB aus E.coli TG1, Hindlll-gespalten). Die GréBe des DNA-Standards
entsprechend der etwa zu erwartenden Insertgrél3e ist links angegeben.
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4.7 Expressionsanalyse der Tabakpflanzen mit den chimaren Genkonstrukten
fur die ubiquitare und samenspezifische Expression der anti-Kres scFv

Die Pflanzen cytoA/cytoB, A/B, MA und MB exprimierten die Einkettenantikorper unter der
Kontrolle des konstitutiven CaMV-35S-Promotors  ubiquitar in  verschiedenen
Zellkompartimenten. Durch Analyse der Proteinextrakte aus Blattmaterial junger Pflanzen
sollten diese Pflanzen auf die Expression und Funktionalitat der Einkettenantikdrper gepruft
werden (vgl. 3.8.2). Neben der Bestimmung der Expressionshéhen und
Antigenbindungsaktivitdt der Kresoxim-methyl spezifischen Einkettenantikbrper A6 und B8
im Blatt bei den Konstrukten fir die ubiquitdre Expression sollten diese Eigenschaften auch
bei den samenspezifisch exprimierten scFv Uberprift werden. Hierzu wurden
Samenproteinextrakte aus reifen Tabaksamen der Linien UA und UB hergestellt (vgl.3.8.1).

Nach der Bestimmung der Konzentration der Gesamtheit der Idslichen Proteine in den Blatt-,
beziehungsweise Samenproteinextrakten wurde eine bestimmte Menge an gesamtléslichem
Protein in SDS-PAA-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert
(vgl.3.9). Der immunologische Nachweis des c-myc-tags am carboxyterminalen Ende des
Einkettenantikorpers erfolgte mit dem c-myc-Antikérper 9E10 (Evan et al., 1985), einem
Kaninchen-Anti-Maus-lgG~POD-Konjugat und dem ECL-Kit. Durch Digitalisierung des
Roéntgenfiimes mit einem Flachbettscanner und Auswertung der Daten mit dem TINA-
Programm konnte anschlieBend durch Vergleich der Signalstarken von definierten scFv-
Mengen mit den Signalstarken der scFv in den Proteinextrakten die Menge des
Einkettenantikorpers im Extrakt semiquantitativ bestimmt werden. Der scFv-Gehalt wurde in
Bezugnahme auf die auf das Gel aufgetragene, in dem Proteinextraktionspuffer bei der
angewandten Methode l6slichen, Menge an Gesamtprotein berechnet [%scFv/GLP]. Die
Ergebnisse der ,Western Blot“-Analysen sind in den Tabellen 2 (ubiquitéar) und 6
(samenspezifisch) zusammenfassend dargestellt. Die Antigenbindungseigenschaften der
pflanzlich exprimierten Einkettenantikérper wurden durch ELISA mit nativen walrigen

Proteinextrakten aus Blattmaterial bzw. aus Samen hochexprimierender Pflanzen getestet.
4.7.1 Expressionsanalyse der transgenen Tabaklinien cytoA und cytoB

Von den regenerierten transgenen Pflanzen der Konstrukte flr die ubiquitare zytosolische
Expression der anti-Kres scFv, cytoA und cytoB (vgl. Abb.21), wurde wahrend der
Kultivierungsphase im Gewachshaus Blattmaterial junger Pflanzen geerntet. Die
gesamtloslichen Proteine wurden hieraus durch Extraktion mit SDS-Probenpuffer isoliert (vgl.
3.8.2), nachfolgend in einem 12,5%igem SDS-PAA-Gel unter denaturierenden Bedingungen
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Elektroblotting auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Der immunologische Nachweis des scFv-Proteins erfolgte durch den Antikorper

9E10 und einem Kaninchen-Anti-Maus-IlgG~POD-Konjugat (vgl. 3.9). Es wurden insgesamt
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214 Pflanzen des Konstruktes cytoA und 264 Pflanzen des Konstruktes cytoB auf die
Expression der Einkettenantikérper Uberprift. Die Anzahl unabhangiger Pflanzen mit
Expressionshdhen Uber der Detektionsgrenze von 0,005 % scFv-Protein/GLP [w/w] und die
Verteilung der Expressionshéhen bei den einzelnen Konstrukten fir die zytosolische

Expression der anti-Kres-Einkettenantikdrper sind in den Tabellen 2 und 3 dargestellt.

Tab.2: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zur Expressionsanalyse der
Pflanzenlinien mit ubiquitdrer Expression der anti-Kres Einkettenantikérper.
Zytosolische Expression: cytoA bzw. cytoB, ER-Retention: A bzw. B und Verankerung
in der Plasmamembran der pflanzlichen Zelle: MA bzw. MB.

Anzahl der Anzahl der Pflanzen Expressionseffizienz Expressionsniveau
Konstrukt |  Kan® Pflanzen mit nachweislicher (scFv-Exprimierer / [% scFvIGLP]

(TGo-Generation) | Expression des scFv | Kan“-Pflanzen x100) | min. Max. Mittel
CytoA 214 48 22% 0,005 | 0,02 | 0,008
CytoB 264 66 25% 0,005 | 0,03 0,01
A 121 33 27% 0,1 0,35 0,16

B 150 91 61% 0,1 0,8 0,25
MA 150 40 27% 0,02 0,1 0,05
MB 147 58 39% 0,02 0,1 0,04

Gezeigt ist die Anzahl der insgesamt je Konstrukt regenerierten und analysierten Pflanzen,
der scFv-exprimierenden Pflanzen sowie deren Expressionsniveauverteilung im Blatt. Das
Expressionsniveau wurde mittels ,Western-Blot“-Analysen von Proteinextrakten aus
Blattmaterial junger Pflanzen semiquantitativ bestimmt.

Als Expressionsseffizienz wurde der prozentuale Anteil der Pflanzen mit nachweislicher
Expression des rekombinanten Proteins an den Pflanzen, die auf kanamycinhaltigem
Medium selektiert wurden (NPTII-Gen-enthaltend), bezeichnet. Diese betrug bei dem
Konstrukt mit ubiquitarerer zytosolischer Expression des anti-Kres scFvA6 22% und des anti-
Kres scFvB8 25%. Das durchschnittliche Expressionsniveau der TGy-Pflanzen war bei
beiden zytosolischen Konstrukten vergleichbar hoch und lag im Bereich von etwa 0,01%
scFv/GLP. Die maximale Expressionshohe von 0,03% scFv/GLP wurde bei Pflanzen des
Konstruktes cytoB ermittelt und lag damit etwas tber dem Maximalwert von 0,02% scFv/GLP
bei den Pflanzen des Konstruktes cytoA. Fir die Analyse der Antigenbindungseigenschaften
der zytosolisch exprimierten Einkettenantikdrper wurden native walrige Blattproteinextrakte
von Pflanzen der F;-Generation mit einem relativ hohen Expressionsniveau hergestellt (vgl.
3.8.2.) und im ELISA analysiert (vgl. 3.11, Prinzip: wie bei den bakteriell exprimierten anti-
Kres-scFv in Abb.14). Der Nachweis des aktiven anti-Kres scFv im Blattproteinextrakt der
Pflanzen mit zytosolischer Expression gelang trotz vergleichbarer Expressionshéhen (0,03%
scFv/GLP) nur bei Pflanzen des Konstruktes CytoB (CytoB19/4). Dabei lagen die erhaltenen
Substratumsatzraten gering Uber der Nachweisgrenze (AOD405nm~0,1). In dem
Proteinextrakt der Pflanze Cyto A 128/1 konnte trotz vorhandenem scFv-Proteins kein Signal

im ELISA detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Tab.3: Zusammenfassende Darstellung der Expressionsniveauverteilung der Pflanzenlinien
mit ubiquitérer zytosolischer Expression der anti-Kres scFv A6 (cytoA) bzw. B8 (cytoB).

Expressionsniveau [%scFv/GLP]
Konstrukt <0,005 >0,005 |0,005>0,01 | 0,01>0,02 | 0,02>0,03 ~0,03

CytoA
(Anzahl unabhéngiger 165 48 26 17 5 -
transgener Pflanzen)

CytoB
(Anzahl unabhangiger 199 66 21 35 7 3
transgener Pflanzen)

Gezeigt ist die Anzahl der Pflanzen mit dem entsprechend klassifizierten Expressionsniveau
im Blatt. Das Expressionsniveau wurde semiquantitativ mittels ,Western-Blot“-Analysen von
Proteinextrakten aus Blattmaterial junger Pflanzen bestimmt.

4.7.2 Analyse der transgenen Tabaklinien A und B

Wie flr die transgenen Tabakpflanzen mit zytosolischer Expression der anti-Kres scFv,

wurde auch von den Pflanzen mit ubiquitdrer Expression und Retention des
Einkettenantikdrpers im endoplasmatischen Retikulum (Konstrukte A und B, vgl. Abb. 22)
Blattmaterial junger Pflanzen fir die Bestimmung des Expressionsniveaus und der
Bindungseigenschaften des Einkettenantikorpers isoliert und Blattproteinextrakte hergestellt.
Die Verteilung der Expressionshdhen dieser Pflanzen sind in Tab. 2 und 4 zusammengefalit.
Das durchschnittliche Expressionsniveau des anti-Kres scFv betrug bei den Pflanzen der
Linie A 0,16% und bei den Pflanzen der Linie B 0,25% [scFv/GLP] und lag damit 20-25-fach
Uber den fur die zytosolischen Konstrukte bestimmten durchschnittlichen Expressionshéhen.
Der maximale Gehalt des anti-Kres scFv im Blatt junger Pflanzen betrug 0,35% (Konstrukt A)
bzw. 0,8% (Konstrukt B) und war damit ebenfalls deutlich héher als bei den Pflanzen mit

zytosolischer Expression (vgl. 4.7.1.).

Tab.4: Zusammenfassende Darstellung der Expressionsniveauverteilung der Pflanzenlinien
mit ubiquitédrer Expression und Retention der anti-Kres scFv-A6 (A) bzw. scFv-B8 (B)
im endoplasmatischen Retikulum.

Expressionsniveau [%scFv/GLP]
Konstrukt <0,1/>0,1 | 0,1>0,2 | 0,2>0,3 0,3>0,4 0,4>0,5 >0,5
A 88/33 22 7 3 1 -
B 57/91 19 43 1 15 3

Gezeigt ist die Anzahl der Pflanzen mit dem entsprechend klassifizierten Expressionsniveau
im Blatt. Das Expressionsniveau wurde semiquantitativ mittels ,Western-Blot“-Analysen von
Proteinextrakten aus Blattmaterial junger Pflanzen bestimmt.
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Neben der Bestimmung der Expressionshéhen sollte gepriift werden, ob auch die pflanzlich
exprimierten Einkettenantikorper funktionelle Aktivitdt besitzen und somit das Antigen
Kresoxim-methyl spezifisch erkennen. Da die anti-Kres Einkettenantikérper A6 bzw. B8 bei
den transgenen Pflanzen der Konstrukte A und B in groRen Mengen im ER der Blattzellen
akummuliert wurde, schien die Untersuchung der Blattextrakte dieser Pflanzen in Bezug auf
die Bestimmung der Bindungseigenschaften des pflanzlich exprimierten scFv
vielversprechend. Hierfir wurden die l6slichen Proteine nach Extraktion von Blattproben
ausgewahlter hochexprimierender Pflanzen mit einem walrigen Puffersystem (vgl. 3.8.2.)
sowohl im indirekten ELISA als auch im indirekten kompetitiven ELISA Uberprift (vgl. 3.11).
Die grofle Menge an akkumuliertem Einkettenantikrperprotein im Blatt erlaubte eine
Bestimmung der Antigenbindungseigenschaften aufgrund der erzielten hohen
Substratumsatzraten im letzten Schritt des ELISA. Die pflanzlich exprimierten
Einkettenantikérper binden spezifisch Kresoxim-methyl-BSA Konjugat ohne Kreuzreaktivitat
mit reinem BSA. Desweiteren flhrt zugesetztes freies Kresoxim-methyl wahrend des
Inkubationsschrittes im indirekten kompetitiven ELISA (vgl. 3. 11) zu einer Reduzierung der
quantitativen Bindung an das festphasengebundene Kres-BSA Konjugat (sieche Abb. 30).
Damit konnte die Antigenbindungsaktivitdt der pflanzlich exprimierten anti-Kres-

Einkettenantikorper fir das Molekul Kresoxim-methyl in freier Form nachgewiesen werden.
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Abb.30.: Nachweis der Funktionalitdt der pflanzlich  exprimierten  anti-Kres-
Einkettenantikbrper A6 und B8 durch indirekte ELISA-Methoden. Die Platten wurden mit
Kres-BSA Konjugat bzw. reinem BSA-Tragerprotein beschichtet, mit den 1:10 in PBST + 1%
BSA verdiinnten pflanzlichen nativen Proteinextrakten von Pflanzen der Linie A und B (anti-
Kres scFv enthaltend, bzw. SNN-WT-Negativkontrolle ohne scFv), dem c-myc-Antikérper
9E10 und einem Kaninchen-Anti-Maus-IgG-ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis von
enzymgekoppeltem Anti-Maus-Immunglobulin erfolgte durch den Umsatz des hinzugefiigten
Substrates pNPP. Im indirekten kompetitiven ELISA (x-Achse-rechts) wurde der
Inkubationsschritt einer Verdiinnung des scFv-haltigen Proteinextraktes (entsprechend 2nM
scFv) ohne freies Antigen bzw. unter Zugabe einer 10uM BAS 490F-Lésung durchgefiihrt.
Dargestellt ist der Substratumsatz (OD4snm) in Abhdngigkeit von dem verwendeten Antigen.
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4.7.3 Expressionsanalyse der transgenen Tabaklinien MA und MB

Wie in den vorangegangenen Abschnitten Uber die Analyse der Pflanzenlinien cytoA/cytoB
und A/B sollten auch die Pflanzen der Konstrukte mit ubiquitarer Expression und Retention
der Antikorper in der Plasmamembran (Konstrukte MA und MB, vgl. Abb. 22) in Bezug auf
Hierfar SDS-

Proteinextrakte von Blattmaterial dieser Pflanzen angefertigt und im ,Western-Blot* getestet.

das scFv-Expressionsniveau analysiert werden. wurden ebenfalls
Die Expressionseigenschaften dieser Pflanzen sind in den Tab. 2 und 5 aufgelistet. Das
durchschnittliche Expressionsniveau des anti-Kres scFv betrug bei den Pflanzen der Linie
MA 0,05% und bei den Pflanzen der Linie MB 0,04% [scFv/GLP], unterscheidet sich also
nicht wesentlich voneinander. Der maximale Gehalt des anti-Kres scFv im Blatt junger
[scFv/GLP]. In ELISA-Experimenten mit

nativen Blattproteinextrakten konnte die Funktionalitdt der Einkettenantikbrper beider

Pflanzen betrug bei beiden Konstrukten 0,1%

Konstrukte nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Tab.5: Zusammenfassende Darstellung der Expressionsniveauverteilung der transgenen
Pflanzenlinien mit ubiquitdrer Expression und Verankerung der anti-Kres scFv-A6
(MA) bzw. scFv-B8 (MB) in der Plasmamembran der pflanzlichen Zelle.

Expressionsniveau [%scFv/GLP]
Konstrukt {<0,02} {>0,02} | 0,02>0,03 | 0,03>0,04 | 0,04>0,05 >0,05
MA 110 40 9 5 18 8
MB 147 58 17 11 23 7

Gezeigt ist die Anzahl der Pflanzen mit dem entsprechend klassifizierten Expressionsniveau
im Blatt. Das Expressionsniveau wurde semiquantitativ mittels ,Western-Blot“-Analysen von
Proteinextrakten aus Blattmaterial junger Pflanzen bestimmt.

4.7.4 Analyse der transgenen Tabaklinien UA und UB

Von den regenerierten transgenen Pflanzen der Konstrukte fiir die samenspezifische
Expression der anti-Kres scFv mit Akkumulation des rekombinanten Proteins im
endoplasmatischen Retikulum (UA und UB, vgl. Abb.26) sollte das Expressionsniveau und
die Funktionalitat des Einkettenantikbrperproteins bestimmt werden. Hierfliir wurden die
reifen Samen nach der Kultivierungsphase im Gewachshaus geerntet. Die Proteine wurden
aus diesen Samen durch Extraktion mit einem wafRrigem Puffersystem isoliert (vgl. 3.8.1)
und anschlieRend fur die Analysen verwendet. Flr die Bestimmung des Expressionsniveaus
wurden die Proteine in einem 12,5%igem SDS-PAA-Gel unter denaturierenden Bedingungen
elektrophoretisch aufgetrennt, durch Elektroblotting auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und Uber den c-myc-tag immunologisch nachgewiesen (vgl. 3.9). Es wurden
insgesamt 111 Pflanzen des Konstruktes UA und 119 Pflanzen des Konstruktes UB auf die

Expression des Antikdrperfragmentes getestet. Die Anzahl unabhangiger Pflanzen mit
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Expressionshdhen tber 0,1% [scFv-Protein/GLP] und die Verteilung der Expressionshéhen

bei den samenspezifischen Konstrukten sind in Tab.6 und Tab.7 dargestellt.

Tab.6: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zur Expressionsanalyse der
Tabaklinien mit samenspezifischer Expression und Akkumulation der anti-Kres scFv-
A6 (UA) bzw. scFv-B8 (UB) im endoplasmatischen Retikulum der pflanzlichen Zelle.

Anzahl der Anzahl der Pflanzen Expressionseffizienz

Expressionsniveau
Konstrukt | kan® pflanzen mit nachweislicher (scFv-Exprimierer / [%scFvIGLP]

(TGo-Generation) | Expression des scFv | Kan“-Pflanzen x100) | min. Max. Mittel

UA 111 52 47% 0,1 0,5 0,17

uB 119 58 49% 0,1 0,5 0,2

Gezeigt ist die Anzahl der insgesamt je Konstrukt regenerierten und analysierten Pflanzen,
der scFv-akkumulierenden Pflanzen sowie deren scFv-Gehalt im reifen Samen. Das
Expressionsniveau  wurde  semiquantitativ  mittels  ,Western-Blot“-Analysen  von
Samenproteinextrakten bestimmt.

Tab.7: Zusammenfassende Darstellung der Expressionsniveauverteilung der Tabaklinien mit
samenspezifischer Expression und Akkumulierung der anti-Kres scFv-A6 (UA) bzw.
scFv-B8 (UB) im endoplasmatischen Retikulum der pflanzlichen Zelle.

Expressionsniveau [%scFv/GLP]
Konstrukt {<0,1} {>0,1} 0,1>0,2 0,2>0,3 0,3>0,4 0,4>0,5
UA 111 52 28 17 6 1
uB 119 58 24 21 5 8

Gezeigt ist die Anzahl der Pflanzen mit dem entsprechend klassifizierten Expressionsniveau
im Samen. Das Expressionsniveau wurde semiquantitativ durch ,Western-Blot“-Analysen
von Proteinextrakten reifer Tabaksamen bestimmt.

Etwa die Halfte der, auf Kanamycin-Medium selektierten Pflanzen mit samenspezifischer
Expression zeigte eine Akkumulation der Einkettenantikdrper in einem Bereich >0,1%
[scFv/GLP]. Die maximale Expressionshéhe im Samen der transgenen UA und UB-Pflanzen
betrug bei beiden Konstrukten 0,5% [scFv/GLP]. Als durchschnittliches Expressionsniveau
wurde bei beiden Konstrukten ein Wert von 0,2% [scFv/GLP] bestimmt. Die Analyse der
Antigenbindungseigenschaften der anti-Kres scFv beider Linien im ELISA zeigte die

Funktionalitat der Einkettenantikorper im Samenproteinextrakt (Daten nicht gezeigt).

