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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung von hypoallergenen Glykoproteinen in mutierten
oder transgenen Pflanzen, Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergesteliten Pflanzenzellen sowie die entsprechenden
mutierten oder transgenen Pflanzen, Pflanzenteile und Pflanzenzellen.

[0002] In allen Eurkaryoten ist N-Glykosylierung im Sekretorischen System ein essentieller Prozess. Glykoproteine
werden zunéchst im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zusammengesetzt, wobei membrangebundene Glykane (Do-
licholpyrophosphat-Oligosaccharide) cotranslational auf spezielle Asparagin-Reste in der wachsenden Polypeptidkette
transferiert werden. In héheren Organismen unterliegen Zuckereinheiten, die an der Oberfléche der gefalteten Polypep-
tidkette liegen, in Golgi-Zisternen weiteren Trimm- und Modifikationsreaktionen. Durch verschiedene Glykosidasen und
Glykosyltransferasen im ER und Golgi-Apparat (die Ausstattung kann Spezies-abh&ngig unterschiedlich sein), werden
zunachst typische GlegMangGlcNAc,-Grundeinheiten ("core"-Glykane) des "high"-Mannose-Typs (Anglizismen werden
in der vorliegenden Anmeldung in Anflilhrungsstriche gesetzt) gebildet und anschlieBend bei Passage durch die ver-
schiedenen Golgi-Zisternen in sogenannte "komplexe" Glykane umgewandelt. Letztere zeichnen sich durch eine gerin-
gere Zahl an Mannose-Einheiten und den Besitz weiterer Zuckerreste, wie Fucose und/oder Xylose sowie Galaktose
in Pflanzen bzw. Sialinséure (N-Acetylneuraminséure, NeuNAc) in Sdugern, aus.

[0003] In HOheren Pflanzen umfasst die Bildung komplexer N-Glykane im Sekretorischen System insgesamt acht
Schritte (Fig. 1), wobei die Verknilipfung mit "core” o.1,3-Fucose- und B1,2-Xylose-Resten flr pflanzliche Glykoproteine
charakteristisch ist. Da diese Modifikationen zwar auch in einigen Invertebraten vorkommen, in Sdugern aber nur o.1,6-
verknlpfte "core"-Fucose-Reste existieren, wirken pflanzliche Glykoproteine auf Letztere immunogen. Dies zeigt ein-
drucksvoll, dass nicht nur die Zuckerreste als solche, sondern auch die Art ihrer Verkniipfung tber Bindung oder Nicht-
Bindung von Antikdrpern entscheidet.

[0004] Glykoproteine sind fir Medizin und Forschung von groBer Bedeutung. Eine Isolierung von Glykoproteinen im
GroBmaBstab ist jedoch aufwendig und teuer. Die direkte Anwendung konventionell isolierter Glykoproteine ist oft pro-
blematisch, da einzelne Reste der Glykan-Komponenten bei Verabreichung als Therapeutikum ungewiinschte Neben-
wirkungen auslésen kénnen. In den meisten Féllen kann auf die Glykan-Komponente nicht verzichtet werden, da sie
vor allem zu den physikochemischen Eigenschaften (wie Faltung, Stabilitét und Ldslichkeit) der Glykoproteine beitragt.
[0005] Hefen haben sich zur Gewinnung von Glykoproteinen fir Medizin und Forschung gréBtenteils als ungeeignet
erwiesen, da sie nur Glykosylierungen zum sogenannten "high"-Mannose-Typ durchflihren kénnen. Insekten und Héhere
Pflanzen zeigen zwar "komplexe", aber von Tieren abweichende Glykoprotein-Modifikationen, so dass aus diesen Or-
ganismen isolierte Glykoproteine in Sdugern immunogen wirken (Faye & Chrispeels, 1988; Strasser et al., 2008). Tie-
rische Organismen mit Glykosylierungsdefekten sind meist nicht lebensfahig, da die terminalen Glykan-Reste (beispiels-
weise membransténdiger Glykoproteine) biologische Signalfunktion besitzen und vor allem fiir die Zell-Zell-Erkennung
wahrend der Embryonalentwicklung unentbehrlich sind. Es existieren zwar Saugerzell-Linien (CHO, "Chinese Hamster
Ovary cells") mit definierten Glykosylierungsdefekten, jedoch ist deren Kultivierung arbeitsintensiv und kostspielig.
[0006] Im Einzelnen wurden flir Sauger auf Zellkulturebene bereits unterschiedliche Glykosylierungsmutanten be-
schrieben. Diese Mutanten sind entweder in der Biosynthese reifer Oligosaccharidketten am Dolicholpyrophosphat oder
in der Glykan-Prozessierung betroffen bzw. zeigen Abweichungen in ihren terminalen Zuckerresten. Einige dieser Zell-
Linien weisen einen konditional-letalen Phénotyp auf oder zeigen Defekte im intrazelluléren Proteintransport.

[0007] Die Folgen dieser Defekte fur den intakten Organismus sind schwer abschétzbar. Es wurde beobachtet, dass
eine Veranderung im Muster komplexer Glykane auf Zelloberflachen von Saugern mit Tumor- und Metastasenbildung
einhergeht (Li et al., 2008 und darin zitierte Arbeiten). Glykosylierungsmutanten kommen in Saugern daher sehr selten
vor. Unter der Abkirzung HEMPAS ("Hereditary Erythroblastic Multinuclearity with a Positive Acidified Serum lysis test")
zusammengefasste Defekte beruhen entweder auf einem Defizit von a-Mannosidase |l im Golgi-Apparat bzw. in Lyso-
somen und/oder niedrigen Gehalten des Enzyms N-Acetyl-Glucosaminyltransferase Il (GnTll) und wirken sich stark
einschréankend auf die Lebensfahigkeit der mutierten Organismen aus (Fukuda, 1990). In "knock out"-M&usen, in denen
Golgi a-Mannosidase Il (GMII) zerstort ist, wird ein alternativer Syntheseweg beschritten, so dass sie lebensfahig aber
anamisch sind (Chui et al., 1997; Moremen, 2002). Patienten mit Mutationen in GnTll leiden an CDGSII ("carbohydrate
deficient glycoprotein syndrome type [1") mit schweren, multiplen Entwicklungsdefekten (Tan et al., 1996). "knock out"-
M&use, in denen das Gen flr N-Acetyl-Glucosaminyltransferase | (GnTl) zerstdrt wurde, sterben bereits im Embryonal-
stadium an multiplen Entwicklungsdefekten (loffe & Stanley, 1994; Metzler et al., 1994).

[0008] Aufgrund der Ergebnisse mit Sdugern bzw. Saugerzellen (aufwendig und anfallig flir Kontamination mit huma-
nen Pathogenen) wurden in den letzten Jahren vermehrt Versuche unternommen, heterologe Glykoproteine in Pflanzen
oder Pflanzenzellen zu erzeugen, die so modifiziert sind, dass sie Glykoproteine mit verminderten immunogenen Ei-
genschaften synthetisieren.

[0009] So wurden in friiheren Arbeiten Arabidopsis-Mutanten isoliert (von Schaewen et al., 1993), die im zweiten
Schritt der Glykan-Modifkation im Golgi-Apparat defekt sind, so dass Glykoproteine mit einheitlicher MangGlcNAc,-Mo-
difikation akkumulieren. Trotz fehlender Aktivitét der N-Acetyl-Glukosaminyltransferase | (NAG oder GnTl) unterschieden
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sich diese Arabidopsis cg/7-Mutanten unter standardisierten Anzucht-Bedingungen (d.h. in Klimakammern oder im
Gewéchshaus) nicht merklich vom Wiltyp. GNTI-codierende cDNA-Sequenzen aus Arabidopsis, Kartoffel und Tabak
wurden erfolgreich zur "antisense"-Drosselung komplexer Glykoprotein-Glykane in Solanaceen eingesetzt (Wenderoth
& von Schaewen, 2000). Dies war ein erster Hinweis darauf, dass auch agronomisch wichtige Kulturpflanzen fehlende
GnTI-Aktivitat prinzipiell tolerieren und zur Produktion modifizierter Glykoproteine eingesetzt werden kénnten.

