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ZUSAMMENFASSUNG
Im Rahmen des vorliegenden Projektes sollten zwei Ziele verfolgt werden.

- Erstens die Entwicklung und Optimierung eines ressourcenschonenden und nachhaltigen

pflanzlichen Produktionsverfahrens fiir antimikrobielle Peptide humanen Ursprungs und

- zweitens die Verwendung erster Substanzmengen zur Bestimmung der antimikrobiellen

Aktivitit der neu produzierten rekombinanten Molekiile.
Um diese Ziele zu realisieren, wurden fiinf Arbeitspakete (AP) geschniirt:

Arbeitspaket 1: Aufbau neuer Expressionskassetten
Es wurden 26 Expressionskassetten kloniert, in den bindren Vektor inseriert und in die Kartoffel

transformiert (Meilenstein 1 erreicht).

Arbeitspaket 2: Identifizierung neuer Promotoren

Es wurde eine Mutanten-Kollektion aus Kartoffelpflanzen, die mit einem promotorlosen GUS-Gen
transformiert wurde, etabliert, um neue knollen- und artspezifische Promotoren zu selektieren.
Hierzu wurden ca. 2000 transgene Linien erzeugt, die mittels GUS-Test und molekularer Methoden
analysiert wurden. Es konnten Kandidatensequenzen isoliert werden, von denen zur Zeit
genomische Klone >1kb isoliert werden. Beim Aufbau der Expressionskassetten konnte ein
artfremder Promotor selektiert werden (PlantonProl), der eine 10-100fach hohere Expression als
der 35S-Promotor aus dem CaMVirus und dariiber hinaus eine knollenspezifische Aktivitét
aufweist. Aufgrund dieser Tatsache wurde die Anzahl der erstellten Kartoffellinien nicht weiter

erhoht (Meilenstein 2 weitgehend erreicht).

Arbeitspaket 3: Erstellung transgener Pflanzen

Je Konstrukt wurden mindestens 50 transgene Kartoffellinien erzeugt. Anndhernd die gleiche
Anzahl wurde im Gewéchshaus angezogen und die Knollen geerntet Die erstellten Pflanzen zur
Produktion der rekombinanten Defensine wurden per Western- und ELISA-Analyse untersucht, um
ihren Gehalt an rekombinantem Protein zu bestimmen. Dabei wurde ein Genotyp mit einer
Expression von etwa 10-30 mg fiir das antimikrobielle Peptid HBD-2 je kg Kartoffelknolle

selektiert (Meilenstein erreicht).

Arbeitspaket 4: Aufreinigung der rekombinanten Peptide aus den Pflanzen
Der in Arbeitspaket 3 selektierte Genotyp wird fiir die von der Firma PLANTON entwickelte
grofltechnische Aufreinigung von HBD-2 verwendet. Ein effizienter Aufreinigungsprozess wurde

etabliert, in dem das HBD-2 mit einer hohen Reinheit (> 97%) aus der Knolle extrahiert wird
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(Meilenstein erreicht). Die Aufreinigung fiir das HBD-3 Peptid konnte nicht realisiert werden. Es
wurden jedoch transgene, HBD-3 exprimierende Pflanzen erzeugt, deren Analyse noch nicht

abgeschlossen ist.

Arbeitspaket 5: Antimikrobielle Tests mit den rekombinanten Peptiden

Die weitere Aufreinigung erfolgte beim Projektpartner II, der mit dem hochreinen HBD-2 Peptid
die antimikrobiellen Tests etablierte und durchfiihrte (Meilenstein erreicht). Die ersten
Testergebnisse zeigten, dass rekombinantes HBD-2 vorwiegend gegen humanpathogene
gramnegative Bakterien und gegen Pilze wirkt. Eine Wirkung bei grampositiven Keimen erfolgte
offensichtlich nur bei einer sehr hohen Konzentration. Erstaunlicherweise zeigte sich eines sehr
starke Wirkung gegen Acinetobacter, der ein Problemkeim insbesondere auf Intensivstationen und
damit bei nosokomialen Infekten ist. Ein System fiir antimikrobielle Tests von B-Defensin-3 wurde

ebenfalls durch Projektpartner II entwickelt (Meilenstein erreicht).

ANLASS UND ZIELSETZUNG DES PROJEKTS

Die Wirksamkeit antibiotisch aktiver Substanzen in der medizinischen Praxis wird zunehmend
durch die Bildung resistenter Keime eingeschrinkt. Verschiedene Studien (z.B. ,,Overcoming
Antimicrobial Resistance* der WHO; Alexander-Projekt) belegen, dass bereits heute mehr als 95%
der Staphylococcus aureus Stimme gegen Penicillin und mehr als 60% der Stimme gegen das
Penicillin-Derivat Methycillin resistent sind. Trotz der gro3en Anzahl verschiedener Antibiotika
(150 FDA-genehmigte antibakterielle Medikamente in den USA) sind die meisten Préiparate
chemisch gesehen Abkdmmlinge von Substanzen (z.B. Penicillin), die von Mikroorganismen wie
Bakterien oder Pilzen produziert werden. Dariiber hinaus weisen Vertreter der FDA darauf hin, dass
wihrend der letzten 20 Jahre deutlich weniger antibiotische Wirkstoffe pro Jahr zugelassen wurden
(Nature Biotechnology 2003, 21:1255-1256). Erst kiirzlich konnte zum erstenmal seit Dekaden
wieder eine Substanz, die eine neue antibiotisch wirksame Stoffklasse reprasentiert, von der FDA

zugelassen werden (Daptomycin, Cubist Pharmaceuticals).

Eine neue antibiotisch aktive Molekiilklasse, die erst kiirzlich auch im Menschen entdeckt wurde
(Harder et al. 1997) und ein vielversprechendes Anwendungspotenzial besitzt, stellen die
antimikrobiellen Peptide dar. Diese Molekiile, die in mehrzelligen Organismen einen evolutiondr
gesehen alten, aber sehr effektvollen Wirkmechanismus der angeborenen Abwehr (innate immunity)
gegen mikrobielle Erreger wie humanpathogene Bakterien, Pilze aber auch Viren (Qiunones-Mateu
2003) entfalten, kdnnen zu einer neuen innovativen Klasse von Therapeutika im Kampf gegen

Infektionskrankheiten entwickelt werden (Zasloff 2002).
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Im Rahmen des vorliegenden Projektes wurden die humanen antimikrobiellen Peptide B-Defensin 2
und 3 (Harder ef al. 1997, 2001) bearbeitet. Die Planton GmbH besitzt die weltweiten Schutzrechte
fiir die Vermarktung des Peptids HBD-2.

Diese humanen antimikrobiellen, die vorwiegend in Epithelien gebildet werden und deren
Expression induzierbar ist, zeichnen sich durch eine besondere Aktivitit aus, die das Risiko der
Resistenzbildung bei Mikroben gering hilt und dariiber hinaus ein breites Wirkspektrum besitzt.
Die antibiotisch wirksamen Substanzen sind optimal auf die physiologischen Bediirfnisse des
Korpers eingestellt und reprisentieren somit eine neue Klasse von natiirlichen, kdrpervertraglichen
Mitteln zur Abwehr von Infektionen. Die besonderen Eigenschaften der Peptide, wie die starke
antibiotische Wirkung und die komplexe Faltung, die fiir die Wirksamkeit essenziell ist, schlieSen
eine effiziente, groftechnische Produktion in mikrobiellen Fermentationssystemen oder durch

chemische Synthese aus.

Aus diesem Grunde war das erste Ziel des Projektes, ein umweltschonendes und nachhaltiges
Verfahren zur Produktion von rekombinanten humanen -Defensinen zu entwickeln, um damit
mittelfristig aus diesen Molekiilen Biopharmazeutika herzustellen und zu vermarkten.

Dazu besitzt die griine Pflanze als photoautotropher Organismus, unter Ausnutzung des
Sonnenlichts, des Treibhausgases Kohlendioxid und durch Aufnahme von mineralischen
Nahrstoffen die Fahigkeit, groBe Mengen an Biomasse, darunter auch Proteine zu produzieren. Sie
bietet als Bioreaktor fiir rekombinante Proteine ein energetisch giinstiges, ressourcenschonendes
und im Sinne der Nachhaltigkeit umweltfreundliches Produktionssystem. Im Vergleich dazu
erfordert die Kultivierung heterotropher Zellen in Fermentationsanlagen einen hohen Energie-
aufwand: zum einen in Form einer kostenintensiven ,,Fiitterung* mit einer Kohlenstoffquelle, zum

anderen miissen die Kulturen permanent temperiert und beliiftet werden.

Rohstoffe aus Pflanzen sind weitgehend CO,-neutral. Bei ihrer Nutzung entsteht kein zusétzlicher
Treibhauseffekt. Inaktiviertes Pflanzenmaterial, das nach der Aufreinigung von Biopharmazeutika
der Kompostierung zugefiihrt wird, setzt immer nur die Menge an CO; frei, die es wéihrend des
Wachstums der Atmosphére entnommen hat. Thre Verwendung kann somit helfen, den sich
verstdrkenden Treibhauseffekt abzumildern und globalen Klimaverdanderungen entgegenzuwirken.
Die Produktion von wirtschaftlich nutzbaren Proteinen in Pflanzen tragt damit zusitzlich zur
Schonung endlicher fossiler Ressourcen, wie Erdol, Erdgas und Kohle bei und er6ffnet
Moglichkeiten zur Verwirklichung einer nachhaltigen Kreislaufwirtschaft. Pflanzliche
Produktionssysteme konnen daher mittel- bis langfristig zur Losung von wirtschafts-, umwelt- und

gesellschaftsrelevanten Problemen beitragen. Mit einer verstarkten industriellen Nutzung
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pflanzlicher Systeme kann der Ressourcenverbrauch vermindert und damit die Entwicklung
nachhaltiger Wirtschaftsformen im Sinne des ,,Sustainable Development* und der Agenda 21

vorangetrieben werden.

Die Planton GmbH hat die Kartoffel als Produktionssystem ausgewdhlt, da bei der Kartoffel nicht
nur Anbau-, Kultivierungs- und Erntebedingungen sowie die Prozessierungen (z.B. Starkeindustrie)
etabliert sind, sondern weil bereits sehr spezifische Bedingungen fiir die Arzneimittelproduktion,

die von der FDA und der EMEA gefordert werden, erfiillt sind:

* Kartoffeln sind Nahrungsmittel: GRAS — ,,generally recognised as safe”,
* Kartoffelpflanzen werden klonal vermehrt,

» genetisch identische Populationen konnen somit aus einer Ausgangspflanze erzeugt
werden,

* dadurch ist die Erstellung einer ,,transgene master bank* moglich,

* keine Kreuzkontamination durch Fremdpolleneintrag, da vegetatives Organ (Knolle)
geerntet wird,

* kein Pollen-Transfer, da minnlich sterile Pflanzen verwendet werden konnen, bzw. die
Bliite entfernt werden kann,

* Knollen sind lager- und transportfahig,

* Monitoring auf Pflanzenviren ist etabliert.