4.8 Phanotyp der regenerierten transgenen anti-Kres Pflanzen

Nachdem transgene Pflanzen mit ubiquitdrer Expression der anti-Kres scFv regeneriert und
die Expressionshdéhen durch ,Western blot“-Analysen bestimmt wurden, sollte untersucht
werden, ob es aufgrund der Expression des Einkettenantikérpers im Gewebe dieser
Pflanzen zu phanotypischen Unterschieden zum Wildtyp wahrend der Kultivierung im

Gewachshaus kommt. Es konnte dabei keine negative BeeinfluBung des Wachstums oder
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der Entwicklung der Pflanze bzw. einzelner Organe festgestellt werden. Die untersuchten
transgenen Linien zeigten im Vergleich mit Wildtyp-Tabakpflanzen (SNN) keine
phanotopischen Auffalligkeiten. Ein Vergleich der verschiedenen regenerierten Linien mit
ubiquitarer Expression und dem Tabak-Wildtyp ist in Abbildung 31 dargestellt. Bei der
samenspezifischen Expression des anti-Kres scFv in den Pflanzen UA und UB konnten
ebenfalls keine scFv-bedingte Beeintrachtigungen der Samenentwicklung oder andere

Veranderungen des Phanotyps wahrend der Kultivierungsphase festgestellt werden.

Abb.31.: Vergleich des Phénotyps von transgenen anti-Kres scFv exprimierenden
Tabakpflanzen der Linien A , MA, CytoA, B, MB und CytoB mit der Kontrollpflanze
Tabak-Wildtyp (SNN).

4.9 Untersuchungen zur Priifung der Toleranzeigenschaften der transgenen
anti-Kres Pflanzen gegeniiber dem Fungizid BAS 490F

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Erzeugung von Toleranz gegenliber den
toxischen Effekten des Strobilurinfungizides Kresoxim-methyl wahrend der Samenkeimung.
Als Modellpflanze flir diese Untersuchungen wurde Nicotiana tabacum gewahlt, da diese
relativ einfach zu transformieren ist und, wie in Vorexperimenten gezeigt wurde, eine
ausreichende Sensitivitat gegeniber dem Fungizid aufweist. Kresoxim-methyl verursacht
eine konzentrationsabhangige Verzdgerung des Keimungsprozesses von Wildtyp-
Tabakpflanzen. Wie einleitend dargestellt, sollte die Transgen-vermittelte Resistenz durch
die Bildung artifizieller Sinks des Fungizides Kresoxim-methyl in Kompartimenten der
pflanzlichen Zelle erreicht werden, die nicht Wirkort des Toxins darstellen (siehe Abb.5). Die

Wirkung von Kresoxim-methyl beruht auf der Hemmung des Elektronentransportes der
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Atmungskette durch Bindung an den bcs-Komplex (vgl. 1.5). Da die Atmungskette in den
Mitochondrien lokalisiert ist, sollte der Wirkstoff demzufolge nach dem Eindringen in die Zelle
durch den Antikérper in umliegenden Kompartimenten gebunden, zuriickgehalten und
dadurch in seiner Bindung an den Wirkort gehindert werden. Es wurden verschiedene
transgene Linien erzeugt, die Einkettenantikdrper gegen das Fungizid ubiquitdr im
Zytoplasma (vgl. 4.7.1.), im ER (vgl. 4.7.2) und in der Plasmamembran (vgl. 4.7.3)
akkumulierten. Desweiteren wurde versucht, durch die hauptsachliche Akkumulation der
rekombinanten Antikérper in hoher Konzentration im Tabaksamen eine Art anti-Kres scFv-
Speicher zu schaffen, der wahrend der Keimungsphase genugend scFv fur die
Neutralisierung der toxischen Effekte des Fungizides bereitstellen sollte (vgl. 4.7.4). Die
Expressionsanalysen der anti-Kres scFv exprimierenden Pflanzen wurden im
vorangegangenen Kapitel beschrieben. Dieses Kapitel beschaftigt sich mit der Prufung der
Toleranzeigenschaften der transgenen Pflanzen durch gezielte Applikation des Fungizides
wahrend der Keimungsphase. Um eine sichere Aussage in Bezug auf die
Toleranzeigenschaften der transgenen anti-Kres Pflanzen im Vergleich zu den

Kontrollpflanzen zu erreichen, wurde ein Applikationssystem gewahlt, welches:

1. Die Analyse einer groRen Anzahl individueller Linien unter definierten Bedingungen
bezlglich der Menge des applizierten Wirkstoffes auf méglichst kleinem Raum und
2. die Untersuchung einer grolen Anzahl Keimlinge zur Minimierung der biologisch

bedingten Varianz innerhalb einer Linie ermdglichte.

Als System wurde ein Versuchsansatz gewahlt, der auf die Inkubation von Samen wahrend
der Keimung in Zellkulturplatten mit Lésungen definierter Konzentration des Fungizides
beruht (vgl. 3.13). In diesem System konnte eine grol’e Menge individueller Keimlinge
(~300/Kavitat) durch Inkubation mit unterschiedlichen, definierten Mengen des Wirkstoffes
hinsichtlich der Toleranzeigenschaften tberprift werden.

In Initialexperimenten mit einem geringen Probenumfang (jeweils 30-50 Samen) zur Prifung
der Resistenzeigenschaften der transgenen anti-Kres Pflanzen mit ubiquitdrer Expression
und Retention des gebildeten Einkettenantikdrpers im endoplasmatischen Retikulum der
Pflanzenzellen (Linie A und B) zeigte sich, daf} die durch Immunmodulation erzeugte
Kresoxim-methyl-Toleranz nur zu einer partiellen Neutralisierung der Schadwirkung des
Fungizides flihrt. Die Applikation von Kresoxim-methyl resultierte bei den anti-Kres Pflanzen
ebenso wie bei den Kontrollpflanzen SNN (Wildtyp) und UF-9 (anti-ox-scFv) in einer
Verzdgerung des Keimungsprozesses. Einige der transgenen anti-Kres Pflanzen innerhalb
der untersuchten Population zeigten eine verbesserte Toleranz gegenlber den Kresoxim-
methyl bedingten toxischen Effekten bei gleichem Entwicklungszustand in der
Kontrolllésung. Dies aufierte sich in einer im Vergleich zu den Kontrollpflanzen gréReren

Keimlingslange nach Inkubation in der Fungizidldsung (vgl. Abb.32).
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In Anbetracht des geringen Probenumfanges, der fir die eingehenden Experimente zur
Resistenzprifung genutzt wurde, sollte in weiteren Experimenten ein wesentlich hoherer
Probenumfang je Kresoxim-methyl-Konzentrationsstufe  eingesetzt werden, um
heterogenitatsbedingte Effekte zu minimieren. AuRerdem wurden je untersuchtem Konstrukt
mehrere individuelle hochexprimierende Pflanzen verwendet, um Effekte, die durch die
zuféllige Insertion des Transgens im Pflanzengenom in einzelnen Fallen auftreten kénnen,

auszuschlief3en.

BAS 490F-Konzentration [umol/l]
50 10 5 2 1 Ko

BAS 490F-Konzentration [umol/l]
0 1 2 5 10 50

SNN

Al4

Abb.32.: Darstellung der Ergebnisse aus den Initialexperimenten zur Priifung der
Toleranzeigenschaften der transgenen Linie A mit ubiquitérer Expression und
Retention des scFvA6 im endoplasmatischen Retikulum. Es wurden jeweils 30-50
oberflachensterilisierte Samen der Pflanzen SNN (Wildtyp-Kontrolle) und A14
(0,7% [scFV/GLP]) in jeweils 500ul Kresoxim-methyl-Lésung mit einer
Konzentration von 0-50umol/l in '/, MS-Medium+2%Saccharose ausgelegt und die
Platten in einem Kulturraum bei einem Hell/Dunkelrhytmus von 16h/8h inkubiert.
Acht Tage nach dem Ansatz erfolgte die fotografische Dokumentation des
Zustandes der Keimlinge in den Platten (links). Es wurden die jeweils am weitest
entwickelten Keimlinge einer Applikationslésung isoliert und dokumentiert (rechts).

Der Keimungsprozel3 ist durch einen Anstieg der Biomasse gekennzeichnet. Tests mit
Tabakwildtyppflanzen zeigten eine negative Korrelation zwischen der Menge des
zugesetzten Kresoxim-methyl wahrend der Keimungsphase und dem resultierenden
Frischgewicht der Keimlinge. Je héher die zugesetzte Menge an Kresoxim-methyl wahrend
dieses Entwicklungsstadiums war, desto geringer war das am Ende der Keimphase erzielte
Frischgewicht. Die Bestimmung der Frischmasse von Pflanzenkeimlingen ist fur die Prifung
von toxischen Substanzen eine haufig genutzte Methode, da sie eine sensitive Kontrolle der
Phytotoxizitat ermdglicht (Mamdouh, 1995; Gong et al., 1999; Guitierrez-Lugo et al., 1999;
Gong et al., 2001; Chen et al., 2002). Deshalb wurde als MelRwert fir die Hemmung des
Keimung durch Kresoxim-methyl die Frischmasse nach einer 28tagigen Inkubationsphase in
der Applikationslosung bestimmt. Eine immunmodulationsbedingte Toleranzsteigerung der
anti-Kres Pflanzen sollte demzufolge durch eine Erhdhung der Keimlingsfrischmasse nach
Inkubation in Kresoxim-methyl-haltiger Lésung im Vergleich zu dem Frischgewicht der

Kontrollpflanzen in dieser Losung mefRbar sein.
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4.9.1 Ergebnisse der Frischmassebestimmungen nach Applikation von BAS 490F

Zur Prufung der Toleranzeigenschaften wurde das Frischgewicht einer definierten Menge
transgener Keimlinge nach Inkubation in einer Kontrolllésung ohne Kresoxim-methyl
bestimmt und mit dem Frischgewicht der aquivalenten Anzahl an Keimlingen nach Inkubation
in Kresoxim-methyllésung verglichen. Desweiteren wurde das Experiment parallel mit
Wildtyp-Tabakpflanzen und transgenen Kontrollpflanzen (UF9), die einen Einkettenantikdrper
gegen ein nicht in Pflanzen vorkommendes Hapten (Phenyl-Oxazolon) ubiquitar exprimieren
und im endoplasmatischen Retikulum akkumulieren, durchgefihrt. Da die Keimung durch
Kresoxim-methyl gehemmt wird, sollte das Frischgewicht bei den Kontrollpflanzen aufgrund
des verminderten Wachstums und damit der verringerten Biomasseproduktion bei
Gegenwart des Fungizides wahrend dieses Entwicklungsstadiums gegenuber der Inkubation
bei Abwesenheit von BAS 490F vermindert sein. Die erhaltenen Werte fir die
Kontrollpflanzen und fir die transgenen anti-Kres-Pflanzen wurden miteinander verglichen
und sollten Aufschlufd Gber den Grad der durch Immunmodulation erzeugten Toleranz gegen
das Fungizid wahrend der Keimungsphase geben. Die Ergebnisse der
Frischmassebestimmung der Applikationsexperimente sind in den Abb. 34 bis 36 sowie in
der Tabelle 8 dargestellt. Das Prinzip des Versuchsaufbaus zur Prifung der Toleranz der
transgenen anti-Kres scFv-exprimierenden Pflanzen gegenuber den toxischen Effekten von

Kresoxim-methyl wahrend der Samenkeimung ist in Abb. 33 schematisch dargestellt.

Kresoxim-methyl-Konzentration
Ko 1uM 5uM 10uM 25uM 50uM

ausgelegte
Tabaksamen
(je Well ca. 300)

Abb.33.: Schematische  Darstellung des  Versuchsaufbaus  zur  Prifung  der
Toleranzeigenschaften von transgenen N.tabacum-Pflanzen wéhrend der
Samenkeimung. Die Applikationslésung bestand aus einer Lésung des Fungizides
in einer Konzentration von 0 bis 50uM in 2 MS-Medium mit 2% Saccharose. Es
wurden jeweils ca. 300 Samen transgener anti-Kres-Pflanzen beziehungsweise
von Kontrollpflanzen je Kavitdt einer 24-Well-Zellkulturplatte zugegeben.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei 25°C unter stark lichtreduzierten
Bedingungen, um die Photosyntheseaktivitét zu minimieren und die Nutzung der
angebotenen Saccharose als Energiequelle zu maximieren.
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Tab.8: Zusammenfassende Darstellung der ermittelten Frischmassewerte am Tag 28 nach
dem Ansatz bei Keimung der Samen von Tabakkontrollpflanzen (WT-SNN und UF-9)
sowie von transgenen anti-Kres-Pflanzen in den entsprechenden Lésungen des
BAS 490F-Applikationsexperimentes.

Kresoxim-methylkonzentration in der Inkubationslésung

Konstrukt oM 1uM 5uM 10uM 25uM 50uM
WT-SNN 547+49,5 | 431+90,5 | 245+90,5 | 151+53,5 | 81,3+33,2 57+5,5
UF-9 587+63,5 | 443+50,5 | 300+97,5 205+38 76+16 62+11,5

Cyto_A 542,5+54 | 485+90,5 | 273+109 164+66 74+27.,5 54+7
Cyto_B 575+38 | *552+43,5 | *400+78 *263+72 97+26 60+8,5
A 581+47 | *553+66,5 | *492+57,5 | *317+88 140+37 86+24

B 588+38,5 | *571+58,5 | *494+102 | *358+110 109+39 68+12
MA 578+33 | *553+33,5 | *490+27 *338+89 *170+56 75+21,5
MB 569+31 *536+42 *444+60 *324+63 95+27 60,5+10

UA 578+36,5 | *557+40 *473+91 *320+120 | *169+59,5 | 79,5+12,5

uB 600+18 | *589+27,5 [*532,5+34, | *442+48 | *228+83,5 79+15

Die Frischmassen der Gesamtheit der Keimlinge (ca. 300) einer transgenen Linie in der
entsprechenden Applikationslésung wurden am Tag 28 nach Applikationsbeginn bestimmt
und die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen berechnet. WT: n=10; UF-9: n= 7;
Cyto A: n=12; cyto B: n= 11; A: n=11; B: n=12; MA: n=9; MB: n=10; UA: n=9; UB: n=8
(n=Anzahl individueller Pflanzenlinien). Ein Stern und die hervorgehobene Einrahmung
kennzeichnet signifikante Unterschiede der Frischmassewerte im Vergleich zu WT-SNN
(p<0,05), computergestiitzt gepriift mit dem Test nach Duncan in ,,SigmaStat®.
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0 j—l
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BAS 490F Konzentration

Abb.34.: Darstellung der ermittelten Frischmassewerte aus dem Applikationsexperiment mit
Kresoxim-methyl. Die Keimung von Tabak-Kontrollpflanzen (WT-SNN und UF-9) erfolgte in
den Lésungen mit verschiedenen Kresoxim-methyl-Konzentrationen (x-Achse). Am Tag 28
nach Applikationsbeginn wurden die Frischmassen der Gesamtheit der Keimlinge (ca. 300)
einer Linie in der entsprechenden Applikationslésung bestimmt (y-Achse). Gezeigt ist die
durchschnittliche Frischmasse (mit Standardabweichung) der Keimlinge der untersuchten
Wildtypkontrollpflanzen (WT-SNN) und der transgenen Kontrollpflanzen (UF-9) nach
Inkubation in den entsprechenden Lésungen.
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Abb.35.: Darstellung der ermittelten Frischmassewerte aus dem Applikationsexperiment mit
Kresoxim-methyl. Die Keimung von transgenen Tabakpflanzen erfolgte in den Lésungen mit
verschiedenen  Kresoxim-methyl-Konzentrationen  (x-Achse). Am Tag 28 nach
Applikationsbeginn wurden die Frischmassen der Gesamtheit der Keimlinge (ca. 300) einer
Linie in der entsprechenden Applikationslésung bestimmt (y-Achse). Gezeigt ist die
durchschnittliche Frischmasse (mit Standardabweichung) der Keimlinge der transgenen
Kontrollpflanzen UF-9 und der untersuchten transgenen anti-Kres-Pflanzen mit ubiquitérer
zyotosolischer Expression der anti-Kres scFv, CytoA/CytoB, (oben) sowie ubiquitdrer
Expression und Retention der anti-Kres scFv im endoplasmatischen Retikulum, A/B, (unten).
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Abb.36.: Darstellung der ermittelten Frischmassewerte aus dem Applikationsexperiment mit
Kresoxim-methyl. Die Keimung von transgenen Tabakpflanzen erfolgte in den Lésungen mit
verschiedenen  Kresoxim-methyl-Konzentrationen  (x-Achse). Am Tag 28 nach
Applikationsbeginn wurden die Frischmassen der Gesamtheit der Keimlinge (ca. 300) einer
Linie in der entsprechenden Applikationslésung bestimmt (y-Achse). Gezeigt ist die
durchschnittliche Frischmasse (mit Standardabweichung) der Keimlinge der untersuchten
transgenen anti-Kres Pflanzen mit ubiquitdrer Expression und Verankerung der anti-Kres
ScFv in der Plasmamembran der Pflanzenzelle, MA/MB, (oben) sowie samenspezifischer
Expression und Retention der anti-Kres scFv im ER der Pflanzenzelle , UA/UB, (unten).
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Die Ergebnisse der durchgefiihrten Frischmassebestimmungen als Biotest zur Prifung der
Toleranzeigenschaften der transgenen anti-Kres Pflanzen zeigen, dal® bis auf die Pflanzen
der Linie CytoA (zytosolische Expression des anti-Kres scFvAG) durch die Expression von
spezifisch BAS 490F bindenen Einkettenantikorpern in verschiedenen Kompartimenten der
pflanzlichen Zelle eine Verbesserung der Toleranz gegenuber den wachstumsverzégernden
Effekten des Fungizides erreicht werden kann. Die Kontrollpflanzen (ohne anti-Kres scFv)
und die Pflanzen des Konstruktes CytoA zeigten eine um etwa flinfzig Prozent verringerte
Biomasseakkumulation bei einer Konzentration des Fungizides von 5uM (siehe Tab.8 und
Abb.35, 36). Dieser ICso-Wert lag bei den untersuchten transgenen anti-Kres-Pflanzen der
Linien CytoB, A, B, MA, MB, UA und UB in einem Bereich um 10uM BAS 490F, einer
Konzentration des Fungizides, die das Wachstum der Kontrollpflanzen um etwa 65%
gegenuber dem Wachstum in der Kontrollldsung hemmte. Auch die Pflanzen der transgenen
Linien mit Expression der anti-Kres scFv zeigten deutliche Wachstumsverzégerungen nach
Applikation des Fungizides (siehe Abb 32). Das Fungizid kann in einem beschrankten
Konzentrationsbereich (1-10uM) durch die Expression von spezifischen Einkettenantikérpern
nur partiell in seiner phytotoxischen Wirkung wahrend der Keimphase von Tabakpflanzen
gehemmt werden. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen Kontrollpflanzen und anti-Kres-
Pflanzen (vgl. Tab.8) wurde hierbei statistisch unter Nutzung des Programmes ,SigmaStat"
mit dem Duncan-Test (p<0,05) Uberprift. Bei einer Konzentrationen von 50uM Kresoxim-
methyl in der Applikationsldsung, konnte kein signifikanter Unterschied im Keimverhalten von
transgenen anti-Kres und Kontrollpflanzen (UF, SNN) festgestellt werden. Diese
Konzentration fuhrte in allen Fallen zu einer nahezu vollstdndigen Inhibierung des
Keimlingswachstums wahrend der 28-tagigen Inkubationsphase. Von einigen Keimlingen der
Applikationsexperimente mit Kresoxim-methyl wurden nach der Bestimmung der Biomasse
Keimlingsproteinextrakte durch Extraktion der gesamtloslichen Keimlingsproteine in einem
walrigem Puffer gewonnen (vgl. 3.13). Aullerdem wurden Proteinextrakte reifer Samen
dieser Pflanzen isoliert (vgl. 3.8.1). Die Proteine wurden nach Denaturierung in einem
12,5%-igem PAA-Gel zum Nachweis der Expression des Antikdrpers in den Keimlingen
beziehungsweise im Samen elektrophoretisch aufgetrennt und die scFv-Proteine
immunologisch nachgewiesen (siehe Abb. 37). In Keimlingen und Samen der Pflanzen mit
ubiquitarer zytosolischer Expression und ubiquitarer Expression mit Membranverankerung
des scFv lag die Menge des scFv-Protein aufgrund der geringen Konzentration der
gesamtléslichen Proteine im Keimlingsextrakt und der damit beschrankten Analysemenge
unter der Detektionsgrenze des ,Western-Blot“. Bei den Pflanzen mit ubiquitérer Expression
und Retention des scFv im endoplasmatischen Retikulum konnten die Einkettenantikdrper
sowohl im Samen als auch in jungen Keimlingen nachgewiesen werden. Die Pflanzen mit
samenspezifischer Expression zeigten erwartungsgemall eine hohe Akkumulation der
Einkettenantikérper im Samen. Aber auch in den Keimlingen dieser Pflanzen wurde das
scFv-Protein noch in geringen Mengen experimentell nachgewiesen.
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A

scFv . Samenproteine, (A/...) je 50ug GLP . Keimlingsproteine, (A/...) je 20ug GLP .
llng 22ng 33ng 22 49 78 96 99 101 106 22 49 78 96 99 101 106