[0010] Auf dieser Basis wurde dann versucht, ein Modellsystem fiir die Herstellung hypoallergener Glykoproteine in
Pflanzen zu entwickeln. Hierzu diente exemplarisch bislang eine stabile Tabak-Linie (T. Turpen, US-Patent 6,841,659),
in der humane Glucocerebrosidase (hCG; EC 3.2.1.45) im Apoplasten akkumuliert. Zusétzliche GNTI-RNAi-Drosselung
in diesem System filhrte allerdings dazu, dass hCG nicht mehr nachgewiesen werden konnte (Fig. 8).

[0011] In einem anderen Ansatz wurde hGC in einer Karottenzellsuspension produziert (Shaaltiel et al., 2007). Das
rekombinante Protein wurde hier mithilfe eines C-terminal angehangten, vakuoléren "targeting” Signals (CTTP) zu den
Vakuolen transportiert und tragt daher pflanzentypische, immunogene Glykane. Das bei diesem Ansatz benutzte System
hat zudem den Nachteil, dass zur Ansteuerung von Vakuolen Extrasequenzen verwendet werden mussten, die fir
klinische Phase |lI-Studien nicht erlaubt sind.

[0012] Gezielte Uberproduktion von hGC in Tabaksamen resultierte in einer Verminderung der Vitalitat des rekombi-
nanten Saatguts. Aus diesem Saatgut erhaltene hGC-Préparationen wiesen zwar reduzierte Gehalte an immunogenen
Xylose- und Fucose-Resten auf, daflir wurden aber Galaktose- und Glucose-Modifikationen nachgewiesen. Das beein-
tréchtigte zwar nicht die Funktionalitét der Enzympréparation, minderte jedoch die Aufnahme in Fibroblasten von Gau-
cher-Patienten (Reggi et al., 2005), woflir Mannose-terminierte Glykane wie bei der vorliegenden Erfindung besser
geeignet waren (vgl. anti-PHA-L (Phytohamagglutinin L) zu ConA-Bindung in Fig. 6).

[0013] Des Weiteren wurden mittels RNAi-Drosselung in Nicotiana benthamiana sowohl "core"-Fucosyltransferasen
sowie gleichzeitig Xylosyltransferase dezimiert (Strasser et al., 2008). Ein in diesen Pflanzen erzeugter monoklonaler
Antikdrper hatte hypoallergene Eigenschaften (Jin et al., 2008). Glykoproteine aus diesen Pflanzen sollten, analog zum
Wildtyp (Fig. 6), ebenfalls kaum Mannose-terminierte Glykoproteine aufweisen, was die Wirksamkeit ("clearance") hu-
moral verabreichter hGC in Gaucher-Patienten herabsetzen diitfte.

[0014] Fur Medizin und Forschung besteht also nach wie vor ein Bedarf flr Expressionssysteme bzw. Verfahren, um
rekombinante und insbesondere hypoallergene Glykoproteine kostenglinstig herstellen zu kénnen. Aufgabe der vorlie-
genden Erfindung ist daher, ein geeignetes Verfahren bzw. geeignete Pflanzen oder Pflanzenmatetrialien zur Erzeugung
hypoallergener Glykoproteine, insbesondere flir die Therapie lysosomaler Speicherkrankheiten, bereitzustellen.
[0015] Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren nach Anspruch 1 sowie mutierte oder transgene Pflanzen bzw.
Pflanzenmaterialien nach Anspruch 8 sowie die Verwendung nach Anspruch 11.

[0016] Die gegenwartigen Erfinder haben Uberraschend festgestellt, dass Pflanzen, in denen die Aktivitat der Golgi
a-Mannosidase [l (GMII, EC 3.2.1.114) unterdriickt ist, eine signifikante Reduktion der immunologischen Erkennung
komplex glykosylierter Proteine in transgenen Pflanzen und damit auch eine generelle Reduktion von CCD-Allergenen
("cross-reactive carbohydrate determinants” der Struktur Man,XylFucGlcNac, oder MangXylGlcNac,) aufweisen, d.h.
in hohem MaBe hypoallergene Glykoproteine erzeugen. Dies war weitestgehend zwar auch bei parallel untersuchten
GNTI-RNAi-Linien der Fall, aber im Gegensatz zu den GNTI-RNAi-Linien fllhrten MAN/-RNAi-Linien zu keinerlei Vita-
litdtseinbuBen bei den Pflanzen, in diesem Fall bei Tomaten (Fig. 4).

[0017] Dieses Ergebnis war vollig unerwartet, da bisher beschriebene "knock out"-Mutanten von Golgi a-Mannosidase
Il in Arabidopsis thaliana N-Glykane produzierten, die auf der Basis von massenspektrometrischen Glykan-Analysen
eine normale Immunogenitét erwarten lassen, da sie sowohl "core" Fucose- wie auch Xylose-Reste tragen (Strasser et
al., 2006). Der bisherige Stand der Technik lieB es also als héchst unwahrscheinlich erscheinen, dass Pflanzen mit
fehlender oder verringerter Aktivitat von Golgi a-Mannosidase Il geeignet sein kdnnten, hypoallergene Glykoproteine
Zu erzeugen.

[0018] Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Erzeugung von hypoallergenen Glykoproteinen,
welches das Ziichten einer mutierten oder transgenen Pflanze, von Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellter
Pflanzenzellen und das Isolieren eines gewilinschten hypoallergenen Glykoproteins aus dem gezlichteten Material um-
fasst, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass die Aktivitat des Enzyms Golgi a-Mannosidase Il in der mutierten oder
transgenen Pflanze, Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellten Pflanzenzellen beseitigt oder verringert ist.
[0019] Teile von solchen Pflanzen kénnen z.B. auch Samen und Vermehrungsmaterial umfassen. Zur Vereinfachung
werden Teile von solchen Pflanzen sowie Pflanzenzellen in dieser Anmeldung zusammengefasst auch als Pflanzen-
material oder Pflanzenmaterialien bezeichnet.

[0020] Golgi a-Mannosidase Il (GMII, EC 3.2.1.114) ist ein Enzym, das im Golgi-Apparat vielzelliger Eukaryoten
lokalisiert ist und die Hydrolyse von verzweigten Mannose-Resten auf dem a1,6-Arm (d.h. von Mannosen in sowohl
al,3- wie a1,6-Verknilpfung) katalysieren kann. Bei Ausschaltung der Golgi a-Mannosidase |l bleiben die Mannose-
terminierten Glykane auf dem o1,6-Arm erhalten und werden nicht abgespalten, was flir die vorliegende Erfindung von
Bedeutung ist.

[0021] Als Methoden zur Beseitigung oder Verringerung der Aktivitat von Golgi o-Mannosidase | kommen effektive
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"gene silencing"-Ansétze, beispielsweise Cosuppression, Antisense- oder RNAIi-Drosselung (Waterhouse et al. 1999),
in Betracht. Es k&nnen aber ebenfalls sogenannte "knock out"-Mutanten, bei denen das/die Gen(e), welche(s) fur Golgi
a-Mannosidase |l codiert/codieren, gezielt eliminiert oder funktionsunféhig gemacht wurde(n), oder in anderer Weise
verdnderte Pflanzen, die keine intakte Golgi a-Mannosidase |l besitzen, eingesetzt werden.