Ein weiterer grof3er Vorteil der Nutzung des pflanzlichen Produktionssystems ist die Vermeidung
und Verminderung von Prozessabfillen im ,,down stream processing* durch die weitere
Aufarbeitung der Ertragsorgane. Die Kartoffelknolle als Produktionsort fiir rekombinante Proteine
ermoglicht parallel die Extraktion der Stirke, die bis zu 20 % der Kartoffelknolle ausmacht. Die
Stirke aus diesen Kartoffeln kann dann fiir Nichtnahrungszwecke eingesetzt werden. Die Planton
GmbH fiihrt hierzu Verhandlungen mit der Firma AVEBE, Veendam, NL (Dr. Bruinenberg), die
eine Pilotanlage fiir die Aufarbeitung von transgenen Kartoffeln im 100 to Maf}stab besitzt. Es
besteht dariiber hinaus die Moglichkeit diese Anlage auch unter GMP-Bedingungen einzusetzen, so
dass eine grofitechnische Gewinnung von rekombinanten Biopharmazeutika aus der Kartoffel

moglich ist. Zusammenfassend ergeben sich daraus folgende Ziele fiir das Projekt:

1) Entwicklung und Optimierung eines nachhaltigen pflanzlichen Produktions-
verfahrens fiir Biopharmazeutika am Beispiel der humanen B-Defensine HBD-2
und HBD-3

2) Erzeugung erster Produktmengen im mg-Bereich, um Effektivitit und

Wirkspektrum der antimikrobiellen Peptide zu bestimmen.
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METHODEN

Klonierungsverfahren zur Herstellung der Expressionskassetten

Die Fusionsmolekiile aus den codierenden Nukleinsduremodulen fiir Transitpeptid, humanem
antimikrobiellem Peptid und Promotor wurden mittels eines PCR-Verfahrens unter Verwendung
einer proof reading-Polymerase (Pfu, MBI Fermentas) hergestellt, bei dem in den beiden ersten
Schritten zwei Fragmente erzeugt wurden, die durch die verwendeten Oligonukleotide zueinander
komplementéire Enden besitzen. In einem zweiten Amplifikationsschritt wurden diese Fragmente
aneinandergefiigt, in den pGEM T-Vektor (Promega) kloniert und sequenziert. Durch die PCR-
Amplifikation war es moglich, die Fragmente mit den Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonuklease X%ol auszustatten, mit deren Hilfe die Sequenzen in die multiple

Klonierungsstelle des bindren Pflanzenvektors integriert wurden (sieche Abbildung 1).

Promotor
pPX1: CaMV35S
pPX2: PlantonPro1

MCS pPX3: PlantonPro1-del

Xhol
Ball

Ncol
Sstl

Kpnl
EcoRl
BamHI
Xhol

3’-nos NPTII
HindIll

CaMV35s
Terminator

pPX
Vektoren ori

Hindlll

CaMV35S
Promotor

CaMV35S
Terminator

LB

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Pflanzen-Transformationsvektoren pPX mit den 3 verwendeten
Promotoren CaM V358, PlantonPro1, PlantonProl-del. Km®: Kanamycin-Resistenz, ori: Replikationsursprung, LB: left
border, RB: right border, MCS: multiple Klonierungsstelle.

Zu Beginn der Klonierungsarbeiten stellte sich heraus, dass die umfangreichen Modifikationen am
Pflanzen-Transformationsvektor (pPZP-Vektor, siche Antrag) dazu fiihrten, dass die Klonierung
nur mit unzureichender Sicherheit und Geschwindigkeit durchgefiihrt werden konnte. Daraufthin
wurde ein alternatives Vektorsystem etabliert, dass auf der Basis der bindren Vektoren der pBIN-

Familie konstruiert wurde (Bevan, 1984).

Erstellung von hairy roots als Testsystem fiir die Expression von HBD-2 und HBD-3

Als Alternative zur Erzeugung der gesamten Kartoffelpflanze wurde das hairy root System
etabliert, dass dazu dienen soll, die Kombination aus Transitpeptid und Gen in einer
Expressionskassette durch ein schnelles Testsystem zu untersuchen. Dabei wurde der konstitutive

Promotor CaM V35S eingesetzt. Die Erstellung von hairy roots erfolgte durch die Behandlung von
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Kartoffel-Explantaten, die aus internodalen Sprossabschnitten steril angezogener Pflanzen der Sorte
Desiree bestanden, mit rekombinantem Agrobacterium rhizogenes. Diese enthielten die
unterschiedlichen Expressionskassetten in Form eines bindren Vektors. Nach einer 10-miniitigen
Inokulation mit Bakteriensuspension wurden die behandelten Explantate kurz auf Whatman-Papier
getrocknet und auf MS-Medium ausgelegt. Bereits nach 8-10 Tagen kam es zu einer Bildung von
Wurzeln an den Schnittstellen der Explantate. Die Wurzelspitzen wurden in Form von etwa 2-4 cm
langen Abschnitten auf Cefotaxim-haltiges MS-Agarmedium (400 pg/pl) iberfiihrt und im Dunkeln
gehalten. Nachdem die Agrobakterien durch das Antibiotikum abgetdtet worden waren, wurde ein
Teil der Wurzelkultur in Fliissigmedium angezogen. Mittels dieses Testsystems ist es moglich, etwa
60 Tage nach der Agrobakterium-Transformation das Protein aus dem Wurzelgewebe zu isolieren
und die Menge des rekombinanten Peptids mit Hilfe der Western-Immunoreaktion zu

quantifizieren.

Inverse PCR zur Identifizierung neuer knollenspezifischer Promotoren

Zur Identifizierung neuer regulatorischer Kartoffelsequenzen wurde das GUS-Reportergen aus dem
bindren Vektor PPROMTAG] mittels Agrobakterium in das Kartoffelgenom integriert. Aus den
erzeugten transgenen Kartoffellinien, die ein Knollen-spezifisches GUS-Signal aufwiesen, wurde
zur Isolation des regulatorischen DNA-Bereichs zunichst genomische DNA isoliert. Dabei kam das
Verfahren der inversen PCR (iPCR) zum Einsatz, das darauf beruht, den Bereich stromaufwarts der
T-DNA Integration mittels PCR zu amplifizieren (vergleiche Antrag, Abbildung 5). Dazu wurde die
genomische Kartoffel-DNA zunéchst mit einem Restriktionsenzym behandelt, das an einer
definierten Stelle innerhalb des GUS Gens schneidet. In einem Ligationsschritt wurde die DNA
zirkularisiert. Mit Hilfe von GUS-spezifischen primern wurde in einem Amplifikationsschritt der
gesuchte Bereich vervielfaltigt und sequenziert. Durch eine sogenannte nested PCR, bei der der
ersten PCR ein weiterer Amplifikationsschritt mit einem zweiten primer-Paar folgt, wurde die
Spezifitit der Amplifizierung erhdht. Fiir die iPCR wurden die Restriktionsendonukleasen Bs/BI,
Haell und Pst1 eingesetzt. Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht iiber die Position der

Restriktionsstellen und die relative Lage der verwendeten primer.

BstBI Haell Pstl
T1 T6 T2 T3 T4 TS
— — — —

— —
GUS

Abbildung 2: Ubersicht der relativen Position der Restriktionsstellen und primer-Bindungsstellen innerhalb der
Sequenz des Reportergens (GUS)
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Proteinisolation aus Kartoffelpflanzen / -knollen und Westernanalyse mit polyklonalen
Antikorpern

Das pflanzliche Protein wurde, nach dem Zellaufschluss durch Morsern in fliissigem Stickstoff,
mittels eines Isolationspuffers aus der Pflanze isoliert, nach einer Zentrifugation in einem erneuten
Zentrifugationschritt gefillt und in einem Puffer gelost. Eine entsprechende Proteinmenge wird auf
ein PAA-Gel geladen, fiir 100 Minuten bei 80 V aufgetrennt und anschlieBend auf eine
Nitrocellulosemembran (Amersham Pharmacia) im semi dry Verfahren transferiert. Die Detektion

des HBD-2 erfolgt mittels eines affinitatsgereinigten polyklonalen Antikdrpers (Peprotec).

Sandwich-ELISA mit polyklonalen Antikérpern

Fiir eine genauere Quantifizierung mit h6herem Durchsatz wurde ein Sandwich-ELISA etabliert.
Dazu wurden Maxisorb-Platten der Firma NUNC verwendet. Die Beschichtung mit polyklonalem
anti-HBD2-Antikorper erfolgte in Carbonatpuffer SOmM (1:1500) tiber Nacht bei RT. Nach einem
Waschschritt mit 1x PBS (+ 0,1 % Tween 20) wurden die HBD2-Standard- und Pflanzenprotein-
Proben in 1x PBS (+ 1 % BSA) verdiinnen. Nach einer Inkubation von 3 Stunden wurde ein poly-
klonaler BIOTIN-anti-HBD2-Antikoérper in 1x PBS (+ 0,1 % Tween 20) in einer Verdiinnung von
1:300 fiir 2 Stunden inkubiert. Nach einem Waschschritt mittels 1x PBS (+ 0,1 % Tween 20)
erfolgte eine Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase in einer Verdiinnung von 1:1000 fiir 1 Stunde.
Einem Waschschritt mittels 1 x PBS (+ 0,1 % Tween 20) folgte die Hinzugabe des TMB-Substrats
(SIGMA). Die Reaktion wurde nach 1 Stunde unter Verwendung von 0,1 M Schwefelsdure ge-
stoppt. Die Cheminumileszenz-Signale wurden mit Hilfe eines Photometers bei 450nm/630nm

gemessen.

Perfusionschromatographie zur Aufreinigung rekombinanter Peptide aus der Kartoffelknolle
Fiir die chromatographische Auftrennung der Kartoffelproteine kommt eine Variante der HPLC, die
Perfusionschromatographie (Fa. Applied Biosystems (AB)) zum Einsatz. Das hierbei verwendete
Sdulenmaterial besteht aus pordsen Kunststoffkugeln auf quervernetzter Poly-(Styren-Divinyl-
benzen)-basis von 20 bzw. 50 um Durchmesser. Die Druckbesténdigkeit des Sdulenmaterials
erlaubt im Gegensatz zur herkdmmlichen Chromatographie das Ausfiihren hoher Flussraten, ohne
dass die Qualitit der Trennung leidet. Bedingt durch den hohen Fluss der mobilen Phase kénnen
Trennungen von Proteinen oder Peptiden 10 bis 100mal schneller als gewohnlich ausgefiihrt
werden. Fiir die Aufreinigung von HBD-2 kommen verschiedene Sdulensysteme als
Anreicherungsschritt und eine Reversed-Phase-(RP)-Sdule als Reinigungsschritt zum Einsatz. Die

Funktionalititen des Perfusionschromatographie-Materials entsprechen mit einer Sulfopropyl-
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Gruppe fiir den Kationentauscher sowie mit Alkyl-Gruppen variabler Lange fiir die RP-Séule der
,hormalen* HPLC. Durch sorgfiltige Auswahl der Lade- und Elutionsbedingungen lassen sich mit
der Perfusionschromatographie erstaunlich gute Trennleistungen in denkbar kurzen Analysezeiten
erzielen. Die Analyse der jeweiligen Peakzusammensetzungen der chromatographischen Fraktionen
erfolgt mittels MALDI-MS. HBD-2 zeigt im MALDI-MS-Spektrum ein durchschnittliches Mole-
kulargewicht (MW) von 4329 Da.