B

scFv . Samenproteine, (B/...) je S0ug GLP . Keimlingsproteine, (B/...) je 20ug GLP .
Ilng 22ng 33ng 3 4R1 10 21 32 37 39 3 4R1 10 21 32 37 39

scFv . _Samenproteine, (UA/...) je 10ug GLP . Keimlingsproteine, (UA/...) je 20ug GLP .
11ng 22ng 55ng 37 70 110 116 146 150 151 37 70 110 116 146 150 151

UB

scFv . Samenproteine, (UB/...) je 10ug GLP . Keimlingsproteine, (UB/...) je 20ug GLP .
11ng 22ng 55ng 52 59 64 75 82 88 95 52 59 64 75 82 88 95

40 kDa

28.4kDa

21,7 kDa

Abb.37.: Nachweis der pflanzlich ubiquitdr und samenspezifisch exprimierten und im
endoplasmatischen Retikulum akkumulierten anti-Kres scFvA6 und -B8 in Samen
und Keimlingen transgener Pflanzen. Es wurden native wélrige Proteinextrakte
von reifen Samen und Keimlingen nach der 28-tdgigen Inkubationsphase des
Applikationsexperimentes (Keimlingsmaterial entstammte der Kontrolllbsung)
angefertigt (vgl. 3.8.). Die Proteine wurden nach der Hitzedenaturierung auf einem
12,5%-igem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Elektroblot auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis des scFv-Proteins erfolgte
immunologisch durch den Antikérper 9E10, einem Kaninchen-Anti-Maus-1gG-
POD-Konjugat und dem ECL-Kit. Parallel wurden verschiedene Mengen an scFv-
Protein bekannter Konzentration als Positivkontrolle mitgefiihrt (scFv). Aufgetragen
wurden jeweils 50ug GLP aus dem Samenproteinextrakt der Pflanzenlinien A und
B sowie 10ug GLP aus dem Samenproteinextrakt der Pflanzenlinien UA und UB
(»Samenproteine®). AulRerdem wurden jeweils 20ug GLP aus den Keimlingen der
entsprechenden Pflanzen 28 Tage nach dem Inkubationsbeginn aufgetragen
(,Keimlingsproteine*). Die Gr6Ben des MW-Standards sind rechts angegeben.
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4.10 Analyse der Expression der anti-Kres scFv in den Nachkommen der
transgenen Pflanzen

Ein weiteres Anliegen der vorliegenden Arbeit war die Prufung der Weitergabe des
Transgens an die Nachkommenschaft der Pflanzen und die Stabilitdt der Genexpression.
Hierfir wurde die Insertion des Transgens im Genom der Pflanzenzelle durch ,Southern-
Blot“-Analysen und die Expression des rekombinanten Proteins durch ,Western-Blot-
Analysen von Blattmaterial junger Pflanzen der F4-, und der F,-Generation uberpruft. Fur
diese Experimente wurden die Samen der Pflanzen einiger ausgewahlter Linien mit einem
hohen scFv-Proteinexpressionsniveau in der Elterngeneration (TGy) auf kanamycinhaltigem
MS-Medium zur Keimung gebracht und die genomische DNA von den Kanamycin-
resistenten Nachkommen isoliert. Die DNA wurde mit der Restriktionsendonuklease Hindlll
gespalten, auf einem 1%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, durch Saugblot auf
eine Nylonmembran transferiert und die DNA im ,Southern-Blot* durch Hybridisierung mit
einem *’P-markierten DNA-Fragment des scFv-B8 nachgewiesen (vgl. 3.12, siehe Abb.38).
Die grof’e Homologie der beiden anti-Kres scFv-Gene A6 und B8 (95,2% Identitat auf der
Nukleotidebene) erlaubt den Nachweis beider Gene mit der nach Feinberg & Vogelstein
(7983) markierten Sonde des scFvB8. Die Restriktion der genomischen DNA mit dem Enzym
Hindlll resultiert in der Bildung eines Fragmentes der Expressionskassette der
verschiedenen Konstrukte, da diese von den Schnittstellen dieser Endonuklease am 3 und
5-Ende flankiert wird (vgl. Abb. 22 und 25). Fir die Analyse der Expression des scFv-
Proteins wurden Proteinextrakte aus Blattmaterial dieser Pflanzen gewonnen und im
~Western-Blot* analysiert (vgl. 3.8 und 3.9, sieche Abb. 39).

. MB 68/... .+Ko . GroBe - B 37/... .+Ko.
1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 sopgioopg 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 sopg100pg

[bp]

Abb.38.: Nachweis der stabilen Weitergabe der in das Pflanzengenom integrierten
Konstrukt-DNA. Genomische DNA verschiedener Nachkommen (MB 68/1-12, linke
Seite und B37/1-12, rechte Seite) der Pflanzen MB68 und B37 sowie DNA der fiir
die Transformation verwendeten Binérvektoren (,+Ko“: 50pg bzw. 100pg DNA der
Plasmide pBIN_MB bzw. pBIN_B aus E.coli TG1) wurde mit Hindlll gespalten, in
einem 1%-igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferiert und fixiert. Der Nachweis des Antikérpergens innerhalb der
gespaltenen T-DNA erfolgte durch ,Southern-Hybridisierung“ mit einem 32P-
markierten anti-Kres-scFvB8-Fragment als Sonde. Die Gré3en des DNA-
Molekulargewichtsstandards sind in der Mitte angegeben.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dall das Transgen stabil ist und an die
Nachkommenschaft weitergegeben wird. Mit Hilfe von ,Southern“-Analysen der Proben nach
Spaltung mit einem Enzym, welches nur einen Schnittort im Bereich der integrierten T-DNA
aufweist, wie beispielsweise EcoRI, konnte nach Hybridisierung mit einem radioaktiv
markierten scFvB8-DNA-Fragment die Kopienzahl des Transgens der entsprechenden
Pflanzenlinie ermittelt werden (Daten nicht dargestellt). Dabei zeigte sich, dal® bei den
Pflanzen B37und MB68 wahrscheinlich nur ein Integrationsereignis stattfand.

Durch die ,Southern“-Analysen der Nachkommenschaft konnte die stabile Weitergabe des
Transgens nachgewiesen werden. Um zu prifen, ob das scFv-Protein in den nachfolgenden
Generationen weiterhin  stabil exprimiert wird, wurden von den Pflanzen der
Nachkommenschaft ,Western-Blot“-Analysen durchgefuhrt (Abb. 39). Die Ergebnisse zeigen,
dall das anti-Kres scFv-Gen nicht nur stabil an die Tochtergeneration weitergegeben,
sondern auch in den Nachkommen der primaren transgenen Tabakpflanzen exprimiert wird.
In Abb. 39 ist ersichtlich, dal® die Nachkommen der Pflanzen MA95 und MB68 sowohl in der
F1-Generation (z.B. MA95/3, MB68/5) als auch in der F2-Generation (z.B. MA95/3/7,
MB68/5/3) eine stabile Expression der scFv-Proteine zeigen. Ahnliche Ergebnisse wurden

auch mit anderen Pflanzenlinien (z.B. cytoA128, B37) erhalten (Daten nicht gezeigt).

10 11 12 52,5 kDa

28.4 kDa

Abb.39.: Nachweis der Genexpression und Vergleich des scFv-Proteingehaltes im Blatt
verschiedener Generationen der primédren Transformanden MA95 und MB68 mit
ubiquitérer Expression und Plasmamembranverankerung des
Einkettenantikbrpers. Es wurden jeweils 80ug GLP aus Blattmaterial in einem
12,5%-igem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf
Nitrozellulose transferiert. Der Nachweis des scFv-Proteins erfolgte immunologisch
mit dem Antikbérper 9E10, einem Kaninchen-Anti-Maus-lgG~POD-Konjugat und
dem ECL-Kit. Linke Seite: Pflanzen der F;-Generation (Spur 4-12); rechte Seite:
Pflanzen der Fy-Generation (Spur 16-23). Spur 1-3: 10ng, 20ng und 40ng scFv-
Protein, Spur 4: MA95/3, Spur 5: MA95/6, Spur 6: MA95/8, Spur 7: MA95/10, Spur
8: MB68/5, Spur 9: MB68/6, Spur 10: MB68/7, Spur 11: MB68/11. Spur 12:
MB68/12. Spur 13-15: 11ng, 22ng und 33ng scFv-Protein, Spur 16: MA95/3/7,
Spur 17: MA95/3/8, Spur 18: MA95/3/9, Spur 19: MA95/3/10. Spur 20: MB68/5/1,
Spur 21: MB68/5/2, Spur 22: MB68/5/3, Spur 23: MB68/5/4. Die Grolen des
Proteinmolekulargewichtsstandards sind in der Mitte angegeben.
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4.11 Hyperexpression durch Fusion des anti-Kres scFv Proteins mit einem
Elastinartigen Polypeptid

Da Kresoxim-methyl natlrlicherweise nicht in Pflanzen vorkommt und die Expression der
gegen dieses Xenobiotika gerichteten Einkettenantikdrper zu keinen phanotypischen
Veranderungen in Bezug auf die Entwicklung flhrte (vgl. 4.8), sollte dieses
Einkettenantikérperfragment in einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit als
Modellantikorper fir die Prufung einer neuartigen Expressionsstrategie sein. Ziel war die
Verbesserung des Expressionsniveaus des Einkettenantikdrpers durch C-terminale Fusion
mit einem synthetischen Elastinartigen Polypeptid (Chilkoti & Meyer, 1999, Meyer & Chilkoti,
2002) und damit eine Verbesserung der Toleranz gegenliber héheren Konzentrationen an
BAS 490F wahrend der Samenkeimung. Elastinartige Polypeptide besitzen die spezielle
Eigenschaft, eine reversible Phasendnderung im Bereich einer sogenannten
Transitionstemperatur, deren Héhe von der Sequenz und der Kettenlange des ELP-Proteins
abhangt, zu durchlaufen (Meyer et al., 2001). Unterhalb dieser Temperatur ist ihre Léslichkeit
in Wasser hoch, dariber aufgrund der Bildung von Proteinaggregaten gering. Meyer und
Chilkoti (1999) konnten zeigen, dal® Thioredoxin-ELP Fusionsproteine durch Nutzung der
reversiblen Transitionseigenschaft unter Aktivitatserhaltung der Thioredoxinkomponente
aufgereinigt werden konnen. In unserer Arbeitsgruppe wurde dieses System fir die
Aufreinigung von Spinnenseidenproteinen verwendet. Hierflir wurde ein Fusionsprotein,
bestehend aus einem synthetischen Spinnenseidenprotein (Spidroin1, SO1, Scheller et
al.,2001) und einem ELP definierter Groe ubiquitdr in Tabakpflanzen unter Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors exprimiert und im endoplasmatischen Retikulum akkumuliert. Dabei
konnte gegenulber der Expression des SO1-Genes eine Erhdhung der Expressionsrate des
SO1-ELP-Fusionsproteins festgestellt werden (Scheller & Conrad, 2001). Ahnliche Resultate
wurden nach Fusion eines anti-ABA scFv (Artsaenko et al.,1995) mit einem ELP erhalten
(U.Conrad, mindliche Mitteilung). Diese Ergebnisse waren Ausgangspunkt fur die
Entwicklung spezifischer Expressionskassetten zur ubiquitdren Expression und Retention
eines anti-Kres scFv-ELP-Fusionsproteins im endoplasmatischen Retikulum mit dem Ziel der
Erhéhung des Expressionsniveaus dieses Einkettenantikdrpers (B8-scFv). Desweiteren
sollte gepruft werden, ob eine gesteigerte Akkumulation des scFv-ELP-Fusionsproteins auch
bei ubiquitarer zytosolischer Expression sowie einer samenspezifischen Expression mit ER-
Retention festgestellt werden kann. Hierfir wurden ausgehend vom Plasmid pRTRA-
SO1~100xELP, der von Dr. Jurgen Scheller erzeugt und zur Verfugung gestellt wurde, anti-
Kres scFv-ELP Expressionskassetten erzeugt. Das Plasmid pRTRA-SO1~100xELP enthalt
das Gen fir ein synthetisches Spinnenseidenprotein, fusioniert im 3'-Bereich mit einer
synthetischen ELP-Sequenz (siehe Abb. 40). Als ELP-Sequenz diente ein Oligomer aus der
einhundertfachen Sequenzwiederholung kodierend fir das Pentapeptid [V-P-G-X-G],

welches nach den von Meyer & Chilkoti (1999) beschriebenem Protokoll synthetisiert wurde.
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4.11.1 Konstruktion der Expressionskassetten fiir die samenspezifische und
ubiquitare Expression eines anti-Kres scFv~ELP-Fusionsproteins

Die samenspezifische Expression des anti-Kres scFv-ELP-Fusionsproteins sollte unter
Kontrolle des USP-Promotors erfolgen. Hierfir wurde das bereits beschriebene Konstrukt
UB, welches die samenspezifische Expression des anti-Kres Einkettenantikérperfragmentes
mit Retention im endoplasmatischen Retikulum erméglicht (vgl. 4.5.4), als Ausgangsplasmid
verwendet. Durch die Einfigung der Sequenz des ELP-Genes als 1572bp grof’es Notl-
Fragment des Vektors pRTRA-SO1~100xELP in den mit Notl linearisierten und anschlief3end
dephosphorylierten Vektor pRTML_UB wurde das Plasmid pRTML_UB~ELP konstruiert
(siehe Abb.40). Die korrekte Orientierung der ELP-Gensequenz wurde anschliefiend durch
Restriktionsanalyse nach Spaltung des Plasmides mit den Enzymen Dralll und BamHI

Uberpruift.
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Abb.40.: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Erzeugung des
Konstruktes UB~ELP fiir die samenspezifische Expression des Fusionsproteins
mit Akkumulation im endoplasmatischen Retikulum. Erklérung: siehe Text.
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Die Expressionskassetten fiir die ubiquitdre Expression des anti-Kres scFv-ELP-Proteins
unter Kontrolle des CaMV-35S-Promotors wurden durch Austausch der LeB4-Signalpeptid-,
und SO1-Gensequenz im Plasmid pRTRA-SO1-100xELP gegen die Gensequenz des anti-
Kres scFvB8 beziehungsweise des LeB4-Signalpeptid~scFvB8 erhalten. Hierflir wurde der
Vektor pRTRA-SO1-100xELP mit den Enzymen Ncol und Notl gespalten und das
resultierende 3383bp groRe Ncol/Notl-Fragment des Vektorarms (pRTRA) fir weitere
Klonierungsschritte verwendet. Durch Ncol-Notl-Spaltung des Klonierungsvektors fir die
ubiquitére cytosolische Expression des anti-Kres scFvB8, pRTML_cytoB (vgl. 4.5.1) wurde
das scFvB8-Gen ohne Legumin-B4-Signalpeptidsequenz als 774bp groltes DNA-Fragment
isoliert. Das LeB4-SP~scFvB8-Gen wurde durch Ncol/Notl-Spaltung aus dem
Klonierungsvektor flir die ubiquitdare Expression mit Retention des scFvB8-Proteins im
endoplasmatischen Retikulum, pRTML_B (vgl. 4.5.2), als 843bp groRes DNA-Fragment
erhalten. Die Gensequenz des Elastinartigen Polypeptides (ELP-Gen) wurde aus dem Vektor
pRTRA-SO1-100xELP durch Notl-Restriktion erhalten und die 5’-Enden des 1572bp grof3en
DNA-Fragmentes anschlielRend dephosphoryliert.

Die Erzeugung der Expressionskassette pRTML_cytoB*~ELP, welche durch Fehlen der
Sequenz des LeguminB4-Signalpeptides eine pflanzliche zytosolische Expression des
scFvB8~ELP-Fusionsproteins unter Kontrolle des CaMV-35S-Promotors ermoéglichen sollte,
erfolgte in einer 2-Schritt-Ligationsreaktion. Im ersten Schritt wurde das ELP-Gen (Notl-
Fragment, dephosphoryliert) an das pRTRA-Fragment (Ncol/Notl) ligiert. Nach diesem
Ligationsschritt erfolgte durch Zugabe des anti-Kres scFvB8-Genes als Ncol/Notl-Fragment
die Zirkularisierung zum Plasmid pRTML_cytoB*~ELP. Die Kassette zur ubiquitaren
Expression und Akkumulierung des gebildeten anti-Kres scFvB8~ELP-Fusionsproteins im
endoplasmatischen Retikulum der Pflanzenzellen wurde analog konstruiert. Anstelle des
anti-Kres scFvB8-Genes wurde hierfir jedoch das 843bp grofle Ncol/Notl Genfragment
LeB4-SP~scFvB8 (Fusion der Gensequenz des LeguminB4-Signalpeptides mit dem
anti-Kres scFvB8-Gen) im zweiten Schritt der Ligationsreaktion eingesetzt. Der resultierende
Vektor pRTML_B*~ELP enthalt die chimare Gensequenz fir die ubiquitdre pflanzliche
Expression des anti-Kres scFvB8-Genes mit Retention des gebildeten Fusionsproteins im
endoplasmatischen Retikulum aufgrund der Prasenz der Sequenz des LeguminB4-
Signalpeptides am 5-Ende und der KDEL-Sequenz am 3'-Ende des scFvB8-ELP-Genes.
Die korrekte Orientierung der ELP-Gensequenz wurde bei beiden Konstrukten durch
Restriktionsanalyse mit dem Enzym Bgl | Gberpraft.