[0022] Die in dem erfindungsgeméaBen Verfahren eingesetzten Pflanzen bzw. Pflanzenteile oder Pflanzenzellen kén-
nen dabei vorher mit dem Gen, welches das gewilinschte Glykoprotein codiert, transformiert werden. Verfahren, um
solche Gene in Pflanzen einzuflihren, sind dem Fachmann bekannt und gehdren zum allgemeinen Stand der Technik
(z.B. entweder durch T-DNA-Transfer mittels Agrobakterien oder durch direkten Gentransfer in Protoplasten mittels
Elektroporation bzw. PEG, sowie auch durch neuere biolistische Methoden nach Beschuss von Pflanzenzellenin ganzen
Geweben mit DNA-umbhiliten Metallkligelchen ("gene gun”, z.B. der Fa. BIORAD)).

[0023] Das erzeugte hypoallergene Glykoprotein ist vorzugsweise ein therapeutisches Protein wie z.B. Glucocere-
brosidase (Glucosylceramidase; D-Glucosyl-N-Acylsphingosin-Glucohydrolase, EC 3.2.1.45), insbesondere humane
Glucocerebrosidase (hCG), ein Glykoprotein zur Behandlung der Gaucher-Krankheit, dessen Aufnahme in Leberzellen
der Patienten aufterminalen Mannose-Resten beruht (Barton et al., 1990). Ebenso kann das hypoallergene Glykoprotein
ein anderes sekretiertes Glykoprotein-Therapeutikum wie z.B. ein Antikdrper, ein Interleukin, ein Interferon, eine Lipase
etc., insbesondere ein Therapeutikum fiir eine lysosomale Speichererkrankung sein. Denkbar wére auch eine Produktion
von sekretierten Versionen membranverankerter Enzyme, beispielsweise von a-Mannosidasen (GMI| selbst bzw. lyso-
somaler a-Mannosidase) zur Behandlung von Krankheiten mit HEMPAS-Syndrom (Fukuda, 1990) oder von GnTII zur
Behandlung von CDGSI!I ("carbohydrate deficient glycoprotein syndrome type II"; Tan et al., 1996).

[0024] Besondersbevorzugtwerden solche Pflanzen oder Pflanzenmaterialien eingesetzt, bei welchen das heterologe
Glykoprotein im Apoplasten/der Zellwand oder in Vakuolen akkumuliert. Dadurch wird die Reinigung aus Bléttern ver-
einfacht, da so angereicherte Glykoprotein-Préparationen weniger Verunreinigungen enthalten (siehe z.B. US-Patent
Nr. 6,841,659 B2 von Thomas H. Turpen et al.).

[0025] Als Pflanzen in dem erfindungsgeméBen Verfahren eignen sich insbesondere die genetische Modellpifanze
Arabidopsis thalianaoder Solanaceen wie z.B. Tomatenpflanzen (Lycopersicon spec.), Tabakpflanzen (Nicotiana spec.)
oder Kartoffelpflanzen (Solanum spec.). Weiterhin sind auch andere agronomisch wichtige Pflanzen wie z.B. Reis und
Mais geeignet. Daneben bieten sich als Expressionssysteme die Wasserlinse Lemna spec. (Cox et al. 2006) und auch
niedere Pflanzen an. Fiir das Moos Physcomitrella patens konnte gezeigt werden, dass "targeted knock-out"-Strategien
aufgrund von homologer Rekombination méglich sind (Ubersicht in: Decker & Reski, 2007).

[0026] Beieinerbesonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird zusétzlich die Aktivitat von
"core"-Fucosyltransferasen beseitigt oder verringert. Enzyme, die den Transfer von "core" o1,3-Fucose-Resten auf
Glykoprotein-Glykane katalysieren, d.h. "core" a1,3-Fucosyliransferasen, sind ebenfalls im Golgi-Apparat lokalisiert
(Sturm et al., 1987) und benétigen mindestens ein terminales GlcNac, d.h. kénnen frihestens im Anschluss an GnTI
arbeiten (Johnson & Chrispeels, 1987). Nachdem durch Kreuzung in Arabidopsis zusétzlich zur Aktivitat der GMII (Stras-
ser et al., 2006) auch die Aktivitat von zwei "core"-Fucosyltransferase-Isoformen (FucTa und FucTb; Strasser et al.,
2004) ausgeschaltet wurde, konnten bei der vorliegenden Erfindung hypoallergene Glykoproteine analog zu cg/1 (mit
GnTI-Defekt) erzielt werden (Fig. 5). Dies sollte ebenfalls einen glinstigen Effekt auf die Wirkung von in Pflanzen re-
kombinant hergestellten Antikdrpern haben (ADCC, vgl. Cox et al., 2006; Decker & Reski, 2007; Strasser et al., 2008).
[0027] Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung mutierte odertransgene Pflanzen, Teile dieser Pflanzen oder daraus
hergestellte Pflanzenzellen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Aktivitt des Enzyms Golgi a-Mannosidase |l
in der mutierten oder transgenen Pflanze, den Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellten Pflanzenzellen beseitigt
oder verringert ist und diese ein hypoallergenes Glykoprotein produzieren.

[0028] Beibesondersbevorzugtentransgenen Pflanzen oder Pflanzenmaterialien istebenfalls die Aktivitat des Enzyms
"core"-Fucosyltransferase beseitigt oder verringert.

[0029] Die transgenen Pflanzen bzw. Pflanzenmaterialien, die produzierten Glykoproteine, die Methoden zur Besei-
tigung oder Verringerung der Aktivitat von a-Mannosidase Il oder "core"-Fucosyltransferase sind vorzugsweise so wie
fiir das erfindungsgeméaBe Verfahren beschrieben wurde.

[0030] Die gegenwartigen Erfinder haben darlber hinaus bei Versuchen mit Tomaten festgestellt, dass Pflanzen mit
verringerter Golgi a-Mannosidase |I-Aktivitét keine Beeintrachtigungen im Aussehen zeigen und voll ausgereifte rote
Friichte ohne Auffalligkeiten bilden. Dagegen wurden bei entsprechenden Pflanzen, in denen anstelle der Aktivitét von
o-Mannosidase |l die Aktivitat von Gntl verringert wurde, wahrend der Fruchtreife deutliche Phé&notypen festgestellt.
Besonders aufféllig waren hierbei Reife-inhibierte Flecken und nekrotische Stielansatze (vergl. Fig. 4), was vorzeitigen
Fruchtfall ausldste. Zusammen mit einer erhdhten Pathogenanfalligkeit der GNT/-RNAI-Pflanzen sollten diese Faktoren
eine Reinigung und Isolation von heterologen Glykoproteinen erschweren.

[0031] DieerfindungsgeméBen transgenen Pflanzenbzw. Pflanzenmaterialien eignen sich daherinsbesondere sowohl
zur Erzeugung hypoallergener heterologer Glykoproteine als auch als hypoallergene Pflanzen, die als Nahrungsmittel
fir Allergiker geeignet sind, fur die CCD-Epitope ("cross-reactive carbohydrate determinants") ein Problem darstellen.
Die Erfindung betrifft damit auch hypoallergene Pflanzen bzw. Pflanzenmaterialien als solche.
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[0032] Die Eignungkann noch dadurch erhdht werden, dass neben der Aktivitat von Golgi a-Mannosidase Il zusétzlich
die Aktivitat von "core"-Fucosyltransferase beseitigt, gehemmt oder verringert wird.

[0033] SchlieBlich sind auch die Glykoproteine, die mittels der erfindungsgemaBen Verfahren oder aus den erfin-
dungsgemaBen Pflanzen bzw. Pflanzenmaterialien erhéltlich sind, Teil der vorliegenden Erfindung.