MALDI-TOF-MS

Die durch die Chromatographie erhaltenen Fraktionen miissen hinsichtlich ihrer Protein-
zusammensetzung analysiert werden, da ein einzelner Peak aus vielen Einzelkomponenten zu-
sammengesetzt sein kann. Neben dem HBD-2 konnen bei ungeniigenden Trennleistungen des
HPLC-Laufs noch Verunreinigungen auftreten. Die Qualitdtskontrolle der HPLC-Aufreinigung
wird mittels MALDI-MS durchgefiihrt. Wenige Mikroliter der zu untersuchenden Fraktion werden
hierfiir mit Matrix vermischt auf eine Stahlplatte getropft und getrocknet. Beim Trocknen
kristallisiert diese Matrix in sehr feinen Nadeln aus. Im Massenspektrometer wird die in der Matrix
eingebettete Probe im Vakuum durch Anregung mittels eines UV-Lasers freigesetzt und ionisiert.
Die durch Protonierung positiv geladenen Proteine bzw. Peptide werden im elektrischen Feld
beschleunigt und treffen entsprechend ihrer Massen nach einer definierten Flugzeit auf den
Detektor. Rechnergesteuert werden Massenspektren generiert, die die jeweiligen lonenmassen (Da)
und die zugehdrige Haufigkeit (Intensitét) aufzeigen. Im Idealfall einer hochreinen
chromatographischen Fraktion wére nur die Masse des zu reinigenden HBD-2s (MWypp., = 4329
Da) sichtbar. Zusitzliche Signale im Massenspektrum hingegen zeigen Verunreinigungen bzw.
Koeluate an. Die Entwicklung der chromatographischen Aufreinigung des HBD-2 ldsst sich unter

Einsatz der leistungstahigen MALDI-MS sehr gut iiberwachen und steuern.

Endaufreinigung HBD-2 (Projektpartner II)

Die aus Kartoffeln gewonnenen rohen HBD-2-Priparationen wurden in wassriger
Trifluoressigsiure geldst und an einer praparativen Umkehrphasen (RP)-HPLC-Saule

(Macherey & Nagel) getrennt. Dazu wurden die Proben auf die Saule appliziert und mithilfe eines
ansteigenden Gradienten in TFA-haltigem Wasser HBD-2 aufgetrennt und fraktioniert. Die
Fraktionen wurden sowohl biologisch (mit Hilfe des Agarose-Overlay-Verfahrens (Methods in
Molecular Biology Vol. 78, ANTIBACTERIAL PEPTIDE PROTOCOL, ed. William M. Shafer,
Humana Press, Totowa/New Jersey, 1997) hinsichtlich antimikrobieller Aktivitit gegen E. coli) als
auch massenspektrometrisch (MALDI) hinsichtlich der Anwesenheit von HBD-2 (die 41
Aminoséduren enthaltende Form) analysiert. Die antimikrobiell aktiven, HBD-2 enthaltenden

Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert und bei -78 °C gelagert.
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Antimikrobielle Tests (Projektpartner II)

Fiir Untersuchungen der antibiotischen Eigenschaften der rekombinanten HBD-2 Préparationen
wurden hochkonzentrierte Stammlosungen hergestellt und anschlieBend die antimikrobielle
Aktivitdt gegen eine Vielzahl verschiedener Erreger mit Hilfe des Mikroverdiinnungs-Testsystems
durch serielles Ausplattieren (Methods in Molecular Biology Vol. 78, ANTIBACTERIAL
PEPTIDE PROTOCOL, ed. William M. Shafer, Humana Press, Totowa/New Jersey, 1997)
bestimmt. Dazu wurden die Mikroorganismen in einem salz- und nidhrstoffarmen Puffer (10 mM
Phosphatpufter, 0.1 % TSB) suspendiert und 3 Stunden mit einer frisch bereiteten Losung des
HBD-2 in 10 mM Phosphatpuffer inkubiert. AnschlieBend wurden die Mikroorganismen seriell

ausplattiert und die Anzahl der Kolonien bestimmit.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Paket 1: Konstruktion eines Kassettensystems zur Optimierung der Expression von HBD-2
und HBD-3 mit Hilfe neuer und bereits vorhandener Promotoren, Signal- und Transitpeptide
Als wichtige Voraussetzung fiir die Erstellung effektiver Expressionskassetten wurden zunichst die
beiden bereits vorhandenen Promotoren, der sink-spezifische PlantonProl aus der SiiSkartoffel und
der Salicylsdure-induzierbare PlantonPro2, hinsichtlich ihrer Aktivitit und Spezifitit untersucht.
Dazu wurden Konstrukte erstellt, die das GUS-Gen unter der transkriptionellen Kontrolle des
jeweiligen Promotors aufwiesen. Dariiber hinaus wurde ein Deletionsfragment des Promotors

PlantonProl untersucht.

Als Referenz fiir die Beurteilung der GUS-Expressionsstirke wurde der CaMV35S-Promotor

eingesetzt. Die Ergebnisse der Promotor-Analysen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die bisher erstellten transgenen Linien. Der GUS-Assay wurde im Spross und in der Knolle
(Mikroknolle) durchgefiihrt

Al.lz.a hi Anzahl Linien GUS._.. Anzahl Ar.lzahl.Lmlen GUS:- ...| Anzahl
Konstrukt Linien |, Intensitit . . im Mikro- |Intensit:it . .
im Sprosstest Linien Linien
gesamt Spross knollentest Knolle

v 0 v 6

PlantonProl/ 111 0 111 8
GUS 100 49 1I 5 33 I 9
I 25 | 4

0 19 0 6

v 0 v 0

PlantonProl-del/ 111 3 111 6
GUS 67 37 1I 10 19 I 10
I 18 I 3

0 6 0 0

v 0 v 0

PlantonPro2/ 111 0 111 0
GUS 50 10* 1I 0 4% I 0
I 7 I 3

0 3 0 1

v 0 v 0

CaMV35S/ I 4 111 7
GUS 100 68 1I 7 65 I 8
I 51 | 12

0 6 0 38

Zeichenerkldrung: 0 = keine GUS-Expression, I = sehr schwache GUS-Expression, II =schwache GUS-Expression,
IIT = starke GUS-Expression, IV = sehr starke GUS-Expression, *GUS-Test nach Induktion mit 5 mM Salicylséure.

GUS-Analyse der Aktvitit des induzierbaren Promotors PlantonPro2 in Mikroknollen

Zur Uberpriifung des Promotors PlantonPro2 im System Kartoffel wurde dieser mit dem GUS-Gen
fusioniert und in die Kartoffelsorte Desiree transformiert. Es wurden 50 transgene Linien erzeugt
und getestet. Abbildung 5 zeigt exemplarisch die GUS-Expressionsmuster in den Mikroknollen
zweier Linien (5 und 6) nach erfolgter Behandlung mit 5 mM Salicylsdure. Die Kontrolle wurde mit

Reinst-H,O behandelt.

D =

Linie 5 Linie 6 Kontrolle
Abbildung 3: GUS-Expressionsmuster in Mikroknollen der transgenen Kartoffellinien 5 und 6. Standard: 1000 pm.

Abbildung 3 zeigt, dass die Induktion des Promotors PlantonPro2 mit Salicylsdure im System
Kartoffel grundsétzlich funktioniert. Die Stirke der induzierten GUS-Expression ist im Vergleich
zu den Promotoren PlantonProl und 35S jedoch deutlich geringer. Ein Einsatz dieses Promotors fiir

ein effizientes Nach — Ernte - Verfahren zur Erzeugung rekombinanter Peptide in der
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Kartoffelknolle ist somit denkbar. Fiir die Experimente zur Optimierung der Expressionskassetten
wurde dieser Promotor aufgrund der Ergebnisse, die eine zu schwache Expreessionsleistung

zeigten, nicht eingesetzt.

GUS-Analyse der Aktivitit des sink-spezifischen Promotors PlantonProl in Blatt- und

Knollengewebe transgener Kartoffellinien

Nachfolgend wird fiir 3 Linien die GUS-Expression im Blatt und in der Knolle unter der Kontrolle
des PlantonProl-Promotors exemplarisch dokumentiert (siche Abbildung 4). Hierbei handelt es sich
um Pflanzenmaterial, dass zuvor im Gewéchshaus in einem Einheitserde-Sand-Gemisch kultiviert
wurde.

Die GUS-Expression war bei den untersuchten Pflanzenlinien in den Blittern relativ schwach. Im
Blattstiel, der Blattspreite sowie am Blattrand und dort besonders an der Blattspitze war in einigen
Féllen eine hohere Expression festzustellen. Dagegen zeigten die untersuchten Knollen eine starke

(Note III) bis sehr starke (Note IV) GUS-Expression (sieche Linie Nr. 4).
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Abbildung 4: GUS-Expressionsmuster in Blatt- und Knollengewebe von PlantonPro1-Pflanzenlinien

Der Promotor zeigt also die Eigenschaften, die fiir eine Uberexpression eines Peptids in der
Kartoffelknolle notwendig sind. Aufgrund dieser Versuchsergebnisse wurde der Promotor
PlantonProl in einer Reihe von Konstrukten eingesetzt, um mit optimierten Expressionskassetten
eine weitere Steigerung der Expression von Zielproteinen in der Knolle zu erreichen.
Untersuchungen mit dem Deletionsfragment PlantonPro1-del zeigten, dass dieser Teil des

Promotors in der Lage ist, ebenfalls eine starke Genexpression hervorzurufen. Darauthin wurde
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dieser verkiirzte Promotor auch bei der Konstruktion der Expressionskassetten eingesetzt
(vergleiche Tabelle 2). Eine Ubersicht iiber die Leistungsfihigkeit der untersuchten Promotoren ist

in Abbildung 5 dargestellt.

GUS-Expression in den Mikroknollen

100% -
£ s mv
= 70% -
S 60% - a
% 50% - ]
®  40% -
2 30% - -
S 20% 0o
c
< 10% -

0% ‘ : :

PlantonPro1 PlantonPro1 PlantonPro2 CaMV35S
IGUS -del/GUS IGUS | GUS

Abbildung 5: GUS-Expressionsintensitit in den Mikroknollen des untersuchten Linienmaterials.
0 = keine GUS-Expression, I = sehr schwache GUS-Expression, II =schwache GUS-Expression, III = starke GUS-
Expression, IV = sehr starke GUS-Expression.

Des Weiteren werden zur Zeit die putativ-regulatorischen Elemente des PlantonProl Promotors neu
kombiniert, beziechungsweise partiell dupliziert, um somit eine mogliche Steigerung der
regulatorischen Aktivitdt ohne einen Verlust der Spezifitit zu erzielen.

Die Spezifitit des PlantonProl Promotors wurde zusitzlich in einer Western-Analyse bestétigt. Auf

diese Weise wurde eine Linie selektiert, die der bisher zur Produktion verwendeten Linie in ihrem

HBD-2 Gehalt gleichkommt (sieche Abbildung 6).

Knolle Blatt
1 2 3 4 5 6

16.9 —

14.4 —
6.5 -

dirgh e —

Abbildung 6: Western-Analyse mit dem HBD-2 Antikérper zur Bestatigung der Knollen-Spezifitit des Promotors
PlantonProl. Zum Vergleich wurden identische Mengen Protein aus Knollen (Spuren 1-3) und aus Blattmaterial
(Spuren 4-6) aufgetragen. Spuren 1 + 4: Desiree Wildtyp, Spuren 2 + 5: CaMV35S/HBD-2 Linie 17, Spuren 3 + 6:
PlantonPro1/HBD-2 Linie 1.

Die Hybridisierung mit dem HBD-2 Antikorper zeigt, dass sich die Expressionsstiarke zwischen

CaMV35S und PlantonProl in der Knolle auf einem vergleichbaren Niveau liegt. Im Blattmaterial
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lasst sich in der CaMV35S/ HBD-2 Linie eine deutliche HBD-2 Expression nachweisen, die in der
PlantonPro1l/ HBD-2 Linie nicht nachweisbar ist. Dieses Ergebnis zeigt die Richtigkeit der

Strategie, den PlantonProl-Promotor fiir einen Grofteil der Expressionskassetten einzusetzen.