Die Klonierungsstrategie fir die Konstruktion der Expressionskassetten flir die ubiquitare
Expression des anti-Kres scFvB8~ELP Fusionsproteins ist in Abb. 41 schematisch
dargestellt. Die computergestitzte Analyse der abgeleiteten Sequenz des nach Expression
erhaltenen Fusionsproteins mit dem Programm Lasergene ergab einen theoretisch

ermittelten isoelektrischen Punkt von 6,35 und ein Molekulargewicht von 71,2 kDa.
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Abb.41.: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Erzeugung der Konstrukte
cytoB*~ELP zur ubiquitdren cytosolischen Expression (linke Seite) bzw. B*~ELP
zur ubiquitdren Expression des anti-Kres scFv~ELP-Fusionsproteins mit Retention
im endoplasmatischen Retikulum (rechte Seite), Erkldrung: siehe Text.

84



Ergebnisse

USP SP scFv tag 100xELP tag2 Term.
UB~ELP 5 3
KDEL
35S-P scFv tag 100xELP Term.
CytoB*~ELP | 5 3
KDEL
35S8-P SP scFv tag 100xELP Term.
B*~ELP 5 3]
KDEL

Abb.42.: Schematische Darstellung der flir die pflanzliche Expression des anti-Kres
scFvB8~ELP-Fusionsproteins erzeugten Konstrukte. UB~ELP: Konstrukt fiir die
samenspezifische Expression und Akkumulation des gebildeten anti-Kres scFvB8-
ELP-Proteins im endoplasmatischen Retikulum. CytoB*~ELP: Konstrukt fiir die
ubiquitédre zytosolische Expression des anti-Kres scFvB8-ELP-Proteins. B*~ELP:
Konstrukt fiir die ubiquitdre Expression und Akkumulation des gebildeten
Fusionsproteins im ER. USP: Sequenz des USP-Promotors von Vicia faba; 35S-P:
Sequenz des CaMV-35S Promotors; SP: Legumin B4-Signalpeptidsequenz; scFv:
Sequenz fiir das anti-Kres scFvB8; tag/tag2: Sequenz des c-myc-tag;, KDEL:
Sequenz fiir das Tetrapeptid KDEL; 100xELP: Sequenz fiir das verwendete
Elastinartige Polypeptid [V-P-G-X-GJ]190; Term.:CaMV 35S-Terminatorsequenz

Aus den Klonierungsvektoren pRTML_UB~ELP; pRTML_cytoB*~ELP und pRTML_B*~ELP
wurden die Expressionskassetten (siehe Abb.42) als HindllI-DNA-Fragmente isoliert und in
den, mit Hindlll linearisierten und anschlieRend dephosphorylierten, Binarvektor pBIN19
(Bevan et al., 1984, Frisch et al., 1995) kloniert. Die resultierenden Vektoren pBIN _UB~ELP,
pBIN _ cytoB*~ELP und pBIN _ B*~ELP wurden Uber die Methode der Elektroporation in
den A.tumefaciens-Stamm pGV 2260 in C58C1 (Deblaere et al., 1985) transformiert (vgl.
3.5). Die erhaltenen Bakterienklone UB~ELP, cytoB*~ELP sowie B*~ELP bildeten die
Grundlage fir den A.tumefaciens-vermittelten Gentransfer in Tabakpflanzen (vgl. 3.6.) zur
Regeneration der transgenen Pflanzenlinien UB~ELP mit samenspezifischer Expression und
Akkumulation im endoplasmatischen Retikulum, cytoB*~ELP mit ubiquitarer zytosolischer
Expression, sowie B*~ELP mit ubiquitéarer Expression und intrazellularer Akkumulierung des
Fusionsproteins im endoplasmatischen Retikulum. Diese Pflanzen wurden nach der
Selektion auf kanamycinhaltigem Medium im Gewéachshaus Kkultiviert. Die Analyse der
Expressionshdhen des gebildeten Fusionsproteins im Vergleich zum scFvB8-Protein ohne
carboxyterminale ELP-Domane bei entsprechender Lokalisierung des rekombinanten

Proteins wird im folgenden Abschnitt beschrieben.
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4.11.2 Expressionsanalyse der Tabakpflanzen mit den chimaren Genkonstrukten fiir
die ubiquitare und samenspezifische Expression des anti-Kres scFvB8~ELP-
Fusionsproteins

Im Kapitel 4.7 wurde die Analyse der Pflanzen mit ubiquitéarer Expression (cytoA/cytoB, A/B,
MA und MB) bzw. samenspezifischer Expression der anti-Kres scFv (UA,UB) beschrieben.
Analog sollten durch Analyse der Proteinextrakte aus Blattmaterial der Pflanzen mit
ubiquitarer Expression des anti-Kres scFvB8~ELP-Fusionsproteins die Pflanzen der
transgenen Linien CytoB*~ELP und B*~ELP hinsichtlich der Expressionshéhe und
Funktionalitat des Einkettenantikérper~ELP-Fusionsproteins geprift werden. Um den Gehalt
an dem rekombinanten Protein in den transgenen Pflanzen mit ubiquitdrer Expression zu
bestimmen, wurde Blattmaterial junger Pflanzen dieser Linien geerntet und hieraus
Proteinextrakte hergestellt (vgl.3.8.2). Zur Prifung des Expressionsniveaus und der
Funktionalitat der scFv-Domane bei dem samenspezifisch exprimierten scFvB8~ELP-Protein
wurden Proteinextrakte aus reifen Samen der transgenen Linie UB~ELP hergestellt
(vgl.3.8.1). Nach der Bestimmung der Konzentration der Gesamtheit der I6slichen Proteine in
den Blatt-,

gesamtldslichem Protein in einem 10%igem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und

beziehungsweise Samenextrakten wurde eine bestimmte Menge an

auf Nitrozellulose transferiert (vgl.3.9). Der immunologische Nachweis des c-myc-tags im
rekombinanten Protein erfolgte mit dem Antikérper 9E10 (Evan et al.1985), einem
Kaninchen-Anti-Maus-IgG~POD-Konjugat und dem ECL-Kit. Anschlielend erfolgte die
semiquantitative Bestimmung der Menge an c-myc-tag haltigem Protein durch Vergleich mit
der Signalstarke einer bekannten Menge von aufgetragenem scFv-Protein. Der scFv-Gehalt
wurde in Bezugnahme auf die auf das Gel aufgetragene, in dem Proteinextraktionspuffer bei
der angewandten Methode l6slichen Menge an Gesamtprotein berechnet [%scFv/GLP]. Die
Ergebnisse der ,Western Blot“-Analysen der Pflanzen mit ubiquitarer beziehungsweise

samenspezifischer Expression des scFvB8-ELP-Proteins sind in Tab.9 dargestellt.

Anzahl der Anzahl der Pflanzen Expressionsniveau
Konstrukt untersuchten mit Expression : [%scFvIGLP] :
Kan® Pflanzen P Min. Max. Mittel
CytoB*~ELP 45 14 0,5 6 2,3
B*~ELP 8 5 2,5 5 3,5
UB~ELP 14 9 157 20" 177

Tab.9: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zur Expressionsanalyse der
Pflanzenlinien mit ubiquitdrer bzw. samenspezifischer Expression des anti-Kres
SscFvB8~ELP-Fusionsproteins. Ubiquitdre zytosolische Expression: CytoB*~ELP. Ubiquitére
Expression mit ER-Retention: B*~ELP. Samenspezifische Expression mit Retention im
endoplasmatischen Retikulum: UB~ELP. Dargestellt ist die Anzahl der insgesamt je
Konstrukt regenerierten und analysierten Pflanzen, der anti-Kres scFvB8~ELP
exprimierenden Pflanzen und die Expressionsniveaus im Blatt (cytoB*~ELP und B*~ELP),
bzw. im Samen (UB~ELP). Das Expressionsniveau wurde mittels ,Western-Blot“-Analysen
von Proteinextrakten aus Blattmaterial semiquantitativ bestimmt. Erlduterung (**): siehe Text.
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(**) Da das samenspezifisch unter Kontrolle des USP-Promotors exprimierte anti-Kres
scFvB8~ELP-Fusionsprotein klonierungsbedingt zwei c-myc-tags enthielt (siehe Abb.42), die
aufgrund des raumlichen Abstandes zueinander wahrscheinlich die Bindung zweier c-myc-
tag Antikérpermolekile je Molekldl Fusionsprotein und damit letztendlich auch eine
Verdoppelung des in ,Western“-Blot Analysen detektierten Signales bewirken, wurde die
ermittelte Konzentration nach Vergleich mit scFvB8-Protein bekannter Konzentration (mit
einem c-myc-tag) mit dem Faktor 0,5 multipliziert. Im Vergleich zu den Pflanzen, die den
Einkettenantikérper ohne carboxyterminale ELP-Doméane exprimieren, konnte selbst bei dem
recht geringem Probenumfang der untersuchten scFv-B8~ELP exprimierenden Pflanzen eine
deutliche Verbesserung des Expressionsniveaus festgestellt werden. Die Analysen der
transgenen Pflanzen der Linien CytoB*~ELP und B*~ELP zeigten, daf’ durch die Fusion des
anti-Kres scFv-Proteins mit dem Elastinartigen Polypeptid eine etwa 230-fache Erhéhung der
durchschnittlichen Expressionshéhe im Zytosol bzw. eine 14-fache Steigerung dieses Wertes
bei Akkumulation im endoplasmatischen Retikulum erzielt werden konnte. Um diese
Unterschiede im Expressionsniveau zu verdeutlichen, wurden die gesamtléslichen Proteine
aus dem Blattextrakt einiger Pflanzen mit ubiquitarer zytosolischer Expression des anti-Kres
scFvB8 (Konstrukte CytoB) und der Pflanzen mit ubiquitarer zytosolischer Expression des
anti-Kres scFv-B8~ELP-Fusionsproteins auf einem 10%-igem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und
mittels  ,Western Blot“ analysiert (Abb.43, links). Auf analoge Weise wurde der
Samenproteinextrakt der Pflanzen mit samenspezifischer Expression des anti-Kres scFv B8
(UB) bzw. des Fusionsproteins (UB~ELP) vergleichend analysiert (Abb.43, rechts).

12 3 -4 567 891011121314 15161718 - - 19202122 - 23 2425
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‘--' 50 kDa . '-
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Abb.43.: Vergleichende Darstellung der Expressionsh6hen von pflanzlich exprimiertem
scFv-B8 und scFv-B8~ELP-Protein nach ,Western-Blot“-Analysen. Von den Pflanzen, die
das rekombinante Protein ubiquitédr im Zytosol exprimierten (CytoB, CytoB*~ELP) wurden die
gesamtléslichen Proteine (GLP) der SDS-Blattproteinextrakte analysiert (linke Seite). Von
den Pflanzen mit samenspezifischer Expression (UA, UB, UB~ELP) wurden die Proteine des
Extraktes reifer Samen untersucht (rechte Seite). Die entsprechende Menge an GLP wurde
nach Denaturierung in einem 10%-igem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und anschlieBend durch
Elektroblot auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der immunologische Nachweis des
scFv-Proteins erfolgte mit dem Antikérper 9E10, einem Kaninchen-Anti-Maus-lgG~POD-
Konjugat und dem ECL-Kit. Spur 1-3: 10ng, 25ng und 50ng scFv-Protein Spur 4-8 je 80ug
GLP: Spur 4: CytoAb4/5, Spur 5: CytoA128/1, Spur 6: CytoA128/2, Spur 7: CytoB19/4, Spur
8: CytoB250/4, Spur 9: Wildtyp-SNN, 2ug GLP, Spur 10: Wildtyp-SNN, 80ug GLP, Spur 11-
14 je 2ug GLP: Spur 11: CytoB*~ELP 5, Spur 12: CytoB*~ELP 11, Spur 13: CytoB*~ELP 12,
Spur 14: CytoB*~ELP 14, Spur 15-18 je 50ng GLP: Spur 15: UB~ELP6,Spur 16: UB~ELP29,
Spur 17: UB~ELP48, Spur 18: UB~ELP50, Spur 19-22 je 20ug GLP: Spur 19: UB-64/4, Spur
20: UB-64/9, Spur 21: UA-116/18, Spur 22: UA-116/18/2, Spur 23-25: 10ng, 20ng und 40ng
scFv-Protein. In der Mitte sind die GréBen des Protein-MW-Standards angegeben.
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Die hochste Akkumulation des rekombinanten anti-Kres scFvB8~ELP-Fusionsproteins wurde
im Samen ermittelt. Das samenspezifisch exprimierte Protein enthielt klonierungsbedingt
zwei c-myc-tags (vgl. Abb.42, oben), die durch ihre Entfernung voneinander mit grofRRer
Wahrscheinlichkeit die Bindung zweier 9E10-Antikorper zulassen und dadurch eine genaue
Quantifizierung erschweren. Das im ,Western Blot*, im Vergleich zu samenspezifisch
exprimiertem und ebenfalls im endoplasmatischen Retikulum  akkumuliertem
Einkettenantikorper ohne ELP-Domane (Konstrukt UB), festgestellte stark erhohte
Expressionsniveau des anti-Kres scFvB8~ELP sollte deshalb mit Hilfe anderer
Nachweismethoden verifiziert werden. Hierfir wurde das scFv-ELP-Fusionsprotein aufgrund
seiner hohen Akkumulation nach der erfolgten gelelektrophoretischen Auftrennung der
Samenproteine der UB~ELP-Pflanzen durch Farbung mit Coomassie-Brilliantblau und durch
Silberfarbung (vgl.3.10) als deutliche Proteinbande nachgewiesen (theoretisches MW: ca.

71,2 kDa). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb.44 gezeigt.

1 2 3 4 5 ™ MW][kDa] 6 7 8 - M MW([kDa]
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Abb.44.: Nachweis des samenspezifisch  exprimierten anti-Kres  scFvB8~ELP-
Fusionsproteins (Pfeil) durch Férbung mit Coomassie-Brilliantblau (links) bzw. durch
Silberfarbung (rechts). Die gesamtléslichen Proteine (GLP) der Samenproteinextrakte
wurden nach Denaturierung in einem 10%-igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
anschlieBend durch Coomassie-Brilliantblau-, beziehungsweise durch Silberféarbung
nachgewiesen (vgl. 3.10). Aufgetragen wurden jeweils 50ug denaturiertes GLP fiir die
Coomassieblauférbung beziehungsweise 5ug GLP fiir die Silberfarbung. Spur 1: SNN (WT-
Kontrolle), Spur 2: UB 64/9 (0,3% scFv/GLP), Spur 3: UA 116/18/2 (0,3 %scFv/GLP), Spur 4:
UB~ELP 48, Spur 5: UB~ELP 50 Spur 6: WT-SNN, Spur 7: UB 64/9, Spur 8: UB~ELPZ29. Die
Grél3en des Protein-Molekulargewichtsstandards sind jeweils rechts angegeben.
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4.11.3 Funktionelle Charakterisierung des anti-Kres scFvB8~ELP Fusionsproteins

Nachdem eine stark erhdohte Akkumulation des anti-Kres scFv-Proteins durch Fusion mit
einem Elastinartigen Polypeptid festgestellt werden konnte, sollte geprift werden, ob die
scFv-Doméane des pflanzlich exprimierten Fusionsproteins weiterhin funktionell aktiv ist.
Hierfir wurden die Antigenbindungseigenschaften des Proteins in indirekten ELISA-
Experimenten untersucht. Es wurden native walrige Proteinextrakte aus Blattmaterial
(ubiquitare Expression, cytoB*~ELP, B*~ELP) bzw. Samen (samenspezifische Expression,
UB~ELP) der Pflanzen als scFv-haltiges Reagenz im ELISA mit immobilisiertem Kresoxim-
methyl-BSA-Konjugat eingesetzt (vgl.3.11.). Desweiteren wurden kontrollweise die
Proteinextrakte aus Blatt bzw. Samen von Pflanzen mit Expression des anti-Kres scFvB8
(scFvB8 ohne ELP-Domane) und von Wildtyptabakpflanzen (SNN, ohne scFv) eingesetzt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 45 und Abb.47 dargestellt.

B SNN

B UB 64/4

BUB~ELP 6
S
C
o]
o
<
Q
O

Us-~
ELp 6
Us 64/4
50ng 5ng
Menge an eingesetztem GLP aus dem Samenproteinextrakt

Abb.45.: Vergleich der Antigenbindungseigenschaften des scFv-Proteins mit und ohne ELP-
Doméne nach samenspezifischer Expression. Zur Priifung der funktionellen Eigenschaften
der scFv-Doméne des Fusionsproteins wurden native Samenproteinextrakte im indirekten
ELISA mit Kres-BSA als immobilisiertem Antigen untersucht. Es wurden verschiedene
Mengen an Gesamtléslichem Protein der nativen Samenproteinextrakte der Pflanzen SNN
(Tabak-Wildtyp), UB64/4 (scFv-B8, mit 0,3% scFv/GLP) sowie UB~ELP 6 (scFv-B8~ELP,
~20% SscFv/GLP) als scFv-haltige Ubersténde eingesetzt. Der Nachweis des scFv-Proteins
erfolgte nach Inkubation mit dem c-myc-Antikérper 9E10 und einem Anti-Maus-IgG~ALP-
Konjugat durch Substratumsatz des zugesetzten pNPP (vgl.3.11). Die Substratumsatzrate
wurde durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 405nm in einem
Mikrotiterplattenlesegerét bestimmt. Dargestellt ist die Substratumsatzrate (OD4ospm) im
letzten Schritt des ELISA in Abhéngigkeit von der eingesetzten GLP-Menge der
entsprechenden Samenproteinextrakte (5ug GLP entspricht 2ul des unverd. Extraktes).
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Der Samenproteinextrakt der Pflanze UB~ELP 6 zeigt bis zu einer Verdinnung von
1:100.000 (~2,5ng GLP) ein spezifisches Signal durch Bindung an festphasengebundenes
Kresoxim-methyl-BSA-Konjugat. Im Vergleich hierzu konnte im Extrakt der Pflanze UB64/4,
mit einer Expressionshéhe von 0,3% scFv/GLP, nur in einer Verdinnung von bis zu 1:1000
(~250ng GLP) ein spezifisches Signal detektiert werden. Im Extrakt der Wildtypkontrolle
(SNN) wurde erwartungsgemaf kein scFv-Protein nachgewiesen. Diese Ergebnisse zeigen,
dafl} das durch die Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid in hohen Mengen im Samen
akkumulierte scFv-Protein funktionell aktiv ist und Antigenbindungsaktivitdt besitzt.
Desweiteren wurde die Bindung an freies Kresoxim-methyl im indirekten kompetitiven ELISA
untersucht. Dabei zeigten das anti-Kres scFvB8 und das anti-Kres scFvB8~ELP
Fusionsprotein eine nahezu identische Affinitat zum Molekil BAS 490F. Die Inkubation der
scFvB8-ELP-Fusionsproteinhaltigen Lésung mit einer Lésung von Kresoxim-methyl in einer
Konzentration von >0,1uM flhrte zu einer Abnahme des Substratumsatzes im letzten Schritt
des ELISA aufgrund der veringererten Menge von festphasengebundenem anti-Kres
scFvB8~ELP-Protein. Eine etwa 50%ige Inhibierung der Bindung des scFvB8~ELP-
Fusionsproteins an festphasengebundenes Kresoxim-methyl-BSA-Konjugat konnte durch
Zugabe einer 1uM BAS 490F-Ldsung erreicht werden (siehe Abb. 46).
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Konzentration an freiem BAS 490F im Kompetitions-ELISA

Abb.46.: Vergleich der Antigenbindungseigenschaften von samenspezifisch exprimierten
anti-Kres scFv-B8 und anti-Kres scFv-B8~ELP hinsichtlich der Bindung an freies Kresoxim-
methyl im indirekten Kompetitions-ELISA. Die Platten wurden mit Kresoxim-methyl-BSA-
Konjugat beschichtet, mit der entsprechenden Menge an freiem BAS 490F in PBST im
Gemisch mit den in PBST verdiinnten Samenproteinextrakten der Pflanzen UB64/4 und
UB~ELP6 (anti-Kres scFv enthaltend), und nachfolgend mit dem Antik6rper 9E10 und einem
Kaninchen-Anti-Maus-IgG~ALP-Konjugat inkubiert. Der Nachweis von enzymgekoppeltem
Anti-Maus-IgG erfolgte durch den Umsatz des hinzugefiigten Substrates pNPP. Dargestellt
ist die prozentuale Inhibierung der Bindung an immobillisiertes Kres-BSA-Konjugat in
Abhéngigkeit von der zugesetzten Menge an freiem Kresoxim-methyl im ersten
Inkubationsschritt mit scFv-haltigem Uberstand. Der Umsatz nach Inkubation des scFv-
haltigen Uberstandes mit Omol/l Kresoxim-methyl entspricht hierbei 100 Prozent.
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Abb.47.: Vergleich der Antigenbindungseigenschaften des scFv-Proteins mit und ohne ELP-
Doméne nach ubiquitdrer Expression. Es wurden jeweils verschiedene Verdiinnungen der
Antikérper-haltigen nativen Proteinextrakte aus Blattmaterial transgener Pflanzen im
indirekten ELISA mit Kres-BSA als festphasengebundenem Antigen getestet. Verschiedene
Verdiinnungen (x-Achse) der wélrigen Blattproteinextrakte der Pflanzen SNN (Tabak-
Wildtyp), B37/5/20 (ca. 0,1ng im ELISA eingesetztem scFv bei 10°-Verdiinnung; 0,8%
ScFV/GLP), B*~ELP 5 (ca. 5ng im ELISA eingesetztem scFv bei 10°-Verdiinnung; 5%
ScFv/GLP) sowie cytoB*~ELP 5 (ca. 7ng im ELISA eingesetztem scFv bei 10°-Verdiinnung;
6% scFv/GLP) eingesetzt. Der Nachweis des rekombinanten Proteins erfolgte nach
Inkubation mit dem c-myc-Antikérper 9E10 und einem Anti-Maus-lgG~ALP-Konjugat durch
Umsatz des zugesetzten Substrates pNPP (vgl.3.11). Die Substratumsatzrate wurde durch
Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldénge von 405nm in einem
Mikrotiterplattenlesegerét bestimmt (y-Achse, abziiglich Hintergrundwert).