[0034] Die Erfindung wird nun anhand von Ausfiihrungsbeispielen mit Bezug auf die beigefligten Figuren naher er-
lautert. Die Ausflihrungsbeispiele sollen den Umfang der Erfindung aber nicht beschréanken.

Die Figuren zeigen:

[0035] Fig. 1: Reihenfolge Pflanzen-typischer N-Glykan-Modifikationen, denen sekretorische Glykoproteine bei Pas-
sage durch das ER und den Golgi-Apparat unterliegen. Glykane, die bei Defekten in a-Mannosidase || akkumulieren,
sind als Weg mit gestrichelten Pfeilen dargestellt.

[0036] Fig. 2: Schema der verwendeten RNAi-Konstrukte. Fur den MAN/I-RNAI-Ansatz wurden unterschiedliche Ori-
entierungen der cDNA-Fragmente in sense (s) und antisense (as) relativ zum zentralen Intron getestet (Ergebnis, vgl.
Fig. 3), dabei erfolgte die Klonierung des dsRNAi-Konstrukts analog zu Chen et al. (2003), mit anschlieBender Insertion
in die Pflanzen-Expressionskassette wie bei von Schaewen et al. (1990). Abk.: 35S, Promotor aus BlumenkohlMosaik-
virus (konstitutiv); B33, Promotor fiir Solanaceen (Knolle/Frucht-spezifisch); OCS pA, Polyadenylierungssignal der Oc-
topin-Synthase (aus Agrobakterien T-DNA).

[0037] Fig. 3: Immunoblot-Detektion des CCD-Musters (mit PHA-L-Antiserum) in Tomatenfrucht-Extrakten der MA-
NI-RNAI Primar-Transformanten (TO) mit Wildtyp (Wt) und GNTI-RNAi-Linien zum Vergleich (oben). Die Ponceau S
reversibel-gefarbte Membran (unten) zeigt, dass vergleichbare Proteinmengen transferiert wurden. M, Markerproteine
(Pre-stained Protein Ladder, Fermentas). Dies zeigt flr die vorliegende Erfindung, dass die CCD-Drosselung in MA-
NII-RNAi-Linien mit der in GNTI-RNAI-Linien vergleichbar ist (bei unterschiedlichem Laufverhalten der verbleibenden,
CCD-reaktiven Glykoproteine).

[0038] Fig. 4: Vergleich von hypoallergenen Tomatenfriichten. Wahrend GNTI-RNAI-Linien einen Reifephénotyp zei-
gen (fleckige, unreife Stellen und nekrotische Stielansétze), bilden MANI/I-RNAI-Linien vollreife Friichte aus. Dies zeigt
fur die vorliegende Erfindung, dass die CCD-Drosselung in MAN/I-RNAi-Linien die Fruchtentwicklung phénotypisch nicht
beeintrachtigt.

[0039] Fig.5: CCD-Musterin Blatt-Extrakten von ausgewéhlten Arabidopsis N-Glykosylierungsmutanten und Tomaten
RNAi-Linien bei Immunodetektion mit PHA-L-Antiserum, welches Uberwiegend Xylose-Reste erkennt (Lauriere et al.,
1989) und - nach Strippen des Blots - mit HRP-Antiserum (stérkere "core"-Fucose-Erkennung). Der Vergleich der beiden
linken Blots zeigt flir die Arabidopsis-Mutanten, dass hg/1 (manll) mit xy/T vergleichbar ist und deutet an, dass Restre-
aktivitat der Tomaten MANI/I-RNAI-Extrakte auf "core"-Fucosen beruhen muss. Rechts, nach Kreuzung von hg!1 (manll)
und fucTa fucTb ergibt sich eine weitere Reduktion der CCD-Erkennung in Arabidopsis manll fucTab-Tripelmutanten
(ohne"core"-Fucose-Reste). Wie die Blot-Entwicklung mit HRP-Antiserum (unten) zeigt, impliziert dies fiir die vorliegende
Erfindung, dass zusétzliche Drosselung von "core"-Fucosyltransferase-Aktivitat die CCD-Reaktivitét der MANII-RNAI-
Linien noch weiter reduzieren sollte.

[0040] Fig. 6: Tomatenfrucht-Extrakte von Wildtyp und RNAI-Linien ohne/mit PNGase F-Behandlung. Die Glykopro-
teine der MANII-RNAI-Linien (Beispiel: vakuolére Invertase, anti-vINV) tragen "core"-Fucose-Reste (PNGase F kann
nicht spalten) und ungetrimmte Mannose-Reste auf dem a1,6-Mannose-Arm, was in stérkerer ConA-Bindung im Ver-
gleich zum Wildtyp resultiert. Dies zeigt fur die vorliegende Erfindung, dass Glykoproteine aus hg!/1 (manil)-Mutanten
oder MAN/I-RNAI-Linien fur eine bevorzugte Aufnahme in Zellen von Patienten mit lysosomalen Speicherkrankheiten
(wie Gaucher, etc.) geeignet sind.

[0041] Fig. 7: Immunoblot-Analyse von Tomatenfrucht-Extrakten mit Patientenseren. Der chemilumineszente Nach-
weis Allergie-Typ I-relevanter Immunglobuline (IgE) zeigt reduzierte Reaktivitét der beiden CCD-Allergiker mit Proteinen
aus MANI-RNAI-Linien, die vergleichbar mit GNTI-RNAi-Linien sind. Die colorimetrische Uberentwicklung des Nicht-
Allergiker (NA)-Blots mit PHA-L-Antiserum (Kaninchen IgG) ergibt ein vergleichbares Muster (Kontrolle). Darunter, zum
Vergleich der Proteinmengen, 43 kDa-Region der Ponceau S-geférbten Blots. Abk.: NA, Nicht-Allergiker; TB-02 und
AK-06, CCD-Allergiker. Dies zeigt fur die vorliegende Erfindung, dass CCD-Drosselung via MAN/I-RNAI fir CCD-Aller-
giker immunologisch relevant ist.

[0042] Fig. 8: Nachweisbarkeit des hGC-Signals in Abhangigkeit von der N-Glykan-Dekoration in Apoplasten-Eluaten
aus Blattern von Tabak RNAi-Linien. Zwei Doppelpunkte stehen fiir stabile Integration der jeweiligen Konstrukte in das
Pflanzengenom. X, Nachkommen, die aus Kreuzungen der entsprechenden Linien resultieren. MD und Xan (Xanthi)
bezeichnen Tabak-Sorten (Nicotiana tabacum). His-hGC, rekombinante humane Glucocerebrosidase mit N-terminalem
His-"tag" ohne N-Glykane (nach Uberexpression in E. coli und anschlieBender Affinitatsreinigung). Die Pfeile markieren
die Position der in Pflanzen produzierten hGC-Glykoproteine auf dem Blot, die nur in der hypoallergenen MAN/I-RNAI-
Linie Nr. 1 deutlich nachweisbar sind. Fir die vorliegende Erfindung zeigt die fehlende Bindung von PHA-L-Antiserum,
dass hGC in MANII-RNAI-Linien hypoallergene N-Glykane tragt.
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Beispiele
Beispiel 1. Erzeugung von Tomatenfriichten mit verringerter Aktivitét von Golgi a-Mannosidase I (MAN/I-RNAI-Linien)