Sequenzmodifikationen des Promotors PlantonProl

Um die regulatorische Aktivitit des PlantonProl-Promotors zu erhohen, wurden verschiedene
Bereiche des Promotors dupliziert. Das Ziel ist es, die Genexpression mit Hilfe des verdanderten
Promotors weiter zu steigern, ohne seine Spezifitit zu zerstoren. Hierfiir wurden 7 Konstrukte
entwickelt (Ubersicht sieche Abbildung 7, A-G), die unterschiedliche Kombinationen der putativ
regulatorischen Elemente des PlantonProl-Promotors enthalten. Dazu wurden PCR-
Amplifikationen der zu kombinierenden Promotorregionen durchgefiihrt, deren Fragmente mittels

eingefiigter Xhol/Xbal bzw. Xhol/Xhol-Schnittstellen miteinander verbunden wurden.

Xbal

% * % PlantonPro1
TSP
A
TSP
B
TSP
C
TSP
D
TSP
E
TSP
F
TSP
% G
TSP
Xhol Xbal

Abbildung 7: Schematische Darstellung der 7 PlantonProl-Promotorfragmente zur Steigerung der transkriptionellen
Aktivitdt. Die cis-Elemente sind mit Symbolen dargestellt.

Diese Fragmente wurden in einem Pflanzen-Transformationsvektor mit dem GUS-Reportergen
kombiniert und in die Kartoffel transformiert. Von den Konstrukten C, D und F (Abbildung 7) sind
bereits mehr als 40 transgene Linien erstellt. Diese werden zur Zeit im Gewéchshaus angezogen
und spater einem GUS-Test unterzogen. Als Kontrolle dient dabei die Expressionsintensitit des

Ausgangspromotors PlantonProl (vergleiche Abbildung 4).

Erzeugung der HBD-2 und HBD-3 Expressionskassetten

Der im Antrag aufgefiihrte induzierbare Promotor PlantonPro2 wurde ausschliesslich in
Kombination mit dem GUS-Reportergen untersucht und steht somit als Werkzeug zur zeitlich
begrenzten Synthese der rekombinanten Peptide zur Verfiigung. Fiir die Untersuchung einer
groeren Anzahl von Transitpeptid/ Gen-Kombinationen erschien nach Auswertung der vielen

Promotor-Reportergen Experimente der sink-spezifische Promotor PlantonProl wesentlich besser
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geeignet, der sowohl in der Stirke der Aktivitit als auch der Spezifitit der Gen-Regulation eine auf
die Kartoffelknolle beschrankte, hohe Peptid-Synthese verspricht. Die Reportergen-Experimente
zeigten liberdies, dass ein Deletionsfragment des Promotors PlantonProl, das Fragment PlantPro1-
del in der Lage war, eine starke GUS-Férbung innerhalb der Knolle hervorzurufen, so dass diese
beiden Promotoren in der Konstrukterstellung beriicksichtigt wurden. Eine Aufstellung der
erzeugten Konstrukte zeigt Tabelle 2. Zur Expression von HBD-2 und HBD-3 in der Kartoftel
wurden 20 Expressionskassetten erstellt und in den bindren Vektor pPX kloniert, womit ein Projekt-

Meilenstein erreicht wurde.

Tabelle 2: Aufstellung der erstellten bindren Vektoren fiir die Pflanzentransformation unter Angabe der verwendeten
Elemente fiir die Expressionskassetten. (TP) Transitpeptid, (SP) Signalpeptid, (HBD-2) humanes beta-Defensin 2,
(HBD-3) humanes beta-Defensin 3, (synHBD2 / synHBD3) DNA-Sequenzen mit angepasster codon-Struktur.

TP/SP
TPA TPB SPX SPY ohne TP/SP
Promotoren
HBD-2 HBD-2 HBD-2 - HBD-2
; ; synHBD-2 - -
PlantonProl HBD-3 HBD-3 ; HBD3 ;
- - - synHBD3 -
HBD-2 HBD-2 HBD-2 - HBD-2
i - - synHBD-2 - -
PlantonPro1-del HBD3 1BD3 - HBD3 .
- - - synHBD?3 -
HBD-2 HBD-2 HBD-2 - -
- - synHBD-2 - -
CaMV355 HBD-3 HBD-3 HBD-3 ; ;
- - - synHBD?3 -

Dariiber hinaus wurde in diesem Stadium der Experimente ein konstitutiver Promotor (CaMV35S)
verwendet, um mit einer groBeren Sicherheit die optimale Kombination aus fargeting-Sequenz und
Gen zu finden, ohne die zusitzliche Variation eines Gewebe-spezifischen Promotors
berticksichtigen zu miissen. Bei den bisher erstellten Konstrukten fiir die Pflanzentransformation
wurde der Schwerpunkt auf pflanzliche Transit- und Signalsequenzen gelegt. Zusitzliche
Expressionskassetten werden zur Zeit bearbeitet, die weitere Ansétze verfolgen, wie beispielsweise
das Vakuolen-targeting oder die Verdnderung der codon-Struktur des aus dem Menschen
stammenden Gens HBD-2 fiir eine Expression in der Kartoffel. Letzteres beeinhaltet eine
Verdnderung der transformierten DNA-Sequenz, die auf den t-RNA-Pool der Kartofffel abgestimmt

ist, ohne die Aminosdureabfolge der beta-Defensin-Peptide zu verdndern.

Abschlussbericht 14 30.11.04



olton ——

K |TP20/HBD-2

123456
—] PlantonProl H TP20 ] HBD-2 —
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1,0 kb ppromT10 ppromT1 ppromT2 HBD2T5 HBD2T3
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Abbildung 8: PCR-Analyse zur Identifizierung von Expressionskassetten mit erwiinschter Orientierung der einzelnen
Elemente. (A) EtBr-gefarbtes Agarosegel zur Auftrennung der PCR-Fragmente einer Kassette mit unerwiinschter
Orientierung K': primer-Kombinationen (1) ppromT1/ HBD2T3, (2) ppromT1 / HBD2TS. Daneben die PCR-Fragmente
des Klons TP20HBD-2 mit korrekter Orientierung: primer-Kombinationen (3) ppromT1 / HBD2TS5, (4) ppromT2 /
HBD2T3, (5) ppromT1 / HBD2T3, (6) ppromT10 / HBD2T3. (B) Schematische Darstellung der primer-Positionen.

Durch PCR- und Restriktionsanalysen konnte die korrekte Integration der Elemente nachgewiesen
werden (Abbildung 8). Die korrekte Orientierung der Fragmente innerhalb der Konstrukte wurde

nach der PCR-Analayse noch einmal durch eine Sequenzierung der Konstrukte bestétigt.

Der Meilenstein zur Erstellung von Konstrukten fiir die Pflanzentransformation ist somit erreicht.
Es wird stetig an der Erstellung neuer Konstrukte gearbeitet, die eine weitere Steigerung der Peptid-

Synthese bewirken sollen.

Verianderung der Codon-Struktur mittels punktmutierter Gensequenzen

Ein limitierender Faktor bei der Expression eines Art-fremden Gens in einem Organismus kann eine
fiir den Empfangerorganismus ungiinstige Codon-Zusammensetzung sein. Um festzustellen, ob eine
angeglichene Codon-Struktur zu einer Steigerung der Genexpression fiihrt, wurden HBD-2 und
HBD-3 Sequenzen erstellt, die gezielte stille Mutationen enthalten (Tabelle 3). Dabei wurden in die
HBD-2 Sequenz 8 Verdanderungen, in die HBD-3 Sequenz 11 Verdnderungen eingefiigt.

Assembly PCR
1 23 1 2 3

Abbildung 9: Erstellung der verdnderten HBD-2 Sequenz mit Hilfe des Single Step
Assembly. Im Assembly-Schritt kommt es zur Aneinanderlagerung der Oligonukleotide
(Ausgangskonzentration 100 mM): Die nachfolgende PCR-Amplifikation fiihrt zum
gewiinschten Fragment, das in der Gelelektrophorese zu erkennen ist. Spur 1:
Verdiinnung 1:1000, Spur 2: Verdiinnung 1:40, Spur 3: unverdiinnt.
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Tabelle 3: Verdnderung der Codon-Struktur der Gene HBD-2 und HBD-3. Aufgefiihrt sind diejenigen Aminosauren,
deren Codon veriandert wurde und dessen relative Haufigkeit.

Aminosidure | relativer Anteil
Serin 0,06
Leucin 0,13
HBD-2 Glycin 0,15
Valin 0,16
Alanin 0,16
Threonin 0,17
Arginin 0,06
Serin 0,06
Threonin 0,07
Leucin 0,10
Arginin 0,12
HBD-3 Leucin 0,13
Prolin 0,13
Leucin 0,14
Glycin 0,15
Valin 0,16
Asparagin 0,37

Die beiden verdnderten Sequenzen wurden erstellt (Abbildung 9), sequenziert und unter der
transkriptionellen Kontrolle des CaM V35S, sowie den Promotoren PlantonProl und PlantonProl-

del3 in den bindren Pflanzenvektor inseriert.
Paket 3: HBD-2 / Transformation, Regeneration und Selektion transgener Kartoffelpflanzen

Die bisher erstellten Expressionskassetten wurden mittels Agrobacterium tumefaciens in die
Kartoffelsorte Desiree transformiert. Nach der Regeneration und Selektion sind die entstandenen
neuen transgenen Sprosse zu Linien entwickelt und als solche verschiedenen histochemischen
(GUS-Test) und molekularbiologischen Tests (PCR) unterzogen worden. In der nachfolgenden
Tabelle 4 sind alle bisher auf diesem Wege erstellten Linien mit den entsprechenden Ergebnissen
dargestellt. Mittels Western- und ELISA-Analyse wurden die als transgen identifizierten
Kartoffellinien hinsichtlich ihres relativen Gehalts an rekombinantem Protein untersucht. Da es fiir
die Selektion der leistungsfdhigsten Linie entscheidend war, die Defensin-Gehalte der
Kartoffelknolle zu vergleichen, beschriankten sich die Untersuchungen seit dem letzten Bericht auf

die Analyse der Knolle.
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Tabelle 4: Umfang der Transformationsarbeiten zur Erstellung transgener HBD2-Linien und der Analysen zur
Bestimmung des relativen Gehalts an HBD-2 (Western und ELISA), synHBD-2: codon-angepasste HBD-2 Sequenz;
ID: interne Identifikationsnummer

Signal- . transgene Kartoffellinien
Promotor sequenz Protein gesamt Western  ELISA D
getestet  getestet

CaMV35S HBD-2 101 44 0 110
CaMV35S SPX HBD-2 100 27 0 120
PlantonProl SPX HBD-2 48 42 0 157
PlantonProl-del SPX HBD-2 50 16 0 158
PlantonProl-del HBD-2 54 34 0 159
PlantonProl HBD-2 45 29 0 160
CaMV35S TPB HBD-2 51 12 14 209
CaMV35S TPA HBD-2 45 16 34 210
PlantonProl TPB HBD-2 46 8 27 211
PlantonProl-del TPB HBD-2 36 2 25 212
PlantonProl TPA HBD-2 44 4 25 213
PlantonProl-del TPA HBD-2 45 0 13 214
CaMV35S SPX synHBD-2 44 0 41 236
PlantonProl SPX synHBD-2 32 0 27 237
PlantonPro1-del SPX synHBD-2 34 0 29 238

Bei der Auswertung der Western zeigte sich, dass das Konstrukt SPX/HBD-2 korrekt prozessiert
wird. Dariiber hinaus scheint das pflanzliche Signalpeptid wichtig fiir die Stabilitit des Molekiils in
der Pflanzenzelle zu sein, da es sich bei diesen Kartoffellinien um solche mit den hdchsten HBD-2
Ertrdgen handelt.