Der Vergleich der Antigenbindungsaktivitat von ubiquitar exprimiertem anti-Kres scFvB8 bzw.
anti-Kres scFvB8~ELP-Fusionsprotein zeigte in beiden Fallen eine spezifische Bindung an
Kres-BSA-Konjugat bis in einer Verdiinnung des scFv-haltigen Uberstandes von 1x107
(siehe Abb.47). Die erhaltenen absoluten Substratumsatzraten im ELISA sind bei den
untersuchten Blattproteinextrakten der Linie B*~ELP und cytoB*~ELP aufgrund der hoheren
Expressionsrate und damit verbunden der etwa 50-70-fach gesteigerten Menge an
eingesetztem Antikorperprotein héher als bei einer hochexprimierenden Pflanze der Linie B
(siehe Abb.47). Im Gegensatz hierzu ist die spezifische Antigenbindeaktivitat, ausgedruckt
als Anderung der optischen Dichte bei der verwendeten Wellenlange von 405nm je
Nanogramm eingesetzten scFv-Proteins (AODg4gsnm/Ngscry) Unter Einbeziehung der im
~Western-Blot® semiquantitativ.  ermittelten  scFv-Menge bei den untersuchten
Blattextraktproben der Pflanzenlinien B*~ELP und cytoB*~ELP unter identischen
Bedingungen deutlich niedriger als bei der Linie B. Die spezifische Antigenbindungsaktivitat

ist bei dem ubiquitar exprimierten und im endoplasmatischen Retikulum der Pflanzenzellen
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akkumulierten anti-Kres scFvB8 der Linie B etwa 15-fach hoher als bei dem ubiquitar
exprimierten scFvB8~ELP-Protein der Pflanzenlinien CytoB*~ELP und B*~ELP. Dieser Wert
reprasentiert den Anteil von aktivem Antikérper-Protein am Gesamtgehalt des
Einkettenantikdrpers im Proteinextrakt. Somit ist dieser Anteil bei dem ubiquitar exprimierten
scFv~ELP-Protein deutlich niedriger als bei dem ubiquitdr exprimierten scFv ohne ELP-
Domane. Ein groRer Anteil des Einkettenantikorperproteins scheint nach Hyperexpression im
Blattgewebe durch Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid in inaktiver Form vorzuliegen.
Durch einen kompetitiven indirekten ELISA konnte jedoch auch flr das ubiquitar exprimierte
Protein keine Verschlechterung der Antigenbindeaktivitdt durch die ELP-Domane
nachgewiesen werden. Sowohl ubiquitér exprimiertes anti-Kres scFvB8 als auch anti-Kres
scFvB8~ELP konnte durch Koinkubation des verdlinnten scFv-haltigen Extraktes mit freiem
Kresoxim-methyl in Konzentrationen von 1uM zu etwa funfzig Prozent in der Bindung an
festphasengebundenes Kres-BSA  gehindert  werden (sieche  Abb.48). Die
Antigenbindungsaktivitat und -spezifitdit des aktiven Einkettenantikdrperproteinanteils im

Blattproteinextrakt ist also unverandert.
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Konzentration an freiem BAS 490F im Kompetitions-ELISA

Abb.48.: Vergleich der Bindungseigenschaften von ubiquitér exprimierten anti-Kres scFv-B8
und anti-Kres scFv-B8~ELP hinsichtlich der Bindung an freies Kresoxim-methyl im
indirekten Kompetitions-ELISA. Die Platten wurden mit Kresoxim-methyl-BSA-
Konjugat beschichtet, mit der entsprechenden Menge an freiem Kresoxim-methyl
in PBST im Gemisch mit den in PBST verdiinnten Blattproteinextrakten der
Pflanzen B37/56/20, CytoB*~ELP 5 und B*~ELP 5 (anti-Kres scFv enthaltend), und
nachfolgend mit dem Antikérper 9E10 und einem Kaninchen-Anti-Maus-1gG-ALP-
Konjugat inkubiert. Der Nachweis von enzymgekoppeltem Anti-Maus-1gG erfolgte
durch Messung des Umsatzes des hinzugefiigten Substrates pNPP (AOD 405pm).
Dargestellt ist die prozentuale Inhibierung der Bindung an immobillisiertes Kres-
BSA-Konjugat in Abhéngigkeit von der zugesetzten Menge an freiem Kresoxim-
methyl im ersten Inkubationsschritt mit scFv-haltigem Uberstand. Der Umsatz nach
Inkubation des scFv-haltigen Uberstandes mit Omol/l Kresoxim-methyl wurde als
BezugsgrélRe gleich 100 Prozent gesetzt.
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Die genauen Ursachen flr die niedrigere spezifische Antigenbindungsaktivitat und damit
dem verringerten Anteil an aktivem Antikdrper-Protein trotz erhdhter Menge der ubiquitar
exprimierten anti-Kres scFvB8~ELP-Proteine im Vergleich zu anti-Kres scFvB8 ohne ELP-
Domane missen in weiterfiihrenden Experimenten ermittelt werden. In ELISA-Experimenten,
bei denen bakterieller, anti-Kres-scFvB8-haltiger Uberstand sowie scFvB8~ELP-Protein
haltiger UB~ELP-Samenproteinextrakt mit dem nativen Blattproteinextrakt von Tabak-
Wildtypflanzen und kontrollweise mit dem Puffer PBST prainkubiert wurden, konnte keine
Beeintrachtigung der Aktivitat durch die im Blattextrakt enthaltenen Inhaltsstoffe festgestellt
werden. Die Substratumsatzraten wurden durch den Blattproteinextrakt von Tabak-
Wildtyppflanzen nicht verringert. Das von den Pflanzen im Blattgewebe akkumulierte
scFvB8~ELP-Protein scheint somit bereits vor dem Zellaufschlu® in inaktiver Form
vorzuliegen. Bei dem samenspezifisch exprimierten anti-Kres scFvB8~ELP-Protein konnte
keine Verschlechterung der spezifischen Antigenbindungsaktivitat festgestellt werden. Das
im indirektem ELISA erhaltene Signal des eingesetzten UB~ELP-Extraktes (UB~ELP-6)
Ubersteigt in Bezugnahme auf die eingesetzte Menge an gesamtléslichem Protein das Signal
des UB-Extraktes einer Pflanze mit einem Expressionsniveau von 0,3% scFv/GLP (UB64/4)
im Samen etwa um den Faktor 90 (vgl. Abb..45). Dies ist vergleichbar mit den im ,Western*“-
Blot erhaltenen Ergebnissen, bei denen ahnliche Signalstarken entsprechend 10ug
gesamtloslichem Protein aus Samenproteinextrakt der Pflanze UB64/4 und 50ng
gesamtloslichem Protein der Pflanze UB~ELP-6 erhalten wurden.

Aufgrund der vorliegenden Daten kann der Anteil der aktiven scFv-Domane des
rekombinanten Fusionsproteins in den Samen hochexprimierender Pflanze der Linie
UB~ELP auf etwa 15-20% am Gesamtproteinanteil geschatzt werden. Genaue Angaben
werden nach erfolgter Aufreinigung des rekombinanten Fusionsproteins aus Samen der
Nachkommen transgener UB~ELP-Pflanzen mdoglich sein. Das erheblich verbesserte
Expressionsniveau des anti-Kres scFvB8 durch Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid
konnte moglicherweise auch zu einer im Vergleich bei Expression des anti-Kres scFvB8
ohne ELP verbesserten Toleranz der Keimlinge dieser Linien gegeniber hdheren
Konzentrationen des Fungizides (>25uM) flihren und sollte in weiterfUhrenden Arbeiten
gepruft werden. Durch die beschriebene Mdglichkeit zur Erhéhung des Expressionsniveaus
funktioneller Einkettenantikdrper im Samen erdffnen sich mit Hilfe dieser Methode neuartige
Méglichkeiten im  Bereich der Immunmodulation sowie der kostenginstigen

biotechnologischen Gewinnung rekombinanter Einkettenantikdrperfragmente.
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5 Diskussion

Einkettenantikdrper bieten aufgrund ihrer in vielen Fallen mit den parentalen Antikdrpern
vergleichbaren Antigenbindungseigenschaften (z.B. Artsaenko et al., 1994, Bird et al., 1988,
Bird & Walker, 1991, Devlin et al., 1995) und ihrer geringen Gré3e ein breites
Anwendungsspektrum in der medizinischen Forschung und Therapie (Gavilando & Larrick,
2000). Desweiteren kénnen die rekombinanten Antikorper allgemein flr analytische und
diagnostische Nachweismethoden verwendet werden (z.B. Rau et al., 2002; Hill et al., 1999;
Xu et al., 1999; Dankwardt, 2000; Terrada et al., 2000; Daly et al., 2001). Fur die genannten
Anwendungsgebiete ist eine grélkere Menge an Protein und damit verbunden die
Okonomische Expression der funktionellen Antikorpermolekiile notwendig. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine deutliche Verbesserung des Expressionsniveaus eines
Einkettenantikdrpers im Samen von transgenen Tabakpflanzen durch die carboxyterminale

Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid erreicht.

Neben der in vitro Nutzung biotechnologisch produzierter Einkettenantikdrper kdnnen diese
Molekule auch in vivo fur die Zwecke der Immunmodulation genutzt werden. Die
Immunmodulation ist eine innovative Technologie zur Modifizierung der biologischen
Verflgbarkeit von Molekilen innerhalb der Zelle (Marasco, 1995; Rondon & Marasco, 1997;
Teillaud, 1999, Conrad & Manteuffel, 2001, De Jaeger et al., 2000). Nachdem diese
Strategie erfolgreich im tierischen Zellsystem angewandt wurde, kam dieses Sytem bereits
auch mehrfach in Pflanzen zur Anwendung. Durch diese Methode lassen sich neben
physiologisch wirksamen endogenen Substanzen, wie beispielsweise Phytohormonen
(Artsaenko et al., 1995, Artsaenko, 1996, Artsaenko et al., 1998; Phillips et al., 1997;
Shimada et al., 1999) auch exogen applizierte und anschlieliend im Gewebe akkumulierte
Antigene durch die Expression spezifischer Antikdrper inaktivieren (Ubersicht tber AK-
vermittelte Pflanzenpathogenresistenz siehe Fischer et al., 2001 sowie Schillberg et al.,
2001). Durch die Nutzung gewebs-, und entwicklungsspezifischer Promotoren sowie
intrazellularer Targetingsignale ist eine spezifische Blockierung des Zielantigens auf Organ-,
Gewebs-, und intrazellularer Ebene zeitlich definiert méglich (Artsaenko et al., 1998). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Madglichkeit zur Verbesserung der Toleranzeigenschaften
gegenuber den phytotoxischen Effekten des Fungizides Kresoxim-methyl wahrend der
Samenkeimung durch die Expression von funktionellen anti-Kres-Einkettenantikdrpern in
Tabakpflanzen untersucht. Gegenuber Kontrollpflanzen konnte eine signifikante
Verbesserung der Toleranzeigenschaften bei verschiedenen transgenen anti-Kres
Einkettenantikérper exprimierenden Pflanzenlinien im Konzentrationsbereich von 1uM bis

etwa 10uM BAS 490F nach einer 28-tagigen Applikationsphase festgestellt werden.
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5.1 Notwendigkeit zur Erzeugung von Resistenzen gegeniiber phytotoxischen
Xenobiotika

Aufgrund der standig zunehmenden Weltbevdlkerung und damit verbunden dem stetig
wachsenden Bedarf an Nahrungs-, und Futterpflanzen ist eine effektive Nutzung der
agrarwirtschaftlichen Flachen notwendig. Der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln sichert
diese Effektivitdt durch die Bekdmpfung von Phytopathogenen. Neben Insektiziden und
Herbiziden zur Bekdmpfung von Schadinsekten und kompetitierenden Unkrautern ist der
Einsatz von Fungiziden zur Kontrolle von phytopathogenen Pilzen und der Sicherung der
Nutzpflanzenqualitat notwendig (Lyr, 1995; Knight et al., 1997). Moderne landwirtschaftlich
genutzte Fungizide sollten selektiv, d.h. spezifisch fungitoxisch und fir Mensch, Tier und
Umwelt unschadlich sein. Die Ausbildung von Resistenzen phytopathogener Pilze bedingt
durch die extensive Anwendung von Fungiziden in der Landwirtschaft und damit einem
erhohten Selektionsdruck macht einen standigen Fortschritt auf dem Sektor der Erforschung
neuer Wirkungsmechanismen von Fungiziden notwendig. Durch Modifizierung einer naturlich
vorkommenden Substanz, dem Strobilurin A, begannen Forscher bereits Anfang der 80er
Jahre des letzten Jahrhunderts die neue Fungizidgruppe der Strobilurine flr die
landwirtschaftiche Verwendung zuganglich zu machen (Beautement et al., 1991, Clough,
1993, Sauter et al., 1999). Ein synthetischer Vertreter dieser Stoffklasse ist Kresoxim-methyl
(vgl. 1.5 und 1.6). Neben hervorragenden fungitoxischen Eigenschaften zur Kontrolle von
phytopathogenen Pilzen in Verbindung mit anderen Fungiziden zeigt Kresoxim-methyl einige
physiologische Wirkungen auf die Pflanze. Bei adulten Pflanzen konnten ertragssteigernde
Effekte nach Kresoxim-methylbehandlung beobachtet werden, die Uber die fungiziden,
gesunderhaltenden Effekte hinausgehen (vgl.1.6). Nachteilig ist jedoch die negative
BeeinfluBung des Prozesses der pflanzlichen Samenkeimung nach Applikation des
Fungizides (Grossmann & Retzlaff, 1997). Diese Eigenschaft macht die Entwicklung von
Strategien zur Verbesserung der Toleranz von Pflanzen wahrend dieses Stadiums
notwendig. In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Mdglichkeit der Toleranzerzeugung
durch Modifizierung der Akkumulierung von Kresoxim-methyl am Zielort der pflanzlichen
Zelle mittels Expression spezifischer Einkettenantikdrper untersucht. Es wird postuliert, da®
die Expression von spezifischen Einkettenantikérpern in einem Zellkompartiment aufgrund
der Bindung zu einer Anreicherung des entsprechenden Antigenes in jenem Kompartiment
fuhrt. Dadurch wird ein Mangel des Antigens in anderen Zellkompartimenten erzeugt
(Conrad & Fiedler, 1998; De Jaeger et al., 2000; Conrad und Manteuffel, 2001). Durch die
Expression spezifischer Einkettenantikérper konnten neben der Modulation von endogenen
Wirkstoffen bereits auch Resistenzen gegenulber phytopathogenen Viren erzeugt werden.
Dabei wurden die antiviralen scFv-Proteine in verschiedenen Kompartimenten der

pflanzlichen Zelle, wie dem Zytosol (z.B. Bajrovic et al., 2001, Tavladoraki et al., 1993,
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Zimmermann et al., 1998) und der Zellmembran (Schillberg et al., 2000), mit dem Ergebnis
einer verbesserten Resistenz gegeniiber den entsprechenden Viren exprimiert. Uber die
Expression von spezifisch gegen niedrigmolekulare xenobiotische Substanzen gerichtete
Antikdrper in Pflanzen wurde bisher nur wenig berichtet (Anonym {Porter et al.}, 1997;
Longstaff et al., 1998). Die Moglichkeit zur gentechnischen Verbesserung der Resistenz von
Pflanzen gegenlber phytotoxisch wirksamen Substanzen erlaubt die Anwendung von
ansonsten wirtschaftlich nicht nutzbaren aber aullerst effektiven Pestiziden in der
Landwirtschaft. Das Anwendungsspektrum von Substanzen mit ausgepragter,
beziehungsweise mit einer wie im Falle von Kresoxim-methyl entwicklungsspezifisch
beschrankten, Phytotoxizitat kdnnte dadurch wesentlich erweitert werden. Neben Kresoxim-
methyl zeigen auch Fungizide anderer Stoffklassen sowie einige Insektizide teilweise
phytotoxische Eigenschaften (Schmitt et al., 1981, Grandmougin et al., 1989; Khahlil &
Mercer, 1990; Khahlil & Mercer, 1991; Schaller et al., 1991; Gange et al., 1992; Seymour et
al., 1994; Kerkenhaar, 1995, Kuck et al., 1995; Buchenauer, 1995; Hardy et al., 2001;
Fairbanks et al., 2000; Taylor et al., 2001, Garcia et al., 2002). Die Auswahl zeigt, dalR es
nicht immer mdglich ist, effektive Pflanzenschutzmittel mit hoher Selektivitat flr
Phytopathogene zu erzeugen. Deshalb ware es von grofiem Vorteil, die Toleranz von
Pflanzen durch den Transfer entsprechender Gene zu steigern. Das in der vorliegenden
Arbeit beschriebene Prinzip der immunmodulationsbedingten Toleranzerzeugung gegenuber
den phytotoxischen Effekten des Fungizides Kresoxim-methyl stellt somit ein Modellsystem
fir die Toleranzerzeugungsteigerung gegenuber eingeschrankt selektiv wirkenden

Fungiziden dar.