[0043] Herstellung von RNAi-Linien: Die MANII-dsRNAi-Konstrukte wurden auf Grundlage eines Tomaten-EST-Klons
(TA33056_4081 aus der Datenbank TIGR) speziell fir Tomate konzipiert. Ein ca. 400 bp-Fragment der Golgi a-Man-
nosidase Il wurde mittels RT-PCR aus Blatt-RNA von Lycopersicon esculentum der Sorte Moneymaker "Microtom"
gewonnen. Dieses Fragment wurde in den Vektor pUC-RNAI (Chen et al., 2003) zweimal flankierend zum ersten Intron
der Kartoffel GA20-Oxidase (ber Sall/BamHI, bzw. Xhol/Bglll via kompatible Uberhénge inseriert. So wurden zwei
verschiedene MANII-dsRNAi-Konstrukte hergestellt. Ein "sense"-Intron-"antisense"-Konstrukt mit den Primern:

"Sense" 5-CACCGTCGACAGTCCAAGCACATCCTAGATA-3’ (Sall unterstrichen) (SEQ ID NO:1)
"Antisense” 5-NNNGGATCCAAATTCTGGTTTAAAGCCA-3' (BamHI unterstrichen) (SEQ ID NO:2)

[0044] Sowie ein "antisense"-Intron-"sense"-Konstrukt mit den Primern:

"Sense" 5-CACCGGATCCAAGCACATCCTAGATATGTTG-3 (BamHI unterstrichen) (SEQ ID NO:3)
"Antisense" 5-NNNGTCGACCAAATTCTGGTTTAAAGCCA-3’ (Sall unterstrichen) (SEQ ID NO:4)

[0045] AnschlieBendwurden die dsRNAi-Bereiche mit Pstl ausgeschnitten und in eine Expressionskassette (zwischen
den konstitutiven CaMV 35S-Promotor und das OCS-Polyadenylierungssignal) des mit Sdal gedffneten bindren Vektors
pBinAR(HygR; Becker, 1990) inseriert.

[0046] Mit den bin&ren Plasmid-Konstrukten wurden kompetente GV2260 Agrobakterienzellen (Stamm C58C1 mit
Virulenzplasmid pGV2260, Deblaere et al., 1985) direkt transformiert (Héfgen und Willmitzer, 1988) und zur Cokultivie-
rung von Tomaten-Kotyledonen auf einem "feeder layer" aus Tabak BY2-Zellen verwendet, wie bei Ling et al. (1998)
beschrieben. Die Regeneration von MAN/I-RNAIi-Transformanten erfolgte unter Selektionsdruck (10 mg/l Hygromycin B).
[0047] Die erhaltenen Tomatenfriichte zeigten keinerlei Flecken oder VitalitatseinbuBen und erwiesen sich bei in
vitro-Analysen fur einige Allergiepatienten (CCD-Allergiker, siehe Fig. 7) als weitgehend hypoallergen.

Beispiel 2. Isolation von (Glyko-) Proteinen aus Tomatenfriichten

[0048] Protein-Extraktion: Zunachst wurden die Samen aus frischen Tomatenfriichten entfernt und die verbleibende
Frucht entweder komplett oder in Fruchtfleisch und Schale getrennt in fllissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
gemérsert und bis zur weiteren Verwendung aliquotiert bei -80°C gelagert. Zur Extraktion wurde das gemdrserte Material
mit eiskaltem Puffer (entweder 100 mM HEPES pH 7,5 oder 50 mM HEPES pH 7,5 mit 250 mM NaCl) und weiteren
Zusétzen (2 mM Na,S,05, 1 mM Pefabloc SC, SERVA, Proteinase-Inhibitor-Cocktail, SIGMA, 1:5000) extrahiert und
anschlieBend 10 min bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden nach Bestimmung des Proteingehalts (Bradford,
1976) flr Immunoblots verwendet.

Beispiel 3: Untersuchung des isolierten Glykoproteins mit verschiedenen Antiseren - Immunoblot-Analysen

[0049] Protein-Extrakte wurden unter reduzierenden Bedingungen in 11-15%igen Polyacrylamid-Gelen mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (Laemmli, 1970) und auf Nitrozellulosemembranen (0,45 pm PROTRAN, Schleicher&Schill) in einer
Nass-Zelle (Mini-Protean 3-System, Bio-Rad) fiir 2 Stunden bei 350 mA transferiert. Auf der Membran wurden die
Proteine mit Ponceau S (0,3% in 3% TCA, SERVA) gefarbt und fixiert, und nach der Dokumentation (Flachbett-Scanner)
mit TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween 20, pH 7,4) wieder entféarbt. Die Blot-Membranen wurden
anschlieBend mit 2% Milchpulver in TBST entweder lber Nacht bei 4°C oder mindestens flir 1 Stunde bei RT blockiert.
[0050] Firchemilumineszente Entwicklungen wurden die Blots in verdiinnten Antiseren (1:5.000 in TBST, 2% Milch-
pulver) unter Schiltteln fiir 2 Stunden bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte 3maliges Waschen mit TBST und eine
weitere Inkubation mit HRP-konjugiertem "goat-anti-rabbit" 19G (Bio-Rad, 1:10.000 in TBST, 2% Milchpulver) fir 1
Stunde, und abschlieBendem 3maligen Waschen. Entwicklung und anschlieBendes Strippen der Blot-Membranen er-
folgte nach Herstellerangaben fiir das ECL Advance Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare).

[0051] Zur Markierung von pflanzlichen Protein-Glykanen (CCD) wurde routinemafig ein Kaninchen-Antiserum ver-
wendet, das gegen PHA-L hergestellt wurde (Lauriére et al., 1989) und neben "core"-Fucose-Resten Uberwiegend
Xylose-Reste erkennt (1:10.000 in TBST, 2% Milchpulver flir 2 Stunden). Alternativ wurde ein k&ufliches Kaninchen-
Antiserum gegen HRP (Sigma) verwendet (1:20.000 in 40 mM Tris pH 7,4, 300 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween 20, 2%
Milchpulverfir 2 Stunden), beidem die "core"-Fucose-Erkennung bedingt durch Besonderheiten des HRP-Glykoproteins
(Wuhrer et al., 2004; 2005) in Pflanzenextrakten erhdht ist.
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[0052] Zur Markierung von vakuoldrer Invertase (vINV) und humaner Glucocerebrosidase (hGC) wurden Antiseren
verwendet, die nach Immunisierung von Kaninchen mit N-terminal verkirzten Versionen und His-"tag" erhalten wurden
(zun#chst Klonieren entsprechender cDNA-Fragmente in pET16b, gefolgt von IPTG-induzierter Uberexpression in E.
coliBL21-Zellen (Novagen) und anschlieBender Affinitétsreinigung an Ni-NTA (Qiagen)). Alle weiteren Schritte wurden
wie oben beschrieben durchgefiihrt.

[0053] Fircolorimetrische Entwicklungen wurden die Antiseren 10fach konzentrierter eingesetzt, mit HRP-konjugier-
tem "goat-anti-rabbit" IgG (Bio-Rad, 1:3.000 in TBST, 2% Milchpulver) 1 Stunde bei RT inkubiert und wie bei von
Schaewen et al. (1993) beschrieben detektiert.

[0054] IgE-Immunoblots: Fir den Immunoblot-Nachweis von IgE-Antikérpern aus humanen Seren wurden die blok-
kierten Blot-Membranen mit verdlinnten Patienten-Seren (1:10 in TBST, 2% Milchpulver) unter Schitteln fiir 3 Stunden
bei RT inkubiert, 3mal mit TBST gewaschen und anschlieBend mit "affinity-purified antibody peroxidase-labeled goat-
anti-human" IgE(e) (Kirkegaard & Perry Laboratories, MD, USA) (1:10.000 in TBST) fuir 1 Stunde inkubiert und wie oben
gewaschen. Die anschlieBende chemilumineszente Entwicklung erfolgte ebenfalls mit dem ECL Advance Western Blot-
ting Detection Kit (GE Healthcare) nach Herstellerangaben.