Um den Zeitraum zwischen einer Transformation und der Aussage iiber die Funktionsfahigkeit
einer Expressionskasstette zu verringern, wurde innerhalb der PLANTON GmbH ein Testsystem
entwickelt. Hierzu wurde das hairy root-System etabliert, das, ebenso wie die 4. tumefacien-
Transformation, von Sprossexplantaten ausgeht und in die Generierung von transgenen Wurzeln
miindet. Die in einer in vitro-Kultur gehalten Linien kdnnen aufgrund eines veranderten
Phytohormonhaushaltes ohne Spross iiberleben (vergleiche Methodenteil). Hierzu wird das
Agrobacterium rhizogenes verwendet. Die hairy roots werden in Fliissigkultur angezogen und
benotigen bis zur Bildung von 3 g Frischgewicht einen Zeitraum von 2 Monaten. Auf diese Weise
soll es ermdglicht werden, kurze Zeit nach der Fertigstellung eines Konstrukts erste Ergebnisse iiber
dessen Funktion zu erhalten, um somit Expressionskassetten, die nicht zu einem korrekt
prozessierten Peptid fiihren, frithzeitig aus demVersuchsablauf zu entfernen. Bisher wurden 2
Konstrukte fiir die hairy roots Transformation eingesetzt: Konstrukt CaMV35S/TPA/HBD-2 und
Konstrukt CaMV35S/SPX/HBD-3. Es liegen 50 transgene Wurzeln je Konstrukt vor. Zudem

wurden entsprechende Kontrollen hergestellt. In keiner der erzeugten transgenen hairy root-Linien

Abschlussbericht 17 30.11.04



@ —

konnte rekombinantes Peptid nachgewiesen werden. Die Gesamtmenge des aus den Wurzeln zu
isolierenden Proteins war scheinbar nicht ausreichend fiir einen sicheren Nachweis des Proteins.
Die erzeugten Linien sind deshalb in Tabelle 3 nicht mehr beriicksichtigt. Die Arbeiten an diesem

Testsystem wurden deshalb eingestellt.

Mit Hilfe der Western-Analysen war es moglich, eine transgene Kartoffellinie zu identifizieren, die
einen HBD-2 Gehalt von mehr als 5 mg pro kg Knollenfrischgewicht aufweist (siche Abbildung 10,
Spur 8). Diese Linie wird zur Zeit fiir die Produktion von HBD-2 eingesetzt. Parallel dazu werden

neu erstellte Linien getestet, um Pflanzen mit weiter gesteigertem Defensingehalt zu selektieren, die

eine effizientere Aufreinigung des Peptids ermdglichen.
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Abbildung 10: (A+C) Gelelektrophoretische Auftrennung des Gesamtproteins von Kartoffelknollen im
Polyacrylamidgel. (B+D) Westernblot-Signale der Kartoffellinen entsprechend der Reihenfolge aus dem PAA-Gel.
Spuren 1-16 Proteinproben von Kartoffellinien transformiert mit Konstrukt PlantonPro1/SPX/HBD-2 (Spur 1-7) und
Konstrukt CaMV35S/SPX/HBD-2 (Spuren 8-16). Als Kontrolle wurde Protein des untransformierten Wildtyps Desiree
aufgetragen (K).

Bei der Beurteilung der unterschiedlichen Expressionskassetten ist der HBD-2 Gehalt der Knolle
der entscheidende Parameter. Zwischen dem Generieren einer Linie nach erfolgter Transformation
und der Ernte von Knollen in ausreichender Menge fiir eine Proteinbestimmung liegt ein Zeitraum
von etwa 6 Monaten. Um die Anzahl der analysierten Linien zu steigern, wurden die Linien im
Gewichshaus in 6 x 4 Topfpaletten kultiviert. Mittels dieses Verfahrens wurde eine effiziente
Anzucht einer groBen Anzahl von Linien gewihrleistet. Sowohl hinsichtlich der Genauigkeit der
Quantifizierung als auch hinsichtlich des Durchsatzes erbrachte die Entwicklung des Sandwich-
ELISA eine wesentliche Verbesserung bei der Abschitzung des HBD-2 Gehalts. Es konnten 12
Linien je ELISA-Platte untersucht werden (in den Verdiinnungsstufen 1:500, 1:5000 und 1:50000).
Die Bearbeitung war innerhalb eines Tages abgeschlossen und die Messergebnisse erleichterten die
Auswertung, da keine Abschétzungen von Signalflichen und -intensititen notwendig war. Nach der
Umstellung auf die ELISA-Untersuchung wurden alle Linien, die im Western eine der bisherigen

Masterlinie anndhernden HBD-2 Expression zeigten, im ELISA nachuntersucht. Zudem wurden
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exemplarisch Linien derjenigen Konstrukte im ELISA untersucht, die im Western keinerlei

Expression aufwiesen.

Durch die Western-Analyse war es moglich, nicht nur einen Vergleich der Kartoffellinien
untereinander vorzunehmen, sondern dariiber hinaus zu lokalisieren, in welchem Organ das Peptid
gebildet beziehungsweise wohin es nach der Synthese in der Pflanzenzelle transloziert wird.
Abbildung 11 zeigt am Beispiel einer Linie (transformiert mit dem Konstrukt
CaMV35S/SPX/HBD-2), dass das rekombinante Peptid zusammen mit der 19slichen Proteinfraktion
aus der Zelle zu extrahieren ist. Diese Tatsache stellt eine wichtige Voraussetzung fiir die
Pflanzenanalyse und dariiber hinaus fiir die technische Ausrichtung des Aufreinigungsverfahrens

dar.
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Abbildung 11: Westernanalyse der 16slichen Fraktion (S) und Membran-Fraktion (M) unterschidlicher Gewebe der
Kartoffelpflanze. Abgebildet ist die Auftennung im PAA-Gel (A) und darunter die entsprechenden Signale der western-
Hybridisierung.

Die ELISA- und Western-Ergebnisse zeigen, dass die Transitpeptide nicht so gut geeignet sind, eine
stabile Expression und Anreicherung in den Amyloplasten der Kartoffelknolle zu gewéhrleisten.
Keines der Konstrukte mit den Kombinationen TPA/HBD-2 und TPB/HBD-2 rief eine
ausreichende Expression des rekombinanten Peptids hervor. Diese, vor allem mittels Western
erzielten Ergebnisse, wurden durch den ELISA bestitigt. Zur Zeit wird iiberpriift, ob die
Transkription der inserierten Gene stattfindet, um zu klédren, auf welcher Ebene die Biosynthese

ithren Abbruch erfihrt.

Der Einsatz codon-optimierter DNA-Sequenzen erwies sich als erfolgreich. Mittels ELISA wurde
gezeigt, dass eine Steigerung des HBD-2 Gehalts gegeniiber der bisher verwendeten Masterlinie

(Abbildung 12, Spur M und Spur Linie 237-30) erzielt wird.
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Abbildung 12: ELISA-Diagramm einer Auswahl getesteter transgener Kartoffellinien. Eingesetzt wurde
Knollenextrakt, dessen Gesamtproteingehalt mittels Bradford-Assay bestimmt wurde. Die gemessenen OD450-Werte
wurden liber diesen Wert korrigiert. P: Pufferkontrolle; M: bisherige Masterlinie; 237-11 bis 237-32: getestete transgene
Linien mit codon-angepasster HBD-2 Sequenz (synHBD-2).

Diese Ergebnisse sind iiber die eingesetzte Gesamtproteinmenge, bestimmt mittels Bradford-Assay,
korrigiert. Selektiert wurden insgesamt 7 Kartoffellinien, die einen gegeniiber dem letzten Bericht
gesteigerten HBD-2 Gehalt aufweisen. Alle selektierten Linien tragen den PlantonProl-Promotor.
Drei dieser Linien gehen auf die Transformation mit der optimierten HBD-2 Sequenz zuriick. Die
sich aus den ELISA-Ergebnissen ableitenden HBD-2 Gehalte liegen bei diesen Linien zwischen 10
und 30 mg HBD-2 je Kilogramm Kartofffelknolle.

Das Proteinextrakt fiir die in diesem Bericht dargestellten Analysen entsammt den Knollen von
jeweils 2 Pflanzen je getesteter Linie. Um eine hohere Sicherheit bei der Aussage iiber den HBD-2
Gehalt der selektierten Linien zu erreichen, werden die ausgesuchten Linein zur Zeit in vitro
vermehrt. Nach diesem Vermehrungsschritt kann eine groflere Anzahl Pflanzen gegeneinander

getestet werden.
Paket 3: HBD-3 / Transformation, Regeneration und Selektion transgener Kartoffelpflanzen

Analog zu den Konstrukten mit dem HBD-2 Gen wurden auch solche mit dem humanen Beta-
Defensin-3 Gen (HBD-3) erstellt und in die Kartoffel transformiert. Die erstellten Linien wurden

angezogen und die Knollen auf HBD-3 Expression untersucht (siche Tabelle 4).

Ein Problem bei der Detektion von HBD-3 war ein starkes Hintergrundsignal in den
Westernanalysen, die eine Auswertung sehr erschwerten. Nachdem eine Reihe von polyklonalen
Antikorper systematisch getestet wurde, konnte dieses Problem beseitigt werden. In den Western-

Hybridisierungen, durchgefiihrt mit dem Antikdrper der Firma Orbigen, zeigte sich ein spezifisches
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HBD-3 Signal mit einer geschitzten Grofle von 16 kDa (Abbildung 13). Dieses Signal zeigte sich in
einer gro3en Anzahl von Linien. Dabei scheint die Fusion mit den pflanzlichen Transitpeptiden in
Verbindung mit der maturen HBD-3 Sequenz zu stabil-exprimierten Peptiden zu fithren. Aufgrund
der Western-Ergebnisse wurden 8 transgene Kartoffellinien ausgesucht, die zur Zeit in vitro fiir

weiterfiihrende Untersuchungen vermehrt werden.

Das HBD-3 Molekiil besitzt ein Molekiilmasse von 4,9 kDa. Das Signal der Positivkontrolle,
rekombinantes HBD-3 der Firma Peprotech, entspricht dieser Grofe. Die Signale der getesteten
Kartoffellinien lassen jedoch auf ein deutlich groeres Molekiil schlieen. Trotz der identischen
Bedingung der Denaturierung und Beladen des SDS-Gels scheint das HBD-3 an der Bildung von
Proteinkomplexen beteiligt zu sein, die zu diesem unerwarteten Signal fiihren. Ob es sich dabei um

polymere Strukturen handelt, 14sst sich zum jetzigen Zeitpunkt lediglich mutmalBen.

Unabhéngig vom verwendeten Transitpeptid erschien dieses Signal auf einer Hohe von etwa

16 kDa. Dies gilt auch fiir das Fusionsprodukt kombiniert mit der maturen Sequenz von HBD-3.
Dieses Peptid weist mit 7,85 kDa ein zu den beiden Fusionsproteinen mit den pflanzlichen
Transitpeptiden deutlich unterschiedliches Molekulargewicht auf. Es kann sich demnach nicht um
die Folge einer unvollstindigen Prozessierung handeln. Die aus der DNA-Sequenz abgeleiteten
molekularen Massen der HBD-3 Fusionspeptide mit TPA und TPB besitzen ein Molekulargewicht
von 11,7 kDa beziehungsweise 10,6 kDa. Die Extrakte der identifizierten Linien werden zur Zeit
fraktioniert und als Pool in der MS-Analytik untersucht. Dieser Schritt dient neben der
Verifizierung der Ergebnisse der Westernanalyse auch der Beantwortung der Frage nach dem
Prozessierungsgrad und etwaiger Unterschiede der Peptide in Abhingigkeit der eingesetzten

Transit- beziechungsweise Signalpeptide.
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Abbildung 13: Westernanalyse einer Auswahl getesteter transgener Kartoffellinien. A: Ponceaurot-gefarbte Membran
zur Kontrolle des Proteintransfers wahrend des blottings. B: Westernanalyse mittels polyklonalem HBD-3 Antikorper
(Orbigen). Eingesetzt wurde Proteinextrakt aus den Knollen transgener Kartoffellinien. HBD-3: rekombinantes HBD-3
(Peprotech); 1-7: getestete transgene Linien mit HBD-3 Sequenz ; Des: Wildtypkartoffel Desiree als Kontrolle.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse des Linien-screenings ist in Tabelle 5 dargestellt. Aus der
Tabelle ist zu erkennen, dass alle Konstrukte Linien hervorgebracht haben, die HBD-3 exprimieren.
Lediglich der relative Anteil an den untersuchten Linien je Konstrukt schwankt stark zwischen
Werten von 2 (von 49 Linien gesamt) bis 24 (von 49 Linien gesamt). Solche Schwankungen sind
bei der Untersuchung einer Gruppe transgener Linien, die aus unterschiedlichen Konstrukten

hervorgehen, zu erwarten.