5.2 Vor- und Nachteile der Gewinnung von Einkettenantikorpern aus
Hybridomzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden 2zwei monoklonale AntikOrper sezernierende
Hybridomzelllinien (mAK 14/8 C5 3/2 und mAK 14/1G9 H11H9) gewonnen. Diese bildeten
die Grundlage fir die Gewinnung der Gene flr die variablen leichten und schweren Ketten
der entsprechenden Immunglobuline flir die Synthese der Einkettenantikdrper. Beide
Hybridomzellen wurden durch Fusion von Milzzellen einer mit Kres-KLH-Konjugat
immunisierten Maus mit Maus-Myelomzellen (vgl.4.1.1) erzeugt und sezernierten
Immunglobuline des Typs IgG1 mit den leichten Ketten des Typs « (vgl. 4.1.2 und 4.1.3). In
ELISA-Experimenten zeigten beide Immunglobuline eine hohe Antigenbindungsaktivitat
sowohl fir das an Tragerprotein gekoppelte Kresoxim-methyl als auch fir das freie Molekil
BAS 490F. Es wurde keine Kreuzreaktivitat mit den verwendeten Tragerproteinen und einem
anderen Tragerprotein-Hapten-Konjugat festgestellt. Durch indirekten kompetitiven ELISA
der IgG-haltigen, verdiinnten Hybridomzelliiberstdande konnte die Antigenbindungsaktivitat

fur freies Antigen nachgewiesen werden Der mAK 14/1G9 H11H9 zeigte dabei gegenlber
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dem mAK14/8C5 3/2 eine etwas bessere Affinitat und wurde im indirekten kompetitiven
ELISA durch geringere Konzentrationen an freiem Kresoxim-methyl in seiner Bindung an
immobilisiertes Kres-BSA-Konjugat gehemmt. Der ICs-Wert betrug unter den gewahlten
Bedingungen beim mAK 14/1G9 H11H9 ca. 1x10°M und bei dem mAK 14/8C5 3/2 ca.
1x10°M. Aus der isolierten mRNA wurden durch RT-PCR die Gene fiir die jeweiligen
leichten und schweren Immunglobulinketten isoliert und in einer weiteren PCR-Reaktion zu
den Genen der anti-Kres scFvA6 und anti-Kres scFvB8 fusioniert (vgl 4.2). Durch Fusion des
jeweiligen scFv-Genes mit einer Signalpeptidsequenz im Vektor pIT wurden die
rekombinanten Antikorpermolekiile in E.coli HB2151 als periplasmatische, l6sliche und
funktionelle Proteine exprimiert (vgl. 4.3). Die im Zytoplasma der Bakterienzelle
synthetisierten Einkettenantikdrper werden aufgrund der N-terminal mit dem scFv-Gen
fusionierten Signalpeptidsequenz in den periplasmatischen Raum translokalisiert und kénnen
nach entsprechend langer Kultivierungsdauer aus dem Kulturmedium isoliert werden. Der
wichtigste Vorteil der Expression im bakteriellen System ist die schnelle Uberpriifung der
korrekten Expression der rekombinanten Proteine im ,Western Blot® und die
Charakterisierung der Antigenbindungseigenschaften im ELISA. Das gebildete scFv-Protein
ist carboxyterminal mit dem c-myc-tag fusioniert. Dieses Peptid diente dem einfachen
Nachweis mit Hilfe des spezifischen Antikorpers 9E10 (Evan et al., 1985). Hierfur wurden
speziell mit diesem Antikorper entwickelte ,Western-Blot* und ELISA-Methoden genutzt. Die
im ,Western-Blot" erhaltenen Ergebnisse zeigten die korrekte Expression der anti-Kres scFv-
Proteine A6 und B8 (vgl. 4.3.2). In ELISA-Experimenten zeigten beide Einkettenantikorper
gegenuber den parentalen Immunglobulinen vergleichbare Antigenbindungseigenschaften
(vgl. 4.3.1). Der ICs-Wert nach Zugabe von freiem BAS 490F im kompetitiven ELISA des
vom mAK 14/8C5 3/2 abgeleiteten scFv A6 betrug 1x10°M, der entsprechende Wert des
vom mAK 14/1G9 H11H9 abgeleiteten scFv B8 1x10°M. Somit wurde die Funktionalitit der
anti-Kres  Einkettenantikbrper nach korrekter Expression im bakteriellen System
nachgewiesen. Neben der von Milstein und Kohler bereits im Jahre 1975 etablierten
Methode der Hybridomzelltechnik, die fur die Gewinnung der anti-Kres scFv-Gene in der
vorliegenden Arbeit erfolgreich angewandt wurde, existieren bereits neuartige verbesserte
Verfahren zur Selektion spezifischer scFv-Gene in vitro. Diese Methoden sind beispielsweise
das Phagen-Display, bei denen das scFv-Protein als Fusionsprotein mit einem
Phagenhdillprotein (glll) auf der Oberflache eines Bakteriophagen exprimiert wird und aus
einem Pool verschiedener scFv's durch Bindung an das Festphasengebundene Antigen
angereichert werden kann (z.B.: McCafferty et al., 1990; Hoogenboom et al., 1991; Clackson
et al., 1991; Hoogenboom & Winter, 1992; Griffiths, 1993; Griffiths et al., 1993; Griffiths &
Duncan, 1998; De Jaeger et al., 1997; Desiderio et al., 2001), das Ribosomendisplay, bei
dem die in vitro translatierten scFv-Proteine an Ribosomenkomplexen prasentiert vorliegen

(Hanes & Pliickthun, 1997; Jermutus et al., 2001) sowie das robotergestutzte Antikdrperarray
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(de Wildt et al., 2000). Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der erwahnten
Schwierigkeiten bei der Isolation eines stabilen, Kresoxim-methyl bindenden, monoklonalen
Antikdrpers die Methode des Phagendisplay angewandt. Dabei konnten jedoch keine
spezifischen scFv-Proteine mit Affinitat zum freien Molekll Kresoxim-methyl isoliert werden
(Daten nicht gezeigt). In diesem Fall erwies sich die klassische Methode der scFv-
Gewinnung Uber die Isolierung eines spezifischen monoklonalen Antikérpers als geeigneter.
Die Entwicklung und Verbesserung der genannten, neuartigen Methoden erleichtert jedoch
zukunftige Anwendungen wesentlich, da sie gegenuber dem Verfahren der
Hybridomzelltechnik eine wesentlich kostenglinstigere Isolation von verschiedenen
rekombinanten Einkettenantikbrpern in einem kurzen Zeitraum ermdglicht. Durch
entsprechend gewahlte Bedingungen kdnnen mit den Methoden des Phagendisplays, des
Ribosomendisplays und des Antikérperarrays auflerdem besondere Eigenschaften des
Einkettenantikoérperes, wie Stabilitat, Spezifitat und Affinitat bereits wahrend der Selektion

beeinflut werden.

5.3 Expression der anti-Kres scFv in Tabakpflanzen

Die im bakteriellen System charakterisierten Einkettenantikdrper gegen Kresoxim-methyl
wurden fur eine pflanzliche Expression nach Erzeugung der entsprechenden Konstrukte
mittels A.tumefaciens vermittelten Gentransfer in Nicotiana tabacum (Var.SNN) zur
Expression gebracht. Aufgrund der von De Jaeger und Mitarbeitern (2000) sowie Conrad &
Mannteuffel (2001) postulierten Prinzipien der Immunmodulation (vgl. auch 1.4) wurde das
scFv-Protein zur Schaffung artifizieller Sinks des Fungizides in verschiedenen
Kompartimenten der pflanzlichen Zelle exprimiert.

Der Eintritt in den sekretorischen Weg wurde dabei durch das aminoterminale LeB4-
Signalpeptid (Bdumlein et al., 1986) erreicht. Umfangreiche elektronenmikroskopische
Studien in unserer Arbeitsgruppe mit verschiedenen scFv-Gensequenzen bestatigten den
Eintritt des rekombinanten Proteins in das endoplamatische Retikulum der Zellen von
Tabakpflanzen und den KDEL-vermittelten Verbleib in diesem Kompartiment sowie davon
abgeleiteten Kompartimenten, wie der Kernmembran (Fiedler, 1996; Artsaenko, 1996). Fehlt
eine derartige Signalpeptidsequenz, kommt es zur Expression und Akkumulation des scFv
im Zytoplasma der Zelle (Biocca et al., 1995).

Die ubiquitare pflanzliche Expression der anti-Kres Einkettenantikorper wurde durch den
starken konstitutiven CaMV 35S-Promotor kontrolliert. Das hochste Expressionsniveau
wurde bei den Pflanzen mit Retention des Einkettenantikorpers im endoplamatischen
Retikulum erreicht (siehe Tab.2, Konstrukte A, B: Abb.23). Das hohe Expressionsniveau
kann auf die Fahigkeit zur Bildung von stabilisierenden Disulfidbricken mit Hilfe des im

endoplamatischem Retikulum lokalisierten Enzyms Proteindisulfidisomerase und die Prasenz
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von faltungsunterstiitzenden Chaperonen (Gething & Sambrook, 1992; Galili et al., 1998)
zurtickgefiihrt werden. Das hdchste Expressionsniveau des Einkettenantikorpers wurde bei
den Pflanzen des Konstruktes B mit 0,8% und bei den Pflanzen des Konstruktes A mit 0,5%
exprimiertem Einkettenantikdrper am gesamtloslichen Protein bestimmt. Es lag damit
deutlich Gber dem maximalen Expressionsniveau der Pflanzen mit ubiquitarer zytosolischer
Expression der anti-Kres scFv (Konstrukte cyto_A und cyto_B, Abb.21). Diese Pflanzen
akkumulierten die Einkettenantikérper in Mengen bis zu 0,03% [scFv/GLP] im Blattgewebe.
In den meisten publizierten Fallen konnten die entsprechenden Einkettenantikdrper ebenfalls
nur in geringen Konzentrationen nach zytosolischer Expression nachgewiesen werden (z.B.
Owen et al., 1992, Tavladoraki et al., 1993, Zimmermann et al., 1998, Xiao et al., 2000). Fur
die geringe Akkumulierung der Einkettenantikdrper im Zytosol der pflanzlichen Zelle sind
verschiedene Griinde anzufihren. Der reduzierende Redoxzustand dieses Kompartimentes
(Hwang et al., 1992) kann zu einer teilweise inkorrekten Faltung und damit zur Instabilitat
des rekombinanten Proteins fihren. Proteasen die zu einer Verkirzung der Halbwertszeit
und damit zu einer hoheren Umsatzrate und einer verkirzten Lebensdauer des
rekombinanten Proteins flihren, kénnen ebenfalls die Menge des akkumulierten Proteins
herabsetzen (Biocca et al., 1995). Desweiteren wurde berichtet, dal} die Stabilitdt von
Einkettenantikdrpern nach Expression im Zytosol sequenzspezifisch verschieden ist und
demzufolge stark varieren kann (De Jaeger et al., 1999).

Das Expressionsniveau der Pflanzenlinien A und B war auch hoher als das der Pflanzen mit
Verankerung des scFv-Proteins in der Plasmamembran (Konstrukte MA und MB, Abb.24).
Da die Plasmamembran als Abgrenzung nach auf’en nur einen geringen Prozentsatz des
Volumens der Pflanzenzelle einnimmt, kann trotz des im Vergleich zu den Pflanzen mit ER-
Retention niedrigeren Expressionsniveaus von durchschnittlich 0,05% scFv/GLP mit einer
lokal hohen Konzentration der Einkettenantikérper in der Plasmamembran gerechnet
werden. Die Verankerung in der Plasmamembran mit extrazellularer Prasentation der
Einkettenantikérper wird durch die carboxyterminale Fusion des Antikdrperproteins mit der
Transmembrandomane des  menschlichen  Blutplattchen-Wachstumsfaktorrezeptors
(PDGFR, Gronwald et al., 1988) erreicht. Der Transport von Proteinen in den extrazellularen
Raum erfolgt Gber das endoplasmatische Retikulum im sogenannten sekretorischen Weg
(Chrispeels 1991, Bednarek & Raikhel, 1992). Dabei gelangen die Proteine, vermittelt durch
ein hydrophobes Signalpeptid am N-Terminus, in das endoplasmatische Retikulum.
AnschlieRend erfolgt Uber das Golgi-Netzwerk der Transport durch Vesikel an die
Zelloberflache und bei Vorhandensein eines entsprechenden Ankersignales die Verankerung
in der Plasmamembran. Nachdem in unserer Arbeitsgruppe erstmalig Versuche zur Nutzung
der Transmembrandomane des PDGFR zur membranspezifischen Verankerung eines
Einkettenantikdrpers gegen Abscisinsaure durchgefihrt wurden (U.Conrad, miindliche

Mitteilung), untersuchten Schillberg et al. (2000) den Einflu® dieser Transmembrandomane
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auf die Kompartimentierung eines antiviralen scFv-Proteins in Tabakpflanzen. Urspringlich
erfolgreich zu Selektionszwecken von membranverankerten Einkettenantikérpern im
tierischen Zellen eingesetzt (Chesnut et al., 1996), werden die scFv-Proteine in Pflanzen
nach carboxyterminaler Fusion mit der PDGFR-TMD nur zum Teil in der Plasmamembran
zurtckgehalten. Ein Teil des Proteins wird nach der Verankerung in der Membran vermutlich
durch extrazellular lokalisierte pflanzliche Proteasen abgespalten und liegt anschlieRend im
Apoplasten vor. So konnten Schillberg et al. (2000) sowohl das membranstandige
rekombinante Protein als auch prozessiertes Protein in der extrazellularen Flussigkeit
nachweisen. Die Untersuchungen der Blattproteinextrakte von Pflanzen der Linien MA und
MB im ,Western-Blot* zeigten kein entsprechend prozessiertes scFv-Protein ohne
Transmembrandomane, sondern nur das groRere anti-Kres scFv~TMD-Fusionsprotein
(siehe Abb.39). Schillberg und Mitarbeiter (2000) postulieren eine proteolytische Schnittstelle
im Bereich des c-myc-tags, so dall im Apoplasten vorliegendes scFv flir einen Nachweis mit
dem Antikérper 9E10 (Evan et al., 1985) aufgrund des fehlenden c-myc-tags nicht mehr
zuganglich ist. Die zusatzliche Prasenz der anti-Kres scFv-Proteine im Apoplasten kann
jedoch aufgrund der von Schillbergs Arbeitsgruppe ermittelten experimentellen Befunde als
sehr wahrscheinlich angenommen werden.

Kresoxim-methyl zeigt eine hauptsachlich auf den Keimprozel3 beschrankte Phytotoxizitat,
die sich in einer konzentrationsabhangigen Verzogerung der Keimung aufert. Deshalb
wurde neben der ubiquitdren Expression auch die samenspezifische Expression des anti-
Kres Einkettenantikdrpers in Pflanzen angestrebt. Die ,upstream“ vom scFv-Gen eingefligte
regulatorische DNA-Sequenz des USP-Genes (Bdumlein et al., 1991/) sollte eine starke
Akkumulierung des scFv-Proteins im Samen transgener Tabakpflanzen ermaoglichen
(Konstrukte UA und UB, vgl. Abb.26). Das erzielte maximale Expressionsniveau im Samen
lag bei 0,5% scFv/GLP. Die Akkumulierung im endoplasmatischen Retikulum und
abgeleiteten ,protein bodies wurde durch das aminoterminale LeB4-Signalpeptid und dem
carboxyterminalen Retentionssignal KDEL erreicht. Bisherige Untersuchungen in unserer
Arbeitsgruppe mit ebenfalls durch den USP-Promotor kontrollierter Expression von
Einkettenantikérpern gegen Phenyl-Oxazolon und Abscisinsaure erzielten nach Retention im
endoplasmatischen Retikulum deutlich hdhere Expressionsniveaus (Conrad et al., 1998).
Deutliche Unterschiede im Expressionsniveau zwischen den beiden genannten
Einkettenantikdrpern (anti-ox-scFv und anti-ABA-scFv) lassen jedoch auf eine individuelle,

sequenzabhangige maximale Akkumulationsrate schliefl3en.

5.4 Erzeugung von Toleranz gegeniiber den phytotoxischen Eigenschaften
des Fungizides Kresoxim-methyl wahrend der Samenkeimung

Intrazellular sind die in der vorliegenden Arbeit erzeugten und funktionell charakterisierten

anti-Kres scFv bei den jeweiligen Pflanzenlinien im Zytoplasma (Konstrukte cyto A,B), im
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endoplasmatischen Retikulum (Konstrukte A,B) und in der Plasmambran/Apoplast
(Konstrukte MA,MB) lokalisiert. Die samenspezifische Expression und Akkumulierung im
endoplasmatischen Retikulum erfolgte unter dem Aspekt der temporar beschrankten
Anwendung der Immunmodulation. Das Ziel war die Erreichung einer verbesserten Toleranz
gegenuber den phytotoxischen Effekten von Kresoxim-methyl wahrend der Samenkeimung
durch Nutzung des im Samen akkumulierten anti-Kres scFv.

Kresoxim-methyl wirkt durch die Hemmung des mitochondrialen bcs-Komplexes und damit
verbunden der Inhibierung der Atmungskette. Im Gegensatz zur erwartenden breiten
bioziden Aktivitat zeigt BAS490F eine relativ hohe Selektivitat auf Organismenebene. Als
Ursachen fir diese Selektivitat werden artspezifische Unterschiede in den Aufnahme-,
Verteilungs- und Detoxifikationsraten und damit Unterschiede in der Bioverfugbarkeit
angefuhrt (Ammermann et al., 1994). Ein weiterer Aspekt fir das Ausmal der Selektivitat
des Fungizides ist die physiologische Bedeutung der Atmung auf die Vitalitat der
Organismen in dem jeweiligen Entwicklungszustand. Fettspeichernde Samen zeigen eine
Abhangigkeit der Keimung gegeniber Sauerstoff, die Atmungskettenphosphorylierung ist bei
diesen Samen zur Bereitstellung der flir den Keimprozel3 notwendigen Energie wichtig
(Raymond et al., 1985). Demzufolge ist eine Hemmung der Keimung dieser Samen durch
Inhibitoren der Atmungskette, wie beispielsweise Kresoxim-methyl, zu erwarten. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dall Tabak (Nicotiana tabacum, SNN) gegenuber dem
Fungizid Kresoxim-methyl wahrend der Keimungsphase suszeptibel ist. Es wurde eine
konzentrationsabhangige Verzdgerung des Keimprozesses dieser Pflanze beobachtet, wobei
nach 28tagiger Inkubation in 50uM BAS 490F-Lésung eine nahezu vollstandige Hemmung
der Keimung festgestellt wurde. Durch Expression von Kresoxim-methyl bindenden
Einkettenantikérpern in transgenen Tabakpflanzen wurde eine Verbesserung der Toleranz
gegenlber den phytotoxischen Effekten von Kresoxim-methyl wdhrend der Samenkeimung
erreicht. Dies duf3erte sich in einer im Vergleich zu Kontrollpflanzen signifikanten Erhéhung
der Frischmasse am Ende der Applikationsphase. Eine Hemmung des Keimprozesses war
zwar auch bei diesen Pflanzen eindeutig feststellbar, fiel im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen jedoch schwacher aus. Im Vergleich zu bisher in Tabakpflanzen
durchgefuhrten Ansatzen der teilweise nahezu vollstdndigen Immunmodulation von
endogenen Regulatorsubstanzen (Artsaenko et al., 1995; Artsaenko, 1996; Phillips et al.,
1997; Artsaenko et al., 1998; Shimada et al., 1999) wurde eine schwache und auf einen
engen Konzentrationsbereich von 1uM bis 10uM beschrankte Wirkung festgestellt.
Verschiedene Madoglichkeiten kdénnen hierflr als Ursachen in Erwagung gezogen werden.
Zum einen handelt es sich bei der applizierten Substanz um einen im Vergleich zu endogen
vorkommenden pflanzlichen Hormonen in hohen Konzentrationen applizierten Stoff. Das
Expressionsniveau der anti-Kres scFv in den transgenen Pflanzen war im Vergleich zu

beispielsweise anti-ABA-Pflanzen mit bis zu 10fach héheren Expressionsraten eher niedrig.
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Méglicherweise ist die Menge des intrazellularen anti-Kres scFv nicht ausreichend flir eine
vollstandige Neutralisierung des Fungizides. Eine weitere Ursache konnte eine, flur die
vollstandige Bindung und damit Neutralisierung des Wirkstoffes, unzureichende Affinitat der
Antikérper fur das Antigen sein. Hierdurch kénnten trotz genigend vorhandener
Antikdrpermolekile einige Molekile des Fungizides in bioverfliigbarer Form vorliegen und
dementsprechend phytotoxische Wirkung zeigen.