[0055] Die PNGase F-Behandlung der Tomatenfrucht-Extrakte folgte den Herstellerangaben (Roche). Die ConA-
Affinoblot-Entwicklung wurde analog zu Faye & Chrispeels (1985) mit 10fach geringeren Konzentrationen an Concana-
valin A (ConA, Sigma) und HRP (Fluka) fir die ECL-Entwicklung durchgeflhrt.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Westfilische Wilhelms-Universitidt Miinster

<120> Verfahren zur Erzeugung von hypoallergenen Glykoproteinen in
mutierten oder transgenen Pflanzen oder Pflanzenzellen sowie
mutierte oder transgene Pflanzen und Pflanzenzellen zur Erzeugung

hypoallergener Glykoproteine
<130> P1048EP00
<160> 4
<170> PatentIn Version 3.3

<210> 1

<211> 31

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<400> 1
caccgtcgac agtccaagca catcctagat a

<210> 2

<211> 28

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3)

<223> nista,c, godert

<400> 2
nnnggatcca aattctggtt taaagcca

<210> 3

<211> 31

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<400> 3

caccggatcc aagcacatcc tagatatgtt g

<210> 4
211> 29
<212> DNA

10

31

28

31
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<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3)

<223> nista,c, godert

<400> 4
nnngtcgacc aaattctggt ttaaagcca 29

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Erzeugung von hypoallergenen Glykoproteinen, umfassend das Ziichten einer mutierten oder trans-
genen Pflanze, von Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellter Pflanzenzellen und das Isolieren eines ge-
wiinschten hypoallergenen Glykoproteins aus dem geziichteten Material, dadurch gekennzeichnet, dass die
Aktivitat des Enzyms Golgi a-Mannosidase Il in der mutierten oder transgenen Pflanze, den Teilen dieser Pflanzen
oder daraus hergestellten Pflanzenzellen beseitigt oder verringert ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitét des Enzyms Golgi a-Mannosidase |
durch Mutation oder "gene silencing”, wie z.B. Cosuppression, Antisense- oder RNAi-Drosselung, beseitigt oder
verringert wurde.

Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die mutierte odertransgene Pflanze,
Teile dieser Pflanzen oder daraus hergestellte Pflanzenzellen zusétzlich mit einem Gen, welches das gewlinschte
hypoallergene Glykoprotein codiert, transformiert wurde/wurden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das hypoallergene Glykoprotein
Glucocerebrosidase oder ein anderes sekretiertes Glykoprotein-Therapeutikum ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das hypoallergene Glykoprotein im
pflanzlichen Apoplasten/der Zellwand oder in Vakuolen akkumuliert und daraus isoliert werden kann.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die mutierte odertransgene Pflanze,
Teile dieser Pflanzen oder daraus hergestellte Pflanzenzellen abgeleitet sind von Solanaceen wie z.B. Tomaten-
pflanzen, Kartoffelpflanzen oder Tabakpflanzen oder weiteren agronomisch wichtigen Pflanzen wie z.B. Reis oder
Mais, oder auch Arabidopsis.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich die Aktivitat des Enzyms
"core"-Fucosyltransferase in der mutierten oder transgenen Pflanze, den Teilen dieser Pflanzen oder daraus her-
gestellten Pflanzenzellen beseitigt oder verringert ist.

Mutierte oder transgene Pflanze, Teile dieser Pflanzen oder daraus hergestellte Pflanzenzellen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Aktivitdt des Enzyms Golgi a-Mannosidase Il in der mutierten oder transgenen Pflanze, den
Teilen dieser Pflanzen oder den daraus hergestellten Pflanzenzellen beseitigt oder verringert ist und diese ein
hypoallergenes Glykoprotein produzieren.

Mutierte oder transgene Pflanze, Teile dieser Pflanzen oder daraus hergestellte Pflanzenzellen nach Anspruch 8,
dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich die Aktivitat des Enzyms "core"-Fucosyltransferase in der mutierten
oder transgenen Pflanze, den Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellten Pflanzenzellen beseitigt oder ver-
ringert ist.

10. Mutierte oder transgene Pflanze, Teile dieser Pflanzen oder daraus hergestellte Pflanzenzellen nach Anspruch 8

11
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oder Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass diese hypoallergen ist/sind.
Verwendung einer mutierten oder transgenen Pflanze, von Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellten Pflan-
zenzellen nach einem der Anspriiche 8 bis 10 zur Erzeugung hypoallergener Glykoproteine und/oder hypoallergener
Pflanzen.
Hypoallergene Glykoproteine, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, erhéltlich aus einer

mutierten oder transgenen Pflanze, Teilen dieser Pflanzen oder daraus hergestellten Pflanzenzellen nach einem
der Anspriiche 8 bis 10 oder erhaltlich durch eine Verwendung nach Anspruch 11.

12



EP 2113 514 A1

Glucosidase |
Glucosidase Il
ER-Mannosidase

| a-Mannosidase | (Manl)

Golgi

cgl1
(GNTI-RNAI)

I B1,2-N-acetyl-Glucosaminyltransferase | (GnTLl

hgl1 (manll,
(MANII-RNAI)

I a-Mannosidase Il (ManM

6T) | fucTalb xyIT-
:| Tripelmutante

w
x
Hexosa-
minidasen
Apoplast
(Zellwand)
Hexosa- —
minidasen w *
Fig. 1

13



EP 2113 514 A1

T 002 W_A 602 .v_Al dq /2y —>|€ 002

dq zey IW_A|| dq ovS —>|

_ _<a SOO[#xSHINVI.: uonul]| . SEVINVIA - woid SSE _
i

W I ny o = =<0 m
= 3 &t = S8 8
_A 002 W_A 602 >le—dq z2v I¢_A 002 W_A.| dq /2y —>|«— dq ovs ||Iv_

_ _<a s00| SevINVW )| uonul[[@ERESINYIN woid SGE _ _

I [
w s 19374 o T 53] m
= g &t = £ St :
= & @ -
_A 602 >|€—— da 509 |I.W_A 002 V_AII dq 509 I.|.v dq 0est /dq 0¥S ¢_
_<n SO0 "SeJLND i SHIND woud ££9 / SS€ _ _
_ _ _
X Oh T @ ) T x0
g B2 3 = £ z 8% g
e s

>
IVNU/INVIN

> e
IVNHIINVYIN

>«
IVNYIIND

Fig. 2

14



EP 2113 514 A1

GNTI-
RNAI MANII-RNAi (TO)
Wt 2¢ M +> ¢ €«

130 kDa
100

72

55

43

34
26

Protein

15



EP 2113 514 A1

— qob-unib

yosnosysu

abuelso
j0.l
q|sb qiab-unib
unib

IVNA-/INVIA IVNY-LLNO

Fig. 4

16



EP 2113 514 A1

199y

ve
1914

S5

cl

S6

o€l
eay 01

ve
124

S5
42
G6

oct
ey 041

diH

“VHd-0

1

sisdopiqely

0

ll I 1..»,l g

ddH-©

Fig

VHd-P

1

ajewo} sisdopiqesy

17



EP 2113 514 A1

194

SS —

¢l —

Bg%S6 —

Vv uo)

loid

uie

T1-VHd-0

ANIA-D

Fig. 6

18



Kaninchen IgG

humanes IgE

a-PHA-L

AK-06

TB-02

NA

EP 2113 514 A1

Fig. 7

19



a-hGC

a-PHA-L

EP 2113 514 A1

Fig. 8

20



EP 2113 514 A1

0,) EUropalsches  EyROPAISCHER RECHERCHENBERICHT

—

EPO FORM 1503 03.82 (P04C03)