Tabelle 5: Umfang der Transformationsarbeiten zur Erstellung transgener HBD3-Linien und der Analysen zur
Bestimmung des relativen Gehalts an HBD-2 (Western); ID: interne Identifikationsnummer

transgene
Signal- . Kartoffellipien

Promotor sequenz Protein im ID

gesamt Western

getestet
PlantonProl SPY HBD-3 46 34 228
PlantonProl-del ~ SPY HBD-3 46 30 229
CaMV35S SPX HBD-3 49 40 202
CaMV35S TPB HBD-3 46 38 203
CaMV35S TPA HBD-3 46 37 204
PlantonProl TPB HBD-3 49 42 205
PlantonProl-del TPB HBD-3 36 33 206
PlantonPro1 TPA HBD-3 35 30 207
PlantonProl-del ~ TPA HBD-3 44 26 208
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Paket 4: Entwicklung 6konomischer und umweltvertriglicher Prozesse zur Aufreinigung der
rekombinanten antimikrobiellen Peptide aus der Kartoffel

Die Aufreinigung des rekombinanten HBD-2s erfolgt zum Teil abweichend von dem in Antrag
skizzierten Weg. Die grundlegende Reinigungsstrategie mit einer Sdule als Anreicherungsschritt
und mit einer nachfolgenden hydrophoben Saulenchromatographie zur Aufreinigung ist jedoch
beibehalten worden. Vor der chromatographischen Auftrennung der 16slichen HBD-2-haltigen
Kartoffelproteine erfolgt der mechanische Zellaufschluss. Durch Zusatz von Substanzen im
Extraktionspuffer werden spezifisch Alkaloide und phenolische Verbindungen gebunden und
abgetrennt. Als weitere Komponenten enthélt der Extraktionspuffer Tris (pH 8) und EDTA. Aus
diesem Pufferauszug werden Proteine gefallt. Das HBD-2 verbleibt bei diesen Proteinfallungen
immer in der lslichen Phase (MALDI-MS-Kontrolle) und wird durch Zentrifugation und Filtration
von den festen Bestandteilen abgetrennt. HBD-2 zeigt im MALDI-MS-Spektrum ein
durchschnittliches Molekulargewicht (MW) von 4329 Da. Vor dem ersten Chromatographieschritt
werden zusétzlich Partikel durch Filtration entfernt. Nach der Extraktion der Kartoffelproteine kann
der 16sliche partikelfreie Anteil direkt auf eine Chromatographiesdule geladen werden. Aufgrund
der geringen Molekiilgrée und muss fiir die Elution des HBD-2s Acetonitril (ACN) als organischer
Modifier zugesetzt werden. Die anschlieBende notwendige Entsalzung des Eluats wird im gleichen

Chromatographieschritt mit einer Reversed-Phase-(RP)-Saule erreicht.

l .l | 4260 Da 4307 Da

l \
| o | b )
e ,"/ '\\ , / \ / \
"I N T _/ '=.,_;f”--' 11

Abbildung 10: RP-Chromatogramm mit Peaks von HBD-2 und Kartoffelproteinen mit 4260 Da und 4307 Da
Molekular-gewicht (MALDI-Analyse)

Die chromatographisch mit einem ansteigenden Isopropanol-Gehalts eluierten Fraktionen werden

mit MALDI-MS analysiert und nach dem jeweiligen HBD-2-Gehalt fiir die weitere Aufreinigung
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selektiert. Samtliche Fraktionen werden vom organischen Losungsmittelanteil befreit und fiir die
nachfolgenden chromatographischen Schritte eingeengt.

Die chromatographische Reinigung erfolgt mittels Chromatographie in Trifluoressigsdure gegen
einen ansteigenden ACN-Gradienten. Die den Elutionspuffern zugesetzte Trifluoressigséure (TFA)
verbessert als lonenpaarreagenz die Trennleistung des Systems und somit
auch die Abtrennung des HBD-2s. Das Chromatogramm eines
Aufreinigungsschritts von HBD-2 ist in Abbildung 10 dargestellt. Die
chromatographische Endreinigung erfolgt bislang im Labor von Prof.
Schréder. Die HBD-2-Fraktionen mit hoher Reinheit (>97 %, MALDI-MS-
Kontrolle) werden lyophilisiert und gewogen (Abbildung 11). Da bislang

nicht sdmtliche Verluste des Aufreinigungswegs bekannt sind, l4sst sich die

4  Ausbeute an HBD-2 im Verhiltnis zur Kartoffeleinwaage nur abschétzen.
-‘-LL ‘* . . . . . .
5 Fiir die bisher verwendete Linie ergibt sich ein HBD-2-Gehalt von etwa 5
Abbildung 11: ca. bis 10 mg pro kg Kartoffelknollen. Die neu selektierten Linien lassen einen
220 pg hochreines ]
HBD-2 nach der HBD-2-Gehalt von 10 bis 30 mg pro kg Kartoffelknolle erwarten.

Endreinigung
Ergebnisse und Erfahrungen, die im Rahmen des hier beschriebenen

Projekts erarbeitet wurden, haben bereits zu entscheidenden Verbesserungen des
Aufreinigungsprozess gefiihrt. Als ein wichtiger Schritt fiir die nachhaltige Produktion von HBD-2
in Pflanzen konnte das Acetonitril als Losungsmittel der Chromatographie aus dem Prozess
eleminiert werden. Dies bedeutet, dass ein hinsichtlich seiner Umweltvertréglichkeit kritischer Stoff
nicht mehr in den Prozess eingeht. Somit hat sich die 6kologische Bilanz des Prozesses stark

verbessert.

HBD-2 / Antimikrobielle Tests (Projektpartner II)

Angereicherte HBD-2-Proben wurden an einer préparativen Reversed-Phase-HPLC-Saule gereinigt.
Dabei galt es, zwei kationische, offensichtlich von der Kartoffel konstitutiv produzierte Peptide
abzutrennen. Dies gelang durch einen ansteigenden Acetonitril-Gradienten in Anwesenheit von
Trifluoressigsidure (TFA) an einer préparativen Séule. Trifluoressigsdure wurde als lonenpaar-
Reagenz gewihlt, da bei Lyophilisation der HBD-2-haltigen HPLC-Fraktionen {iberschiissiges TFA
nicht mehr in der Probe verblieb, sondern durch seine hohe Fliichtigkeit ebenfalls entfernt werden

konnte. Das verbleibende HBD-2 lag als TFA-Salz vor.
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Fiir eine systematische Analyse des Erregerspektrums des HBD-2 wurden zunichst optimale,

standardisierte Lagerbedingungen ermittelt:

Es stellte sich heraus, dass eine Lagerung als Losung in hoher Konzentration und kleinen Volumina
bei < -78°C fiir die Untersuchungen optimal erschien.

Fiir die Untersuchungen der antimikrobiellen Wirksamkeit unterschiedlicher HBD-2-Chargen
wurde der sogenannte Agarose-Diffusions-Test eingesetzt, bei dem der Durchmesser des
Hemmbhofes (mit E. coli als Testkeim) ein MaB fiir die in der jeweiligen HPLC-Fraktion

vorhandene antimikrobiell wirksame HBD-2-Menge darstellte.

Es war auftillig, dass manche Praparationen des rekombinanten HBD-2 mehrere Peaks bei der
HPLC-Trennung aufwiesen, die nach der MALDI-MS-Analyse allerdings gleichartige Massen des
41 Aminosduren enthaltenden Peptids zeigten. Wir interpretieren die Ergebnisse in der Weise, dass
HBD-2 offensichtlich in unterschiedlichen aggregierten Formen vorzuliegen scheint, die in der
HPLC-Zeitskala so langlebig zu sein scheinen, dass ihre Separation moglich ist. Unterschiede in der
spezifischen antimikrobiellen Aktivitdt im Agarose-Diffusions-Assay-System haben wir bislang

noch nicht feststellen konnen.

Fiir die systematische Analyse der antimikrobiellen Aktivitit gegen eine Vielzahl
unterschiedlichster Erreger wurden HPLC-Fraktionen, die identisch hinsichtlich physikochemischer
Parameter wie Retentionszeit in der HPLC, MALDI-MS-Daten, SDS-PAGE-Analysen-Daten sowie
der spezifischen antimikrobiellen Aktivitdt (mit E. coli als Referenz-Stamm) waren, gepoolt und
aliquotiert, um eine moglichst groe Zahl unterschiedlicher Erreger mit einer identischen Charge

HBD-2 testen zu konnen.

Ziel der Untersuchungen war es, das Erregerspektrum des rekombinanten HBD-2 moglichst

weitgehend zu charakterisieren.

Da viele Erreger in dem einfacheren Agarose-Diffusions-Assay-System nicht wachsen und
demnach auch eine Wachstumsinhibition nicht nachgewiesen werden kann, wurden die
Untersuchungen ausschlie8lich im sog. Mikroverdiinnungs-Assay-System durchgefiihrt. Bei diesem
Assay werden die Mikroorganismen in einem salzarmen Puffer bei nahezu neutralem pH und bei
Abwesenheit oder bei sehr geringen Mengen Nahrlosung (TSB) eine definierte Zeit vorinkubiert
und anschlieBend ausplattiert. Mit diesem Verfahren lassen sich ohne Matrixeffekte (die z. B. in
Agarose zu einer eingeschriankten Diffusion fithren) Ergebnisse erzielen. Die fiir eine Antibiotika-
Testung iiblichen Medien sind fiir die Untersuchung von Defensinen nicht geeignet, da Bestandteile

der eingesetzten Medien antimikrobielle Eigenschaften der Defensine inhibieren.
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Bei einzelnen Erregern, die in den fiir die Kultur optimalen Medien kultiviert worden waren,

wurden die minimalen bakteriziden Konzentrationen bzw. auch die LD90 bestimmt. Dabei sind

bislang folgende Erreger untersucht worden, die zu den nachfolgend aufgefiihrten noch

unvollstdndigen Ergebnissen fiihrten:

Tabelle 6: MBK (minimale bakterizide Konzentration) des rekombinanten HBD-2 aus der Kartoffel fiir verschiedene

humanpathogene Erreger

Erreger MBK Erreger MBK
(Mittelwerte) (Mittelwerte)
[pg/ml] [pg/ml]
Staphylococcus aureus > 100 Pseudomonas aeruginosa 12,5
S. aureus MRSA > 100 P. aeruginosa (CF) 12,5
S. epidermidis > 100 P. fluorescens 25
Streptococcus pyogenes > 100 P. putida 12,5
Str. pneumoniae 50-100 Stenotrophomonas maltophilia 25
Enterococcus faecalis > 100 Burkholderia. cepacia > 100
E. faecium > 100 Brevundimonas diminuta 12,5
Coryneb. amycolatum 25 Acinetobacter baumannii 25
Coryneb. pseudodiph 12,5 Ac. Genosp. 3 0.78
E. coli 6,25 Ac. lwoffii 0,78
Klebsiella pneumonite 30 Ac. junii 12,5
Enterobacter. cloacae 50 Ac. johnsonii 1.56
Eb. aerogenes 25 Ac. haemolyticus 1,5
Serratia marcescens > 100 Ac. calceoaceticus 0,78
Citrobacter freundii 12,5 Ac. Genosp. 10 1,56
Proteus mirabilis > 100 Ac. Genosp. 11 3,1
Prot. mirabilis U 1792/03 12,5
Prot. vulgaris 12,5 Candida albicans 25
Prot. vulgaris > 100 C. tropicalis 25
Providencia rettgeri > 100 C. glabra > 100
Prov. stuartii > 100 C. parapsilos 25
Morganella morganii > 100 Issat. orientalis 50
Aeromonas hydrophilia > 100 Crypt. neoformans 12,5
Salmonella typhimurium 6,25 Sacch. cerevisiae 25
Yersinia enterococc. > 100 Helicobacter pylori 50
Propionibacter acnes 100 Campylobacter jejuni 6,25
Odontogen Keime
Prev. intermedia 12,5
Fusob. nucleatum 100
Actinobac. actinom. > 100
Strept. mutans > 100
Eikenella corr. Wildstamm > 100

Mit den bislang vorhandenen Daten wird der Eindruck verstérkt, dass HBD-2 primér gegen

gramnegative Erreger gerichtet ist. Bei gramnegativen Erregern existieren deutliche Unterschiede

bei den verschiedenen Spezies. Interessant erscheint, dass es bei Proteus offensichtlich neben vollig
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unempfindlichen Stimmen auch sehr empfindliche gibt. Auch Sprosspilze scheinen gegeniiber
HBD-2 empfindlich zu sein, wenngleich die Sensitivitit niedriger ist als die der gramnegativen
Erreger. Uberraschend erscheint die ungewdhnlich hohe Empfindlichkeit verschiedener

Acinetobacter ssp. gegeniiber HBD-2, die bislang nicht erkliart werden kann.

Untersuchungen zur induzierten Resistenz gegeniiber HBD-2
Am Institut fiir medizinische Mikrobiologie am Universititskliniklum SH/ Campus Kiel (Frau Dr.
Schubert) wurden 30 Passagen der Anzucht einer Reihe von Mikroorganismen dahingehend

untersucht, ob sie in der Lage sind, eine Resistenz gegeniiber HBD-2 aufzubauen.

Tabelle 7: Untersuchungen zur Resistenz von Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (MHK= 6,25 pg/ml).
w: Bakterienwachstum.

Passage pg/ml HBD-2
50 25 12,5 6,25 3,125 1,56

1 W w
2 W W
3 W W
4 w W
5 W W W
6 W w W
7 W W
8 W W
9 W
10 w W
11 W
12 W W W
13 W W
14 w
15 W w w
16 W
17 W W W
18 W w
19 w W
20 w
21 W W
22 W W W
23 w W
24 w
25 W W
26 W W
27 W W
28 w
29 w W
30 W W w

Die Ergebnisse aus Tabelle 7 zeigen, dass der getestete Stamm Acinetobacter baumannii ATCC

19606 nicht in der Lage ist, eine Unempfindlichkeit gegeniiber HBD-2 aufzubauen.
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Die stabile antimikrobielle Wirkung von HBD-2 ist ebenfalls an den Ergebnissen der Tests mit
Pseudomonas aeruginosa CF 55 zu beobachten (Tabelle 8). Hier zeigt sich das identische Bild einer
stabilen Wirksamkeit von HBD-2. Der Wert der 15. Passage ist dabei auf Besonderheiten der
Versuchsdurchfiihrung zuriickzufiihren (personliche Mitteilung, Frau Dr. S. Schubert). Die Werte
ab der 16. Passage, in denen kein Wachstum der Bakterien zu beobachten ist, zeigen, dass es nicht

zum Aufbau einer Resistenz kommt.

Tabelle 8: Untersuchungen zur Resistenz von Pseudomonas aeruginosa CF 55 MBK= 12,5 pg/ml.
w: Bakterienwachstum.

Passage pg/ml HBD-2
50 25 12,5 6,25 3,125 1,56

1 w w w
2 w w
3 w w
4 w
5 w w
6 w w
7 w w
8 w w
9 w w
10 w w
11 w w
12 w w
13 w w w
14 w w
15 w w w w w w
16 w w w
17 w w
18 w w
19 w
20 w w
21 w
22 w w
23 - - - - - -
24 w
25 w w
26 w w
27 w w
28 w w
29 w w
30 w w

Die in Tabelle 6 und 7 dargestellen Ergebnisse zeigen, dass eine Resistenzbildung nicht zu

beobachten war. Die Untersuchungen werden zur Zeit mit weiteren Isolaten durchgefiihrt.

Abschlussbericht 28 30.11.04




LANTON ———

-’

HBD-3 / Antimikrobielle Tests (Projektpartner II)

Um die antimikrobielle Aktivitdt von HBD-3 zu bestétigen, wurde am Universititsklinikum
Schleswig-Holstein Testsysteme etabliert. Ahnlich der Aktivititsuntersuchung fiir HBD-3 wurde
ein Erregerspektrum ausgewihlt, dessen Anfilligkeit gegeniiber dem Defensin untersucht wurde.

Die Ergebnisse dieser Studien sind in einer Publikation zusammengefasst (Sahly et al. 2003).

Paket 2: Identifizierung neuer Promotoren aus der Kartoffel durch Promotor tagging

Um eine maximale Effizienz der Produktion von antimikrobiellen Peptiden in der Kartoffel zu
erreichen, ist der Einsatz von Promotoren mit hoher Spezifitit und hoher Expressionsleistung
notwendig. In diesem Ansatz wird versucht, einen Knollen-spezifischen Promotor aus der Kartoffel
zu isolieren, der dem sink-spezifischen Promotor PlantonPro1 bei gleicher Spezifitit in der
regulatorischen Aktivitit tiberlegen ist. Mit Hilfe des Promotor-fagging wurde versucht, neuartige
regulatorische Kartoffelsequenzen zu isolieren, die ausschlieflich in der Knolle aktiv sind. Hierzu
wurde das GUS-Reportergen mittels A. tumefaciens in das Kartoffelgenom integriert. Zeigte eine so
erstellte Kartoffellinie eine GUS-Féarbung, die auf das Knollengewebe beschrankt war, wurde der
genomische Sequenzbereich stromaufwirts des GUS-Gens ndher untersucht. Durch das Verfahren
der inversen PCR (iPCR) wurden GUS-interne primer-Bindungsstellen genutzt, um den gesuchten
Bereich zu isolieren (vergleiche Abbildung 7 des Antrags). Fiir die Herstellung der transgenen
Linien wurde der bindre Vektor pPPROMTAGI verwendet, der im Bereich der T-DNA ein
promotorloses GUS-Gen besitzt.

Bisher wurden im Rahmen des Promotor-tagging tiber 2000 Linien erzeugt, in denen sich das
Promotor-lose GUS-Intron-Gen des Vektors pPPROMTAGT befindet. Diese Linienanzahl wurde bei
einem Umfang von 20 unabhédngigen Transformationen erreicht. Die Leistungsfahigkeit des bereits
beschriebenen Promotors PlantonProl und die Tatsache, dass bereits 18 Linien mit einer starken
knollenspezifischen Aktivitit identifiziert wurden, lief3 es als sinnvoll erscheinen, von dem
urspriinglich angestrebten Ziel von 10.000 Linien abzuriicken. Von den bisher mit Hilfe der
Sprosstransformation erzeugten 2035 Linien liegen die GUS-Test Ergebnisse von 1209 getesteten
Sprossen und von 1563 getesteten Mikroknollen vor. Die Sprosse konnen nach der Erstellung und
vegetativen Vermehrung der Linien bereits nach 4-wochiger Wachstumszeit einem GUS-Test
unterzogen werden. Dagegen kann die Testung der Mikroknollen erst zu einem spéteren Zeitpunkt
(ca. 12 Wochen) nach einer entsprechenden Vorbehandlung und Kultivierung (Wachstum auf einem
MS-Medium mit 6 %-iger Saccharose und Kultivierung bei 8 °C unter Kurztagsbedingungen)
erfolgen. Von den 1209 getesteten Sprossen wiesen 208 Linien eine GUS-Expression auf. Die
Expressionsstdrke variierte dabei von sehr schwach bis stark. Die Mikroknollenergebnisse sind in

der folgenden Tabelle 9 zusammengefalit.
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Expressionsstirke

Tabelle 9: Zusammenfassung der GUS-Test-Ergebnisse im Rahmen des Promotor-tagging

Summe getesteter| davon waren ausschliefSlich in 0 I 1 I v
Mikroknollen GUS-positiv | der Knolle positiv
1563 164 77 1399 67 79 18 0

Zeichenerklarung: 0 = keine GUS-Expression, I = sehr schwache GUS-Expression, II = schwache GUS-Expression,
III = starke GUS-Expression, IV = sehr starke GUS-Expression.

Von 1563 getesteten Linien war bei 164 eine GUS-Expression in der Mikroknolle nachweisbar.
Hiervon wiesen 67 Linien eine sehr schwache, 79 Linien eine schwache und 18 Linien eine starke
GUS-Expression auf. Potentiell interessant fiir die weitere Analyse dieses Pflanzenmaterials sind

diejenigen Genotypen, die

1. eine starke GUS-Expression in der Knolle zeigen und die

2. keine oder nur eine relativ schwache Expression in den iibrigen Pflanzenteilen aufweisen.

77 Linien, bei denen ausschlieBlich eine Expression in der Mikroknolle nachweisbar war, konnten
bisher selektiert werden. Zunichst wurden die 15 Linien, die die stirkste Knollen-spezifische GUS-
Féarbung aufwiesen, untersucht. Bisher wurden 18 PCR-Fragmente ausgewihlt und sequenziert mit
einer durchschnittlichen Linge von 542 Basenpaaren (zwischen 92-1973 bp ohne die Bereiche mit
Homologie zum GUS-Gen). Dabei stammten 11 Fragmente aus der Restriktion mit Haell, 5
Fragmente aus einem Ansatz mit BstBI und jeweils 1 Fragment aus den Ansdtzen A/wNI und Pstl.
Als Kontrolle diente die Restriktionsreaktion (siche Abb. 14, KRiS) der Linie 18, um sicherzustellen,

dass die auftretenden PCR-Fragmente ligierte Sequenzen reprisentieren.

Linie 18 Linie 71 Linie 97

Ris
K1 2341 234123 4

3,0kb—

1,0 kb —»
0,5 kb—»

Abbildung 14: Beispiel der PCR-Amplifikation zur Isolation neuer regulatorischer Sequenzen nach einer Restriktion
mit Haell und anschlieBender PCR (Annealing: 62° C). Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-
Fragmenten, die aus genomischer DNA von 3 transgenen Kartoffellinien (Linie 18, 71, 97) amplifiziert wurden. K*':
PCR mit Restriktionsansatz ohne Ligation als Template; 1: DNA vor der Ligation mit Phenol/Chloroform (1:1)
behandelt; 2: Einsatz von 1 ul Ligationsansatz als PCR-Template; 3: Verdiinnung des Ligationsansatzes 1:10 vor der
PCR; 4: Verdiinnung des Ligationsansatzes 1:100 vor der PCR.
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Die PCR-Fragmente wurden zum Teil in den pPGEM-T Vektor kloniert oder direkt sequenziert. Eine
Sequenzanalyse der Fragmente wurde durchgefiihrt. Zwei Fragmente, isoliert aus Kartoffellinien
mit einer sehr starken Knollen-spezifischen GUS-Expression, wiesen dabei den vollstindigen 5'-
und 3’-Bereich des GUS-Gens auf, so dass davon auszugehen ist, dass es sich um spezifische
Fragmente handelt. Eine schematische Darstellung dieser PCR-Fragment (395/9 und 274/10) ist in
Abbildung 15 und 16 gegeben. Die iibrigen 16 Fragmente wurden als unspezifisch klassifiziert

(7 Fragmente mit vollstdndiger Homologie zu Vektorsequenzen, 4 Fragmente lediglich mit dem

3’-Bereich des GUS-Gens und 5 ohne homologe Region zum GUS-Gen).