Da die Expression des Einkettenantikorpers gegen Kresoxim-methyl in den gewahlten
Ansatzen jeweils auf ein Zellkompartiment beschrankt war, ist eine unvollstadndige
Sequestration des Fungizides in diesen artifiziellen Sinks und damit die Moéglichkeit des
teilweisen Erreichens des Wirkortes ebenfalls ein moglicher Grund der nur partiell
ausgepragten Toleranz. Fir eine Verbesserung der Toleranzeigenschaften gegeniber einem
phytotoxischen Fungizid durch Immunmodulation sollten aufgrund der genannten mdglichen

Grinde in zuklnftigen Experimenten folgende Punkte berticksichtigt und angestrebt werden:

Erhéhung des Expressionsniveaus des Einkettenantikdrpers.
2. Verbesserung der Antigenbindungseigenschaften des rekombinanten Antikdrpers.
Simultane Expression des scFv in verschiedenen Zellkompartimenten zur Schaffung

verzweigter artifizieller Sinks.

Ansatze zur Verbesserung des Expressionsniveaus (Punkt 1) werden im nachfolgenden
Kapitel diskutiert. Die Antigenbindungseigenschaften (Punkt 2) kénnen beispielsweise durch
sogenanntes ,grafting®, bei denen die Gensequenzen der hypervariablen Bereiche (CDR)
durch gezielte Mutationen und anschlieRende Selektion der hochaffinen scFv verandert
werden oder durch ,chain shuffling“ verbessert werden. Beim ,chain shuffling“ wird die flr die
Bindung an das Antigen hauptsachlich verantwortliche VH-Domane (Liddell & Weeks, 1996)
eines scFv mit einem Pool diverser VL-Ketten eines Genrepertoires kombiniert (Marks et al.,
1992). Nach Expression der Proteine und Selektion kann die verbesserte
Antikérpergensequenz isoliert und fir weitere Zwecke verwendet werden (Marks et al.,
1992). Die simultane Expression des scFv in verschiedenen Kompartimenten der
pflanzlichen Zelle (Punkt 3) kénnte durch die Kreuzung homozygoter Pflanzen verschiedener
Linien mit der entsprechenden Lokalisation des rekombinanten Proteins erreicht werden. So
kénnten beispielsweise durch Kreuzung von MB-Pflanzen mit CytoB-Pflanzen neue
transgene Pflanzen regeneriert werden, die den Antikdrper gegen Kresoxim-methyl sowohl
im Zytosol als auch in der Plasmamembran akkumulieren. Die Zelle wirde demzufolge durch
die extrazellulare Prasentation des scFv in der Plasmamembran ein von Schillberg und
Mitarbeitern (2001) sowie Fischer und Mitarbeitern (2001) postuliertes Schutzschild tragen
und zusatzlich kénnten in die Zelle eingetretene Antigenmolekile durch intrazellular
vorhandene scFv-Molekiile neutralisiert werden. Bisherige Ansatze zur Immunmodulation

durch Expression spezifischer Antikdrper in Pflanzen gegen exogen applizierte Antigene wie
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beispielsweise Pflanzenviren zeigten meist nur partielle Resistenzeffekte (Taviadoraki et al.,
1993; Voss et al., 1995; Fecker et al., 1997). Nur in einem Fall ist von einer vollstandigen
Unempfindlichkeit gegenliber einem Pflanzenvirus durch scFv-vermittelte Immunmodulation
berichtet worden (Bajrovic et al., 2001). Die in der vorliegenden Arbeit und von anderen
Gruppen erhaltenen Daten zeigen, dal sich die Methode der immunmodulationsbedingten
Resistenzerzeugung noch in der Entwicklungsphase befindet und weitere Verbesserungen
notwendig sind.

Bei den Pflanzen der Linie CytoA wurde im Applikationsexperiment keine signifikante
Verbesserung der Toleranzeigenschaften festgestellt. In dieser Linie konnten trotz
aquivalenter scFv-Expressionshéhen (0,03% scFv/GLP) im Vergleich zu CytoB-Pflanzen
keine aktiven Antikbrpermolekile nachgewiesen werden. Bei den Pflanzen der Linie CytoB
gelang hingegen der Nachweis von aktivem scFv-Protein in geringen Konzentrationen. Die
korrekte Faltung des Proteins in ektopischer Umgebung kann durch kritische
Aminosaurereste in den variablen Regionen limitiert werden (Knappik & Pliickthun, 1995;
Biocca, 1995). Beide scFv-Gene weisen Unterschiede in der Primarstruktur auf. Diese
Differenzen koénnten aufgrund abweichender Faltungseigenschaften zum aktiven Protein im
Zytosol die Ursache fir den unterschiedlichen Aktivitatsgrad in diesem Kompartiment sein.
Desweiteren kann die Aktivitat von Einkettenantikbérpern im Zytosol aufgrund der
Notwendigkeit zur Ausbildung von Disulfidbriicken fir die korrekte Faltung des nativen
Proteins von scFv zu scFv verschieden sein (De Jaeger et al, 1999). Beide
Einkettenantikdrper tragen jeweils zwei Cysteinreste in den Gerustregionen der variablen
leichten und schweren Ketten. Der fehlende Nachweis der Funktionalitdt des anti-Kres
scFvVA6 nach Expression im Zytosol der Pflanzenzelle a3t auf die Notwendigkeit der
Ausbildung von Disulfidbricken fur die Aktivitat dieses Einkettenantikorpers schlieBen. Das
anti-Kres scFvB8 hingegen ist auch nach Expression im Zytosol in der Lage, das Antigen zu
binden. Bei den Pflanzen der Linie CytoB genlgte die Menge an aktivem Einkettenantikbrper
trotz des niedrigen Expressionsniveaus zur Ausbildung einer Toleranz. Im Zytosol von
Pflanzenzellen exprimierte Einkettenantikdrper wurden trotz niedriger Akkumulationsraten
auch von anderen Forschergruppen erfolgreich zur Erzeugung von Toleranzen gegeniber
Pflanzenviren angewandt (z.B. Tavladoraki et al., 1993; Zimmermann et al., 1998). Es wurde
gezeigt, dall neben der Menge an aktiven scFv-Protein auch die zellulare Lokalisation
entscheidend fur das Zustandekommen des Antigen-Antikdrper-Kontaktes und damit fur die

Erzeugung von immunmodulationsbedingter Resistenz ist.

5.5 Vor-und Nachteile der Toleranzerzeugung durch Immunmodulation

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Verbesserung der Toleranzeigenschaften
von transgenen Tabakpflanzen gegenuber einem entwicklungsspezifisch phytotoxisch

wirkenden Fungizid durch die Expression von Einkettenantikdrpern in verschiedenen
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Kompartimenten der pflanzlichen Zelle gezeigt werden. Der Grad der erzielten Toleranz liegt
dabei in einem Bereich von etwa zwei. Die transgenen anti-Kres Pflanzen zeigten ein, im
Vergleich zu Kontrollpflanzen ohne funktionellen anti-Kres scFv, um den Faktor 2 erhéhtes
Frischgewicht nach Keimung in 10uM BAS490F-Lésung sowie einen doppelt so hohen
ICso-Wert (10uM gegenliber 5uM). Der Hauptvorteil der Toleranzerzeugung durch
Immunmodulation besteht darin, dal® der durch die Substanz gehemmte Stoffwechselweg
nicht bekannt sein muf3. Es genugt, wenn die Substanz in ausreichend reiner Form vorliegt,
um spezifisch bindenende Antikdrper zu selektieren und anschlielend in der Pflanze zu
exprimieren. Aullerdem ist die Wahrscheinlichkeit von physiologioschen Nebenwirkungen
aufgrund der hohen Spezifitat des exprimierten Einkettenantikdrpers flr die nicht natirlich
vorkommende Substanz gering. Neben dieser Form der Toleranzerzeugung existieren
weitere Mechanismen zur Verbesserung der Toleranz gegenlber phytotoxisch wirksamen
Substanzen durch biotechnologische Methoden. Diese sind primar fir die Toleranz
gegeniber Herbiziden entwickelt wurden, kénnen aber aufgrund des ahnlichen Verhaltens in
der Pflanze prinzipiell auch auf phytotoxische Fungizide lGbertragen werden (nach Tsaftsaris,
1996; Schulz, 1990; Hock et al., 1995):

Beispiele fir diese Strategie sind beispielsweise die Uberexpression des Zielenzymes der
Herbizide Glyphosat oder Phosphinotricin. Trotz reduzierter Wachstumsraten konnte

hierdurch eine vierfach gesteigerte Toleranz gegenuber den Herbiziden erreicht werden.

Da der Wirkort von Kresoxim-methyl erforscht wurde, wéare die Anwendung dieses
Mechanismus zur Toleranzerzeugung ebenfalls denkbar. So kénnte eine Uberexpression der
entsprechenden Komponente des bci-Komplexes, dem Q,-Ort, in Mitochondrien zu einer

verbesserten Toleranz der transgenen Pflanzen gegeniiber Strobilurinfungiziden flhren.

Ein Beispiel hierflr ist die Expression eines mutierten Enolpyruvyl-Shikimat-3-Phosphat-
Synthase Genes aus Salmonella typhimurium in transgenen Tabakpflanzen. Dies fihrte zu
einem hoheren Grad der Toleranz (bis hin zur vélligen Unempfindlichkeif) gegeniber dem
Herbizid Glyphosat als durch die obengenannte Uberexpression des natirlichen Zielproteins
erreicht wurde. Der Nachteil dieser Methode ist eine haufig verringerte Funktionalitat des
modifizierten Zielproteins aufgrund von Veranderungen am aktiven Zentrum.

Punktmutationen im Cytochrom b-Gen wurden bereits mehrfach als Ursache fir die Bildung
einer naturlichen Resistenz ehemals suszeptibler phytopathogener Pilze gegenuber
Strobilurinen angegeben (z.B. Kraiczy et al., 1996; Gisi et al., 2000; Sierotzki et al., 2000/ &
I). Fur die Erzeugung einer Toleranz gegeniuber BAS 490F ware analog die mitochondriale

Expression eines mutierten Cytochrom-b-Genes in transgenen Pflanzen denkbar.
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Der Vorteil dieser Strategie ist, da die Aktivitat des Zielenzymes nicht beeintrachtigt wird,
wie dies bei der Strategie (2) der Fall sein kann. Nachteilig kdnnte eine eventuelle Interferenz
mit dem pflanzlichen Stoffwechsel aufgrund der simultanen Metabolisierung eines
endogenen Substrates sein. Beispiele fur modifizierende Enzyme sind Oxidasen, Amidasen,
Decarboxylasen oder konjugative Systeme wie z.B. die Glutathion-S-Transferase. Durch die
Expression einer Phosphinotricinacetyltransferase (PAT) aus Streptomyces hygroscopicus in
transgenen Tabakpflanzen konnte eine Toleranz gegeniiber Phospinotricin erzeugt werden,
die der 10fachen Menge der fir Feldapplikationen notwendigen Menge entspricht. Ein
anderes Beispiel ist die Expression der Blasticidin S-Deaminase aus Aspergillus terreus, die

in N. tabacum und A. thaliana zur Blasticidin S-Toleranz fihrt (Tamura et al., 1995).

Das ,Multidrug Resistance Protein 1“ (MRP1) beispielsweise ermdglicht den Austransport
von toxischen Xenobiotika (Leslie et al., 2001) und kénnte demzufolge nach Uberexpression

eine Erniedrigung der Konzentration von toxischen Substanzen in der Zelle bewirken.

Der in der vorliegenden Arbeit ermittelte Resistenzfaktor von zwei zeigt, daf’ der durch die
Methode der Immunmodulation erreichte Grad der Toleranz im Vergleich mit konventionellen
Methoden der Toleranzverbesserung gegeniber Xenobiotika (Resistenzfaktoren von 4-fach
bis >>10fach) als verhaltnismalig niedrig einzustufen ist. Demzufolge ist diese Strategie
vermutlich nicht auf eine landwirtschaftliche Anwendung ohne weitere Verbesserungen, die

in 1.4. diskutiert wurden, Gbertragbar.

5.6 ELP-Fusion als Moglichkeit zur Erhdhung des Expressionsniveaus von
Einkettenantikorpern in der Pflanze

Da der Grad der erzielten Toleranz in dem engen Konzentrationsbereich von 1uM bis 10uM
aufgrund der hohen Aufwandmenge an Kresoxim-methyl zur Kontrolle von phytopathogenen
Pilzen flr eine kommerzielle Anwendung der Strategie vermutlich nicht vertretbar ist, sollte
fur zuklnftige experimentelle Untersuchungen durch die Erhéhung des Expressionsniveaus
des anti-Kres scFv eine Erweiterung des Toleranzbereiches angestrebt werden.

Fur die Erhéhung des Expressionsniveaus rekombinanter Proteine gibt es verschiedene
Méglichkeiten. Die Stabilitat des Proteins kann durch gezielte Veranderungen der
Gensequenz bei Beibehaltung der funktionellen Eigenschaften erhéht werden. Im Falle der
Einkettenantikorper ist dies u.a. beispielsweise durch sogennanntes ,loop grafting“ madglich.

Bei dieser Methode werden die Gensequenzen der hypervariablen Bereiche (CDR) eines
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isolierten, instabilen scFv mit der DNA-Sequenz der Gerustregionen (FR) eines bereits als
stabil charakterisierten scFv kombiniert (Jung & Pliickthun., 1997). Das anschlielend
exprimierte rekombinante scFv-Protein besitzt die Eigenschaft der Antigenbindung des
,CDR-Donors" und die Eigenschaft der verbesserten Stabilitat des ,FR-Donors®. Der Nachteil
dieser Methode liegt in dem relativ hohen experimentellen Aufwand. Weitere Moglichkeiten
zur Verbesserung der Stabilitdt und damit der Erhéhung des Expressionsniveaus bestehen
in der gezielten Selektion von stabilen Einkettenantikdrpern unter entsprechenden
Bedingungen wahrend des Selektionsvorganges im ,Phagen-Display” oder nach Einfihrung
von Mutationen in die Gensequenz eines bereits isolierten scFv und nachfolgender Selektion
stabiler Proteine durch ,Ribosomendisplay” (Jermutus et al., 20071).

Eine experimentell einfacher zu realisierende Methode ist die Kombination der
rekombinanten Gene mit bestimmten RNA-stabilisierenden/translationsférdernden
Sequenzen (z.B. 5'-oder 3'-untranslatierte Bereiche der mRNA geeigneter Gene). Durch die
Verbesserung der mRNA-Stabilitdt beziehungsweise der Translationseffizienz konnte
hierdurch eine deutlich Verbesserung des Expressionsniveaus erreicht werden (Gallie, 1996;
Ali & Taylor, 2001; Chaubet-Gigot et al., 2001; Hulzink et al., 2002; Xu et al., 2002). Neben
einer Verbesserung auf Transkriptebene kann auch die Stabilitat der rekombinanten Proteine
direkt durch die Fusion mit bestimmten Proteinsequenzen erhdoht werden. Hieraus resultiert
ebenfalls ein erhdhtes Expressionsniveau. Durch die aminoterminale Fusion von
verschiedenen Proteinen mit Ubiquitin konnte beispielsweise eine deutliche Erhéhung des
Expressionsniveaus der Fremdproteine in Tabakpflanzen erreicht werden (Hondred et al.,
1999). Versuche mit Einkettenantikdrpern zeigten eine Verbesserung des zytosolischen
Expressionsniveaus nach Fusion mit einem stabilisierenden Protein. Schouten und
Mitarbeiter (1996 und 71997) konnten beispielsweise durch die carboxyterminale Fusion eines
Einkettenantikbrpers mit dem Tetrapeptid KDEL eine starke Verbesserung des
Expressionsniveaus des rekombinanten Proteins im Zytosol erreichen. Spiegel und
Mitarbeiter (1999) erreichten eine drastische Steigerung der Menge an akkumulierten
Antikérperprotein durch Fusion eines antiviralen scFv mit dem, im Zytosol sehr stabilen,
Hullprotein des Tabakmosaikvirus. Als Hauptgrund fiir die verbesserte Expressionsrate im
Zytosol wird die Verbesserung der Stabilitdt der scFv-Domane durch einen vom Hullprotein
vermittelten Schutz vor Proteasen angenommen. Die Antigenbindungseigenschaft wurde
durch die Fusion mit dem Fremdprotein nicht beeintrachtigt.

In unserer Arbeitsgruppe konnte eine Verbesserung des Expressionsniveaus im Blatt sowohl
eines pflanzlich ubiquitar exprimierten und im endoplasmatischen Retikulum akkumulierten
synthetischen Spinnenseidenproteins (Scheller et al., 2001), als auch eines
Einkettenantikdrpers gegen ABA (Artsaenko et al., 1994) durch die Fusion mit einem
Elastinartigen Polypeptid erreicht werden (U.Conrad und J.Scheller, miindliche Mitteilung).

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde diese Expressionsstrategie auf das
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anti-Kres scFvB8 Ubertragen. Hierbei kam es ebenfalls zu einer deutlichen Erhéhung des
Expressionsniveaus in den Pflanzen mit ubiquitarer Expression und Retention des
rekombinanten Proteins im endoplasmatischen Retikulum. Die durchschnittliche Menge an
akkumuliertem scFv-Protein im Blatt transgener Pflanzen wurde dabei um den Faktor 14
gesteigert. Das aufgrund des Fehlens einer aminoterminalen Signalpeptidsequenz
zytosolische Expressionsniveau des anti-Kres scFvB8 war durchschnittlich um das 230-
fache erhoht. Die genaue intrazellulare Lokalisation des rekombinanten Proteins mul} jedoch
durch elektronenmikroskopische Verfahren Uberprift werden, da bisher noch keine Daten in
Bezug auf die Kompartimentierung eines scFv-ELP-Fusionsproteins vorliegen. Festgehalten
werden kann jedoch, dall es gelang, durch die carboxyterminale Fusion eines
Einkettenantikérpers mit der Sequenz eines Elastinartigen Polypeptides das
Expressionsniveau im Blattgewebe unter Kontrolle des CaMV-35S-Promotors deutlich zu
erhdhen. Die Ursachen fur die Erhdhung des Expressionsniveaus mussen in
weiterflihrenden Projekten untersucht werden. Wahrscheinlichster Grund hierfiir ist die ELP-
vermittelte Verbesserung der Proteinstabilitat. Elastin (Foster et al., 1973, Gray et al., 1973),
welches ein wichtiger Bindegewebsbestandteil von Arterien, Lungen und der Haut ist, ist ein
aullerst stabiles Protein. Kobatake und Mitarbeiter (2000) erreichten durch die alternierende
Kombination der Proteinsequenzen eines zelladhasiven Peptides mit der Sequenz eines
synthetischen ELP eine generelle Verbesserung der Proteinstabilitat. Dabei zeigte das
Fusionsprotein eine gegenliber dem Protein ohne ELP-Sequenz stark erhohte
Thermostabilitat. Eine verbesserte Thermostabilitat ist oft mit einer erhdhten Resistenz
gegenlber Proteasen verbunden. Die Erhdhung des Expressionsniveaus an anti-Kres
scFv~ELP-Fusionsprotein aufgrund der genannten proteinstabilisierenden Ursachen ist
demzufolge als Grund fir das erhdhte Expressionsniveau im Blattgewebe transgener
Tabakpflanzen anzunehmen. Sequenzanalysen der von der DNA abgeleiteten Primarstruktur
des anti-Kres scFvB8~ELP Fusionsproteines zeigen, dal® mogliche Enzymschnittstellen
verschiedener Proteasen hauptsachlich in der scFv-Domane lokalisiert sind, wahrend diese
Schnittstellen in der ELP-Domane fast géanzlich fehlen (Daten nicht gezeigt). Die am
carboxyterminalen Ende des scFv angeflgte ELP-Domane stellt mengenmafig den groften
Teil des Fusionsproteines dar, kédnnte demzufolge den Angriff von Proteasen an die scFv-
Doméane verhindern und damit proteinstabilisierend wirken. Sie kénnte, ahnlich wie dies von
Schouten und Mitarbeitern (1997) fir die KDEL-Sequenz am Carboxy-Terminus postuliert
wurde, einen Schutz vor C-terminalem Proteinabbau oder einen sterischen Schutz der
Protease-suszeptiblen scFv-Domane bieten. Eine weitere Mdglichkeit ist die Erhéhung der
Stabilitat bzw. der Translationseffizienz des Transkriptes durch die hochrepetitive Sequenz
des ELP-Genes im 3"-Bereich der mRNA des Fusionsproteins.