Patentamt

Nummer der Anmeldung

EP 08 00 8396

EINSCHLAGIGE DOKUMENTE
Kategorie Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe, soweit erforderlich, Betrifft KLASSIFIKATION DER
der maBgeblichen Teile Anspruch | ANMELDUNG (IPC)
STRASSER RICHARD ET AL: "Molecular 8,12 INV.
cloning and characterization of Co7K14/47
Arabidopsis thaliana Golgi C12N15/82
alpha-mannosidase I1I, a key enzyme in the C12P21/00
formation of complex N-glycans in plants" A61K38/17
PLANT JOURNAL,
Bd. 45, Nr. 5, Mdrz 2006 (2006-03), Seiten
789-803, XP002482105
ISSN: 0960-7412
* das ganze Dokument *
WO 2007/061631 A (GLYCOFI INC [US];
BOBROWICZ PIOTR [US]; COOK JAMES W [US];
KETT WARREN) 31. Mai 2007 (2007-05-31)
CHEN MIN ET AL: "MODIFICATION OF PLANT
N-GLYCANS PROCESSING: THE FUTURE OF
PRODUCING THERAPEUTIC PROTEIN BY
TRANSGENIC PLANTS"
MEDICINAL RESEARCH REVIEWS, NEW YORK, NY,
us, RECHERCHIERTE
Bd. 25 , Nr. 3 , SACHGEBIETE (IPC)
21. Oktober 2004 (2004-10-21), Seiten CO7K
343-360, XPOO9084930 C12N
ISSN: 0198-6325 AB1K
COX KEVIN M ET AL: "GLYCAN OPTIMIZATION
OF A HUMAN MONOCLONAL ANTIBODY IN THE
AQUATIC PLANT LEMNA MINOR"
NATURE BIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING
GROUP, NEW YORK, NY, US,
Bd. 24, Nr. 12,
1. Dezember 2006 (2006-12-01), Seiten
1591-1597, XP009084966
ISSN: 1087-0156
_/_ -
Der vorliegende Recherchenbericht wurde flir alle Patentanspriiche erstellt
Recherchenort AbschluBdatum der Recherche Prafer
Miinchen 25. September 2008 Bilang, Jiirg
KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE T : der Erfindung zugrunde liegende Theorien oder Grundsatze
E: dlteres Patentdokument, das jedoch erst am oder
X : von besanderer Bedeutung allein betrachtet nach dem Anmeldedatum veréffentlicht worden ist
Y : von besonderer Bedeutung in Verbindung mit einer D : in der Anmeldung angeftihrtes Dokument
anderen Verdffentlichung derselben Kategorie L : aus anderen Griinden angefiihrtes Dokument
A:technologischer Hintergrund e e e e e
O : nichtschriftliche Offenbarung & : Mitglied der gleichen Patentfamilie, Gbereinstimmendes
P : Zwischenliteratur Dokument

21



—

EPO FORM 1503 03.82 (P04C03)

0> EUropdlsches  EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT

EP 2113 514 A1

Patentamt

Nummer der Anmeldung

EP 08 00 8396

EINSCHLAGIGE DOKUMENTE

Kategorie Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe, soweit erforderlich, Betrifft KLASSIFIKATION DER
der maBgeblichen Teile Anspruch ANMELDUNG (IPC)
A SAINT-JORE-DUPAS ET AL: "From planta to

pharma with glycosylation in the toolbox"
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, GB,

Bd. 25, Nr. 7, 1. Juli 2007 (2007-07-01),
Seiten 317-323, XP022116342

ISSN: 0167-7799

Der vorliegende Recherchenbericht wurde fiir alle Patentanspriche erstellt

RECHERCHIERTE
SACHGEBIETE (IPC)

Recherchenort AbschluBdatum der Recherche Prufer
Miinchen 25. September 2008 Bilang, Jiirg
KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE T : der Erfindung zugrunde liegende Theorien oder Grundsitze

E : alteres Patentdokument, das jedoch erst am oder
hach dem Anmeldedatum verdffentlicht worden ist
Y : von besonderer Bedeutung in Verbindung mit einer D :in der Anmeldung angefuhrtes Dokument
L : aus anderen Griinden angefiihrtes Dokument

X:von besonderer Bedeutung allein betrachtet

anderen Veréffentlichung derselben Kategorie

A:technologischer Hintergrund
QO : nichtschriftliche Offenbarung & : Mitglied der gleichen
P : Zwischenliteratur Dokument

22



EPO FORM P0461

EP 2113 514 A1

ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG NR. EP 08 00 8396

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten européischen Recherchenbericht angeflihrten
Patentdokumente angegeben.

Die Angaben tber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Europaischen Patentamts am

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewahr.

25-09-2008
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefilhrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
WO 2007061631 A 31-05-2007 AU 2006316838 Al 31-05-2007
CA 2628725 Al 31-05-2007
EP 1954815 A2 13-08-2008

Far nahere Einzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des Européischen Patentamts, Nr.12/82

23



EP 2113 514 A1

IN DER BESCHREIBUNG AUFGEFUHRTE DOKUMENTE

Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Dokumente wurde ausschlieBlich zur Information des Lesers aufgenommen
und ist nicht Bestandteil des europdischen Patentdokumentes. Sie wurde mit gréBBter Sorgfalt zusammengestellt; das
EPA ubernimmt jedoch keinerlei Haftung fiir etwaige Fehler oder Auslassungen.

In der Beschreibung aufgefiihrte Patentdokumente

US 6841659 B, T. Turpen [0010]

In der Beschreibung aufgefiihrte Nicht-Patentliteratur

Barton NW ; Furbish FS ; Murray GJ ; Garfield M ;
Brady RO. Therapeutic response to intravenous in-
fusions of glucocerebrosidase in a patient with Gau-
cher disease. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1990, vol.
87, 1913-1916 [0056]

Becker D. Binary vectors, which allow the exchange
of plant selectable markers and reporter genes. Nucl.
Acids Res., 1990, vol. 18, 203 [0056]

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utiliz-
ing the principle of protein-dye binding. Anal. Bio-
chem., 1976, vol. 72, 248-254 [0056]

Chen S ; Hofius D ; Sonnewald U ; Bornke F. Tem-
poral and spatial control of gene silencing in trans-
genic plants by inducible expression of dou-
ble-stranded RNA. Plant J., 2003, vol. 36, 731-740
[0056]

Chui D ; Oh-Eda M ; Liao YF ; Panneerselvam K ;
Lal A; Marek KW ; Freeze HH ; Moremen KW ;
Fukuda MN ; Marth JD. Alpha-mannosidase-Il de-
ficiency results in dyserythropoiesis and unveils an
alternate pathway in oligosaccharide biosynthesis.
Cell, 1997, vol. 90, 157-167 [0056]

Cox KM ; Sterling JD ; Regan JT ; Gasdaska JR ;
Frantz KK ; Peele CG; Black A; Passmore D ;
Moldovan-Loomis C ; Srinivasan M. Glycan opti-
mization of a human monoclonal antibody in the
aquatic plant Lemna minor. Nat. Biotechnol., 2006,
vol. 24, 1591-1597 [0056]

Deblaere R ; Bytebier B ; De Greve H ; Debroeck
F ; Schell J ; van Montagu M ; Leemans J. Efficient
octopine Ti plasmid-derived vectors of Agrobacteri-
um-mediated gene transfer to plants. Nucl. Acids
Res., 1985, vol. 13, 4777-4788 [0056]

Decker EL ; Reski R. Moss bioreactors producing
improved biopharmaceuticals. Curr. Opin. Biotech-
nol., 2007, vol. 18, 393-398 [0056]