3 5
81 bp i 117 bp i 70 bp
1 |/
—> HindIII <+
prumer PCR-Fragment 395/9 BstBI (268 bp) Xhol primer
gus-T3 Ybal gus-T1

TATA-Box

GA-responsiv (Promotorelement der alpha-Amylase, Reis)
Pollen-spezifisches Element, Tomate

Wurzel-spezifisches Motiv, Agrobacterium
Pollen-spezifisches Motiv, Tabak

GT1-consensus Motiv / Licht-induzierbar

4> Oo0O

Homologie zum GUS-Gen

Abbildung 15: Schematische Darstellung des PCR-Fragments 395/9 BstBI, sequenziert mit Hilfe des primers gus-T1.
Die Sequenz wies an den Enden die erwartete Homologie zum GUS-Gen auf. Innerhalb der 117 bp genomischer
Kartoffelsequenz wurden putative cis-Elemente identifiziert, die grafisch dargestellt sind und unterhalb des Schemas
erleutert werden (PLACE Datenbank, Japan: Higo et al. 1999).

3 424 bp 5

TATA-Box

CAAT-Box

E-Box consensus (CANNTG, Speicherprotein B. napus)
heat-shock Element (u.a. G. max)

Dof-core Motiv (AAAG, Endosperm Dof-Gene, verbreitet)
GATA-Box (high level, Gewebe-sprzifisch, 4. thaliana)
TGACG ASF1-Motiv (CaMV35S, Aux, SA, Stress, Tabak)

D<IOO0=D0O

Homologie zum GUS-Gen

Abbildung 16: Schematische Darstellung des PCR-Fragments 274/10 Haell, sequenziert mit Hilfe des primers gus-T1.
Die Sequenz wies an den Enden die erwartete Homologie zum GUS-Gen auf. Innerhalb der 424 bp genomischer
Kartoffelsequenz wurden putative cis-Elemente identifiziert, die grafisch dargestellt sind und unterhalb des Schemas
erleutert werden (PLACE Datenbank, Japan: Higo ef al. 1999).
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Die isolierten Fragmente weisen eine Reihe putativer regulatorischer Elemente auf. In den
folgenden Arbeitsschritten werden die oben gezeigten Sequenzen verldngert, um zwei vollstindige
Promotoren zu isolieren und diese auf ihre regulatorische Aktivitit und auf ihre Gewebespezifitit
zu untersuchen. Zu diesem Zweck werden die Promotoren mit dem GUS-Gen fusioniert und zur
Erzeugung neuer transgener Linien verwendet, deren GUS-Muster dann zur einer etwaigen

Verifizierung einer Knollen-spezifischen Promotoraktivitét dient.

WIRTSCHAFTLICHE UMSETZUNG UND UMWELTENTLASTUNG

Aufgrund der Ergebnisse dieses Projekts konnte die Herstellung von rekombinantem HBD-2
etabliert werden. Sowohl bei der Erstellung leistungsfahiger transgener Kartoffellinien als auch bei
der weiteren Aufarbeitung konnten entscheidende Schritte zur Entwicklung eines
vermarktungsfahigen Wirkstoffs gemacht werden. In diesem Zusammenhang wurden Kontakte zu
Vertretern der Pharmaindustrie aufgenommen, die die Entwicklung moglicher pharmazeutischer
und kosmetischer Produkte zum Thema hatten. In diesem Zusammenhang ist die Etablierung einer
grof3technischen Aufarbeitung ein entscheidendes Kriterium, konkrete Entwicklungskooperationen
fiir die klinischen Phasen abschlieen zu konnen. Durch die innovativen Modifikationen des
Herstellungsprozesses konnen zum jetzigen Zeitpunkt ausreichende Mengen an rekombinantem
HBD-2 auf umweltschonende Weise hergestellt werden, um damit erste préklinische toxikologische

Studien als Voraussetzung fiir die Einleitung der klinischen Phase durchzufiihren.

Die Gespriache mit der pharmazeutischen Industrie haben deutlich gemacht, dass es notwendig ist,
einen giinstigen Preis fiir HBD-2 zu erreichen. Die in diesem Projekt erreichten Ziele der effizienten
Produktion des rekombinanen Peptids und der Entwicklung eines Aufreinigungsprozesses, der auch
im groBtechnischen Mafistab etablierbar ist, tragen dazu bei, die notwendigen niedrigen
Herstellungskosten zu realisieren. Dies ist ausschlielich in groBtechnischen Produktionseinheiten

durchfiihrbar. Eine erste Kosten-/ Ertragskalkulation ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: Kosten- /Ertragskalkulation zur Herstellung von HBD-2 in Kartoffeln bei einem nutzbaren Gehalt von
30 mg HBD-2 /kg Kartoffelknollen..

relativer absoluter . Kosten
Ertragsparameter Ertrag Ertrag Produktionsfaktoren (EURO)
Agronomischer Anbau, Emte,
Kartoffelertrag /ha 30t Lagerung 50.000
Gesamtprotein 2% 600,0 kg
V)
Losliches Protein 10% des. 60,0 kg
Gesamtproteins
. Aufarbeitung
o il
Rell’(l?(:?el;:ln;::es léslilc’}ferf) P(if)ieins 0.9 kg Aufreinigung 600.000
(GMP-konform)
=0,75 € /mg

Tabelle 10 macht deutlich, dass die entscheidenden Parameter der nutzbare Gehalt an HBD-2 je kg
Kartoffelknollen und die Effizienz der Aufreinigung (GMP-konform) sind. Aus diesen Faktoren

ergibt sich die Summe von 600.000 €, die fiir die Kartoffelmenge eines Hektars aufzuwenden ist.

Im Rahmen der Arbeiten auf dem Gebiet der Prozessoptimierung wurde die HBD-2 Aufreinigung
noch einmal génzlich {iberarbeitet. Dabei wurden Aufarbeitungsschritte und eingesetzte
Komponenten auf ihre Notwendigkeit und eine etwaige Kollision mit den Anforderungen eines
GMP-konformen Prozesses tiberpriift. Dies fiihrt zu einer deutlichen Verbesserung der
Umweltbilanz des Verfahrens. Aus beiden Verdanderungen im Prozessablauf ergibt sich eine
Entlastung der Umwelt bei gleichzeitiger Reduktion der Produktionskosten. Dies stellt einen

wesentlichen Beitrag zur Entwicklung eines nachhaltigen Aufreinigungsprozesses dar.

Die ersten antimikrobiellen Tests, die im Rahmen dieses Vorhabens vollzogen wurden, sollen auf

weitere Problemkeime, insbesondere solche, die bereits gegen herkdmmliche Antibiotika resistente
Stimme hervorgebracht haben, ausgedehnt werden. Somit ist mit Hilfe des vorliegenden Projektes
die Entwicklung eines neuen innovativen und effektiven antimikrobiellen Wirkstoffs ein deutliches

Stiick vorangekommen.

Eine 6kologisch positive Eigenschaft des pflanzlichen Produktionssystems ist die ausgeglichene
CO;-Bilanz. Die PLANTON GmbH arbeitet dariiber hinaus an Konzepten, die anfallende
Biomasse, die als Abfallprodukt der Proteinextraktion entsteht, einer energetischen Verwertung
zuzufiihren. Da es sich um Reststoffe transgener Organismen handelt, liegt die Verwertung dieser

Stoffe mit hoher Wahrscheinlichkeit in der industriellen Verwertung des non food Bereichs.
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Angedacht ist die Verwertung der Stirke fiir technische Produkte oder die Verwertung der
Biomasse in Biogasanlagen, die die gespeicherte Energie der Kartoffelknolle nutzbar macht. Dies
wiirde einen zusitzlichen ressourcenschonenden Effekt haben, der iiber den einer einfachen

Kompostierung der Reststoffe hinausginge.

AUSBLICK

Die Optimierung der HBD-2 Produktion wird auf dem eingeschlagenen Weg fortgesetzt. Dariiber
hinaus war die Expression von HBD-3 in Pflanzen ein wichtiger Schwerpunkt fiir die Endphase des
Projekts. Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnte eine HBD-3 Expression in den erstellten
Kartoffellinien nachgewiesen werden. Erste Ergebnisse mit diesem Molekiil, das aus menschlichem
Gewebe aufgereinigt wurde, zeigten, dass das Molekiil eine starke Aktivitit gegen grampositive
Keime ausiibt und damit HBD-2 hervorragend ergénzt (Schibli et al. 2002, Joly et al. 2004,
Maisetta et al 2003, Sahly et al. 2003). Gleichzeitig ist dieses Molekiil allerdings wesentlich
kationischer (pI 11) als HBD-2, worauf sich sicherlich ein Grofteil der Schwierigkeiten bei der
heterologen Expression und der Identifikation zuriickfiihren lassen. Aussagen von Vertretern der
Pharmaindustrie zur Folge handelt es sich bei HBD-3 um einen potenziellen Wirkstoff, der vor
allem im topischen Anwendungsbereich gegen grampositive Keime ein grofles Marktpotenzial
besitzt. Daher werden die Arbeiten an diesem Molekiil mit hoher Intensitdt weitergefiihrt. In diesem
Zusammenhang strebt die PLANTON GmbH ein neues Projekt an, in dem HBD-3 eine zentrale

Bedeutung zukommt.
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Soll/lst Vergleich im Meilensteinplan

24 Expressionskassetten erstellt

Klonierung 4
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Aufreinigung 3

von HBD-2 im Aufréinigung Y

mg-MalRstab von HBD-3 @ 8—_

o2

Aufreinigung g %
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o

Tests ‘

3 6 9 12 15 18 21 24 Monate

* = Meilenstein erreicht 4 = Meilenstein, Projektpartner | * = Meilenstein, Projektpartner Il

KOOPERATION INNERHALB DES PROJEKTS

Zwischen dem Projektpartner I und II haben regelmiBig Projekttreffen stattgefunden. Diese fanden
sowohl zwischen den Projektleitern als auch den Mitarbeitern statt. Beglinstigt wurde dieser sehr
direkte Kontakt durch die raumliche Néhe zwischen dem Klinikum SH und der Planton GmbH in
Kiel. Dazu wurden insbesondere Aufreinigunsgsprotokolle fiir das rekombinante HBD-2
gemeinsam diskutiert, entwickelt und im jeweiligen Labor etabliert. Dariiber hinaus wird bei der
Planton GmbH am 8.12.03 ein 1. Symposium iiber HBD-2 mit den Wissenschaftlern, die mit dem

rekombinanten Molekiil gearbeitet und erste Ergebnisse erzielt haben, statt.

Innerhalb des ICBio Verbundes hat Projektpartner I (Dr. Michael Kleine) die Koordination der
Taskforcegruppe ,,Projektmanagement® iibernommen. Im Rahmen dieses Engagements wurden
zwei aufeinander aufbauende Seminare zum Projektmanagement als Weiterbildungsangebot fiir
Mitglieder des ICBio-Verbundes organisiert und durchgefiihrt (s. hierzu Bericht des Koordinators

»Projektmangement).
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