Die funktionelle Analyse des ubiquitdr exprimierten anti-Kres scFvB8~ELP-Fusionsproteins

ergab, dal® die aminoterminale scFv-Domane im scFv~ELP-Fusionsprotein ihre Aktivitat
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beibehalt. Die Bindung an Kres-BSA-Konjugat konnte im indirekten ELISA ebenso
nachgewiesen werden wie die Bindung an freies Kresoxim-methyl im indirekten kompetitiven
ELISA (vgl.4.11.3). Die Antigenbindungsaktivitat des scFvB8-ELP-Fusionsproteines fur freies
BAS490F ist mit der des scFvB8-Proteins vergleichbar. Durch Zugabe einer 1uM Kresoxim-
methyl-Lésung kam es zu einer 50%igen Hemmung der Bindung des Einkettenantikdrpers
an das immobilisierte Kres-BSA-Konjugat. Durch ,Western Blot“-Analyse der nativen
Blattproteinextrakte konnte die Menge des im ELISA eingesetzten scFv semiquantitativ
ermittelt werden. Die anschlieRend aus dem Quotienten AODg4osnm/Ngscry  €rmittelte
spezifische Antigenbindungsaktivitat des, im endoplasmatischen Retikulum von Blattzellen
akkumulierten, scFvB8~ELP-Fusionsproteins war im Gegensatz zu diesem Wert des scFvB8
jedoch stark erniedrigt. Die erzielte Substratumsatzrate je ng scFv-Protein war im Falle des
scFvB8-ELP-Fusionsproteines deutlich niedriger (Faktor 15) als flr das scFvB8. Die Menge
des aktiven anti-Kres scFv am Gesamtgehalt des anti-Kres scFv im Blatt ist somit bei den
Pflanzen mit ubiquitdrer Expression des scFv-ELP Fusionsproteins niedriger als bei den
Pflanzen mit ubiquitdrer Expression des scFv ohne ELP-Domane. Die eingehenden
Untersuchungen lassen darauf schlielen, daf’ nur ein Teil des akkumulierten rekombinanten
Proteins aufgrund des hohen Anteils am Gesamtproteingehalt von bis zu 6% scFv-Domane
je gesamtloslichem zellularen Blattprotein bereits vor dem Aufschlufd in korrekt gefaltener
und damit aktiver Form vorlag. Das Blattgewebe von N.tabacum-Pflanzen erwies sich
demzufolge fiir eine wirtschaftliche Produktion groRer Mengen an scFv-ELP~Fusionsprotein
mit aktivem scFv-Anteil als weniger geeignet. Das erzielte erhdhte ubiquitare
Expressionsniveau ermdglicht jedoch vor allem bei der, aufgrund der fehlenden
aminoterminalen Signalpeptidsequenz, wahrscheinlich zytosolischen Expression des
rekombinanten Antikorpers wesentlich verbesserte Moglichkeiten der Immunmodulation. Der
stark erhohte Gehalt des Einkettenantikbrpers im Zytosol durch Fusion mit dem
Elastinartigen Polypeptid geht mit einer Verbesserung der Menge an aktivem scFv-Protein in
diesem Kompartiment einher und kdnnte moéglicherweise eine deutliche Verbesserung der
immunmodulationsbedingten Toleranz bewirken.

Eine wesentliche Erhdhung der Menge an akkumuliertem, funktionellem anti-Kres scFvB8
konnte durch die samenspezifische Expression des scFv-ELP-Fusionsproteins mit Retention
im endoplasmatischen Retikulum erreicht werden. Im Vergleich zum Expressionsniveau des
anti-Kres scFv ohne ELP-Domane konnte eine drastisch erhdhte Akkumulierung des
Fusionsproteins im Samen von Tabakpflanzen nachgewiesen werden. Der Samen stellt flr
die Anreicherung von Proteinen ein ideales natirliches Speicherorgan dar. Die durch
cotranslationale Translokation am rauhen endoplasmatischen Retikulum synthetisierten und
im ER akkumulierten natlrlichen Speicherproteine werden nachfolgend in speziellen
abgeleiteten Strukturen, den ,protein bodies” fiir die Langzeitspeicherung kompartimentiert.

Auch rekombinante scFv-Proteine sind in den ,protein bodies” Uber einen langen Zeitraum in
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aktiver Form lagerfahig (Fiedler & Conrad, 1995). Dadurch ist eine hohe Konzentrierung der
Proteine im Samen mdglich. So wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits verschiedene
Einkettenantikbrper unter Kontrolle des USP-Promotors im Samen bis zu einem
Expressionsniveau von 4% scFv/GLP exprimiert. Das anti-Kres scFvB8 zeigte unter
Kontrolle des USP-Promotors ein mittleres Expressionsniveau von 0,2% und eine maximale
Expressionshohe von 0,5% scFv/GLP. Durch Fusion mit dem verwendeten Elastinartigen
Polypeptid konnte das Expressionsniveau jedoch drastisch gesteigert werden. Das
rekombinante Protein im Samenproteinextrakt transgener UB~ELP-Pflanzen konnte nach
gelelektrophoretischer Auftrennung bereits in einer Menge von 50ng GLP immunologisch
nachgewiesen werden. Das scFvB8~ELP-Fusionsprotein enthielt klonierungsbedingt zwei,
der fir diesen Nachweis genutzten, c-myc-tags. Deshalb sind die ermittelten Werte
Schatzwerte flr den Gehalt an scFv-Protein. Sie wurden durch Halbierung des experimentell
durch Vergleich mit einer bekannten Menge scFvB8 (mit einem c-myc-tag) ermittelten
Signalwertes erhalten. Neben dem Nachweis mit immunologischen Methoden wurde der
extrem hohe Anteil des rekombinanten Proteins an dem Gesamtproteingehalt des
Samenextraktes durch entsprechende Farbemethoden nachgewiesen (vgl.4.11.2). Das
Fusionsprotein stellte bei der Silberfarbung den Hauptteil der wasserldslichen Proteine des
Extraktes von UB~ELP-Samen dar. Die Silberfarbung ist jedoch fir vergleichende
quantitative Aussagen hinsichtlich des Gehaltes des rekombinanten Proteins am
Gesamtprotein aufgrund von Unterschieden in der Anfarbbarkeit verschiedener Proteine
weniger geeignet (Merril, 1990; Saxena & Bamezai, 1988). Deshalb erfolgte ein weiterer
Nachweis des rekombinanten Fusionsproteins durch Farbung der im SDS-PAA-Gel
aufgetrennten Proteine des Samenextraktes mit Coomassie-Brilliantblau. Mit dieser
Methode, die auch einen Nachweis der Speicherproteine des Tabaksamen ermdglicht,
konnte ebenfalls eine starke Proteinbande von etwa 75kDa im Extrakt von UB~ELP-Samen
detektiert werden, die im Extrakt von Wildtyp-Samen und transgenen UB-Samen (scFvB8
ohne ELP-Domane) fehlte. Die Proteinfarbung mit dem Farbstoff Coomassie-Brilliantblau
beruht auf der Interaktion des Farbstoffes mit positiv geladenen Aminosduren (Arginin,
Histidin, Lysin) des nachzuweisenden Proteins. Neben der absoluten Menge des gefarbten
Proteins ist die Intensivitat der Farbung abhangig vom Gehalt dieser interagierenden AS-
Reste am Gesamtprotein (Tal et al., 1985). Die im Samenproteinextrakt enthaltenen
natlrlichen Speicherproteine besitzen aufgrund ihrer stickstoffspeichernden Funktion einen
hohen Argininanteil (Mintz, 1998), werden also durch den Farbstoff Coomassie-Brilliantblau
besonders gut angefarbt. Computergestitzte Sequenzanalysen zeigten, dall das
scFvB8~ELP-Fusionsprotein 33 (Arg:11; Lys:16; His:6) das scFvB8-Protein 31 (Arg:11;
Lys:15; His:5) dieser farbstoffbindenden Reste enthalt. Demzufolge ist das durch die
Coomassie-Brilliantblaufarbung erhaltene Signal groRtenteils (zu 94%) auf den scFv-Anteil

des Fusionsproteins zurlickzufuhren und spiegelt quantitativ hauptsachlich den Anteil des
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Einkettenantikorpers wider. Die hauptsachlich aus der Wiederholung des Pentapeptides
[V-P-G-X-G] bestehende Domane des Elastinartigen Polypeptides tragt aufgrund des fast
vollstindigen Fehlens der fir die Coomassie-Brilliantblaufarbung notwendigen
Aminosaurereste bei dieser Methode kaum zur Farbung des Proteins bei.

Aufgrund der erhaltenen Daten wurde die Hyperexpression eines rekombinanten
Einkettenantikdrpers im Samen durch Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid gezeigt.
Die Analyse der Funktionalitat des rekombinanten Fusionsproteins in ELISA Experimenten
ergab eine hohe Antigenbindungsaktivitdt der Antikérperdomane. Der Anteil an
akkumuliertem, funktionellen Einkettenantikérper im Samen war im Gegensatz zu dem im
Blatt exprimierten Fusionsprotein unverandert. Das im ELISA ermittelte verstarkte Signal
entsprach etwa dem durch ,WesternBlot*-Analysen ermittelten erhéhtem Expressionsniveau.
Der Anteil von aktivem Einkettenantikbrper im Samenproteinextrakt von UB~ELP-Pflanzen
(scFvB8~ELP) ist demzufolge als sehr hoch einzustufen und mit dem entsprechenden Anteil
an aktiven scFv/Gesamt-scFv im Samenproteinextrakt von UB-Pflanzen (scFvB8)
vergleichbar. Das auf Proteinakkumulierung und -lagerung programmierte Gewebe des
reifenden Samens erlaubt unter Nutzung des wahrend der Reifungsphase hochaktiven USP-
Promotors (Phillips et al., 1997) eine effektive Akkumulierung hoher Mengen an
funktionellem Antikérperprotein im endoplasmatischen Retikulum beziehungsweise
abgeleiteten ,protein bodies®. Mogliche Ursache konnte ein hoher Gehalt an
faltungsunterstiitzenden Enzymen in den Zellen des Samens sein oder die Abwesenheit von
deaktivierenden Substanzen, die nach ZellaufschiuR mit dem in den Strukturen des
endoplasmatischen Retikulum akkumulierten rekombinanten Protein in Kontakt kommen
kénnen. Mdglicherweise existiert eine natlrliche Grenze fur die Menge an akkumuliertem,
aktivem rekombinanten Protein in der Pflanzenzelle, die organabhédngig ist. Demzufolge
ware eine Expression extrem hoher Mengen von korrekt gefaltenem, funktionellen Protein im
Blattgewebe eingeschrankt, im Samen jedoch (fast) uneingeschrankt moglich.

Die mit dieser Methode erzielte Verbesserung des Expressionsniveaus von rekombinantem
scFv-Protein im Samen von Tabakpflanzen er6ffnet aussichtsreiche biotechnologische
Anwendungsmdglichkeiten flr eine &uRerst kostenglnstige Gewinnung funktioneller
Antikérper. Da es sich bei dem fir diese Methode verwendeten Fusionspartner um ein
synthetisches Pendant des natlrlichen Gertstproteins Elastin (Foster et al., 1973, Gray et
al., 1973) handelt, welches beispielsweise beim Verzehr von tierischen Lebensmitteln
aufgenommen wird, kann fir das Fusionsprotein eine geringe toxikologische Potenz erwartet
werden. Fir die industrielle Anwendung der Strategie sollte das rekombinante Protein jedoch
in Pflanzen mit einem niedrigen Gehalt an toxischen Inhaltsstoffen, wie beispielsweise Erbse
oder Getreidearten exprimiert werden. Dall die Expression von funktionellen
Einkettenantikérpern in diesen Pflanzen prinzipiell moglich ist, zeigen beispielsweise
Arbeiten von Saalbach et al., (2001) und Stéger et al., (2000).
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob in transgenen Pflanzen exprimierte Kresoxim-

methyl bindende Einkettenantikdrper eine Verbesserung der Toleranz gegenuber den

phytotoxischen Eigenschaften dieses Strobilurinfungizides wahrend der Samenkeimung

hervorrufen. Die Ergebnisse der Arbeit kdnnen in einigen Punkten zusammengefalt werden:

1.

Es wurden zwei murine monoklonale Hybridomzellklone isoliert und charakterisiert. Die
sezernierten Immunglobuline binden spezifisch mit mittlerer Antigenbindungsaffinitat das
Molekil Kresoxim-methyl. Diese Antikérper kdnnten beispielsweise die Grundlage flr

eine immunologische Quantifizierung des Fungizides BAS 490F bilden.

Die Gene flr die variablen leichten und schweren Ketten der beiden mAK wurden isoliert
und zu funktionellen Einkettenantikbrpern arrangiert. Beide abgeleiteten
Einkettenantikérper zeigten nach bakterieller Expression ahnliche Antigenbindungs-

eigenschaften flr das Fungizid Kresoxim-methyl wie die parentalen Immunglobuline.

Nach der Charakterisierung der rekombinanten Einkettenantikdrper im bakteriellen
System wurden transgene anti-Kres Tabakpflanzen regeneriert. Die ubiquitare
Expression in verschiedenen Zellkompartimenten (Zytosol, endoplasmatisches
Retikulum, Plamamembran/Apoplast) erfolgte unter Nutzung entsprechender
Signalsequenzen und Targetingsignalen unter Kontrolle des CaMV-35S-Promotors. Die
samenspezifische Expression wurde durch den USP-Promotor erreicht. In allen
erzeugten transgenen Nicotiana tabacum Linien wurde die Akkumulation der Antikdrper
nachgewiesen. Die Funktionalitat der Einkettenantikdrper konnte mit Ausnahme des

Konstruktes CytoA in allen Konstrukten nachgewiesen werden.

Die transgenen Pflanzen =zeigten unter normalen Kultivierungsbedingungen bei
Abwesenheit von Kresoxim-methyl einen dem Wildtyp entsprechenden Phanotyp. Ein
vom Wildtyp abweichender Phanotyp wurde nach Zugabe von Kresoxim-methyl in
Applikationsexperimenten festgestellt. Das Resultat zeigt die immunmodulationsbedingte
Verbesserung der Toleranz gegenidber Kresoxim-methyl in einem begrenzten
Konzentrationsbereich. Kresoxim-methyl ist hauptsachlich wahrend der Keimphase von
Pflanzen phytotoxisch und verzdgert beispielsweise auch bei Nicotiana tabacum den
Keimprozel3. In einem entsprechend gewahlten Versuchssystem wurde nach einer
28tagigen Keimungsphase in Gegenwart des Fungizides (1 bis 10uM) eine signifikante
Verbesserung der ermittelten Frischmasse bei den meisten untersuchten
hochexprimierenden transgenen anti-Kres-Linien im Vergleich zu Kontrollpflanzen

festgestellt. Kresoxim-methyl hemmte auch bei den anti-Kres-Pflanzen die Keimung,
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allerdings in einem verringertem Ausmall als beim Wildtyp und den transgenen
Kontrollpflanzen. Bei Konzentrationen > 25uM trat auch bei den transgenen anti-Kres
Linien eine dem Wildtyp entsprechende (nahezu vollstdndige) Hemmung der
Samenkeimung ein. Durch die Expression funktioneller, Kresoxim-methyl bindender,
Einkettenantikorper konnte somit eine partielle Verbesserung der Widerstandsfahigkeit
gegenuber den phytotoxischen Wirkungen des Fungizides wahrend der Samenkeimung

von Tabakpflanzen erreicht werden.

5. Es wurden verschiedene Konstrukte fir die ubiquitdre und samenspezifische Expression
eines anti-Kres scFvB8~ELP-Fusionsproteins in Tabakpflanzen erzeugt. Die Analyse
nach ubiquitarer Expression dieses Fusionsproteins ergab eine stark erhdhte
Akkumulation des rekombinanten Proteins durch die carboxyterminale ELP-Doméane im
Blattgewebe. Dabei war zwar die Affinitat des scFv zum freien Antigen unverandert,

jedoch der Anteil an funktionellen Einkettenantikérperprotein nicht proportional erhéht.

6. Die samenspezifische Expression des scFvB8~ELP-Fusionsproteins flihrte zu einer stark
erhdhten Akkumulationsrate (bis etwa 20% scFv/GLP im Vergleich zu 0,5% scFv/GLP).
Der Anteil an funktionellem Einkettenantikbrper war im Gegensatz zu dem im
Blattgewebe akkumulierten Protein proportional zum Anstieg des Expressionsniveaus.
Das erzielte Expressionsniveau des Einkettenantikdrpers im Samen von Tabakpflanzen
durch die Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid liegt deutlich Gber den bisher
veroffentlichten Ergebnissen zur Hochexpression von Einkettenantikérperfragmenten.
Inwieweit die Toleranz gegenltber dem Fungizid durch die erhdhte Menge des anti-Kres

scFvB8 verbessert ist, mul} in weiterfihrenden Experimenten gepruft werden.

Durch die, anti-Kres Einkettenantikérper vermittelte, Immunmodulation des phytotoxischen
Fungizides Kresoxim-methyl in der Modellpflanze Nicotiana tabacum wurde eine partielle
Verbesserung der Toleranz wahrend der Keimungsphase in einem begrenzten
Konzentrationsbereich erreicht. Damit konnte eine neue Mdglichkeit der Resistenzerzeugung
gegeniber einem phytotoxisch wirksamen Fungizid gezeigt werden, welche nach weiterer
Optimierung als Modell fir weitere Fungizide beziehungsweise phytotoxische Pestizide
genutzt werden kann. Desweiteren wurde in der vorliegenden Arbeit eine Verbesserung des
Expressionsniveaus eines Einkettenantikbrpers im Samen von Tabakpflanzen durch die
Fusion mit einem Elastinartigen Polypeptid erzielt. Dieses System kann als Modellsystem flr
eine aulerst wirtschaftliche Produktion und kostengunstige Gewinnung groRer Mengen an

funktionellen Einkettenantikdrpern genutzt werden.
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