Faye L; Chrispeels MJ. Characterization of
N-linked oligosaccharides by affinobloting with con-
canavalin A-peroxidase and treatment of the blots
with glycosidases. Anal. Biochem., 1985, vol. 149,
218-224 [0056]

24

US 6841659 B2, von Thomas H. Turpen [0024]

Faye L ; Chrispeels MJ. Common antigenic deter-
minants in the glycoproteins of plants, molluscs, and
insects. Glycoconj. J., 1988, vol. 5, 245-256 [0056]
Fukuda NMN. HEMPAS disease: genetic defect of gly-
cosylation. Glycobiology, 1990, vol. 1, 9-15, Glyco-
biology [0056]

Hoéfgen R ; Willmitzer L. Storage of competent cells
for Agrobacterium transformation. Nucl. Acids Res.,
1988, vol. 16, 9877 [0056]

loffe E ; Stanley P. Mice lacking N-acetylglucosam-
inyltransferase | activity die at midgestation, revealing
an essential role for complex or hybrid N-linked car-
bohydrates. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, vol.
91, 728-732 [0056]

Jin C ; Altmann F ; Strasser R ; Mach L ; Schéhs
M ; Kunert R ; Rademacher T ; Glossl J ; Stein-
kellner H. A plant-derived human monoclonal anti-
body induces an anticarbohydrate immune response
in rabbits. Glycobiology, 2008, vol. 18, 235-241
[0056]

Johnson KD ; Chrispeels MJ. Substrate specifici-
ties of N-acetylglucosaminyl-, fucosyl-, and xylosyl-
transferases that modify glycoproteins in the Golgi
apparatus of bean cotyledons. Plant Physiol., 1987,
vol. 84, 1301-1308 [0056]

Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during
the assembly of the head of bacteriophage T4. Na-
ture, 1970, vol. 227, 680-685 [0056]

Lauriere M ; Lauriere C; Chrispeels MJ ; John-
son KD ; Sturm A. Characterization of a xylose-spe-
cific antiserum that reacts with the complex asparag-
ine-linked glycans of extracellular and vacuolar glyc-
oproteins. Plant Physiol., 1989, vol. 90, 1182-1188
[0056]
LiD;LiY;WuX;LiQ;YudJ;Gend;Zhang XL.
Knockdown of Mgat5 inhibits breast cancer cell
growth with activation of CD4+ T cells and macro-
phages. J. Immunol., 2008, vol. 180, 3158-3165
[0056]

Ling H-Q ; Kriseleit D ; Ganal MW. Effect of ticar-
cillin/potassium clavulanate on callus growth and
shoot regeneration in Agrobacterium-mediated
transformation of tomato (Lycopersicon esculentum
Mill.). Plant Cell Rep., 1998, vol. 17, 843-847 [0056]



EP 2113 514 A1

Metzler M ; Gertz A; Sarkar M; Schachter H;
Schrader JW; Marth JD. Complex asparag-
ine-linked oligosaccharides are required for morpho-
genic events during postimplantation development.
EMBO J., 1994, vol. 13, 2056-2065 [0056]
Moremen KW. Golgi alpha-mannosidase |l deficien-
¢y in vertebrate systems: implications for asparag-
ine-linked oligosaccharide processing in mammals.
Biochim. Biophys. Acta, 2002, vol. 1573, 225-235
[0056]

Reggi S ; Marchetti S ; Patti T ; De Amicis F ; Car-
iati R ; Bembi B ; Fogher C. Recombinant human
acid beta-glucosidase stored in tobacco seed is sta-
ble, active and taken up by human fibroblasts. Plant
Mol. Biol., 2005, vol. 57, 101-113 [0056]

Shaaltiel Y ; Bartfeld D ; Hashmueli S ; Baum G ;
Brill-Almon E ; Galili G ; Dym O ; Boldin-Adam-
sky SA ; Silman | ; Sussman JL. Production of glu-
cocerebrosidase with terminal mannose glycans for
enzyme replacement therapy of Gaucher's disease
using a plant cell system. Plant Biotechnol. J., 2007,
vol. 5, 579-590 [0056]

Strasser R ; Altmann F ; Mach L ; Glossl J ; Stein-
kellner H. Generation of Arabidopsis thaliana plants
with complex N-glycans lacking betal,2-linked xylose
and core alphal,3-linked fucose. FEBS Lett., 2004,
vol. 561, 132-136 [0056]

Strasser R ; Schoberer J ; Jin C ; Gléssl J ; Mach
L ; Steinkellner H. Molecular cloning and character-
ization of Arabidopsis thaliana Golgi alpha-mannosi-
dase Il, a key enzyme in the formation of complex
N-glycans in plants. Plant J., 2006, vol. 45, 789-803
[0056]

Strasser R; Stadlmann J ; Schahs M ; Stiegler
G ; Quendler H ; Mach L ; Gléssl J ; Weterings K ;
Pabst M ; Steinkellner H. Generation of glyco-en-
gineered Nicotiana benthamiana for the production
of monoclonal antibodies with a homogeneous hu-
man-like N-glycan structure. Plant Biotechnol. J.,
2008, vol. 6, 392-402 [0056]

25

Sturm A ; Johnson KD ; Szumilo T ; Elbein AD ;
Chrispeels MJ. Subcellular localization of glycosi-
dases and glycosyltransferases involved in the
processing of N-linked oligosaccharides. Plant Phys-
iol., 1987, vol. 85, 741-745 [0056]

TanJ ; DunnJ ; Jaeken J ; Schachter H. Mutations
in the MGAT2 gene controlling complex N-glycan
synthesis cause carbohydrate-deficient glycoprotein
syndrome type |l, an autosomal recessive disease
with defective brain development. Am. J. Hum.
Genet., 1996, vol. 59, 810-807 [0056]

von Schaewen A ; Stitt M ; Schmidt R ; Sonne-
wald U ; Willmitzer L. Expression of a yeast-derived
invertase in the cell wall of tobacco and Arabidopsis
plants leads to accumulation of carbohydrate and in-
hibition of photosynthesis and strongly influences
growth and phenotype of transgenic tobacco plants.
EMBO J., 1990, vol. 9, 3033-3044 [0056]

von Schaewen A ; Sturm A ; O’Neill J ; Chrispeels
MJ. Isolation of a mutant Arabidopsis plant that lacks
N-acetyl glucosaminyl transferase | and is unable to
synthesize Golgi-modified complex N-linked glycans.
Plant Physiol., 1993, vol. 102, 1109-1118 [0056]
Waterhouse PM ; Smith NA ; Wang MB. Virus re-
sistance and gene silencing: killing the messenger.
Trends Plant Sci., 1999, vol. 4, 452-457 [0056]
Wenderoth | ; von Schaewen A. Isolation and char-
acterization of plant N-acetyl glucosaminyltrans-
ferase | (Gntl) cDNA sequences. Functional analyses
inthe Arabidopsis cgl mutant andin antisense plants.
Plant Physiol., 2000, vol. 123, 1097-1108 [0056]
Wuhrer M ; Hokke CH ; Deelder AM. Glycopeptide
analysis by matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion tandem time-of-flight mass spectrometry reveals
novel features of horseradish peroxidase glycosyla-
tion. Rapid Commun. Mass Spectrom., vol. 18,
1741-1748 [0056]

Wuhrer M ; Balog Cl; Koeleman CA ; Deelder
AM ; Hokke CH. New features of sitespecific horse-
radish peroxidase (HRP) glycosylation uncovered by
nano-LC-MS with repeated ion-isolation/fragmenta-
tion cycles. Biochim. Biophys. Acta, 2005, vol. 1723,
229-239 [0056]



	Bibliography
	Claims
	Drawings
	Description
	Description 1
	Description 2

	Abstract
	Search-Report

