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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die genetische Modifikation von Chromosomen. Es werden
insbesondere Verfahren und Zusammensetzungen fir die Integration von DNA in ein eukaryotisches Genom
bereitgestellt.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Es wurden mehrere Ansatze verwendet, um eine DNA von Interesse in das Genom einer Pflanze zu
integrieren. Im einfachsten Verfahren wird DNA in eine Zelle eingefuhrt und integriert durch illegitime Rekom-
bination statistisch in das Genom. Ein Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, dass positionale Effekte durch
statistische Integration es schwierig machen, eine Genexpression zu analysieren.

[0003] Als Alternative zur illegitimen Rekombination kann eine Integration auf eine besondere Stelle im Ge-
nom durch die Verwendung einer homologen Rekombination oder ortsspezifischen Rekombination targetiert
werden. Bei Pflanzen, bei denen keine homologe Rekombinationstechnologie entwickelt wurde, wird eine orts-
spezifische Rekombination verwendet, um eine Sequenz von Interesse in eine Integrationsstelle zu integrie-
ren, die vorher in das Wirtspflanzengenom insertiert wurde. Wenn eine ortsspezifische Integration durch ein
einfaches Kreuzungsereignis zwischen einem Chromosom und einem ringférmigen extrachromosomalen Re-
plikon erfolgt, wird das gesamte Replikon in das Chromosom insertiert werden. Wenn eine Insertion des ge-
samten Replikons unerwiinscht ist, kann ein Fragment des Replikons, das die DNA von Interesse umfasst,
flankiert von Targetstellen fiir eine ortsspezifische Rekombinase, durch ein doppeltes reziprokes Kreuzungs-
ereignis in ein Chromosom eingefiihrt werden, das eine Integrationsstelle hat, welche den Targetstellen ent-
spricht, die die DNA von Interesse flankieren. In jedem Fall ist eine Integration ineffizient, da sie reversibel ist,
d.h., die integrierte DNA kann durch anschlieRende ortsspezifische Rekombination zwischen den Targetstel-
len, die die integrierte DNA flankieren, ausgeschnitten werden.

[0004] Es wurden mehrere Ansatze unternommen, um eine Exzision bzw. ein Ausschneiden einer integrierten
DNA zu vermeiden. In einem Ansatz wird die Expression einer ortsspezifischen Rekombinase, z.B. Cre oder
FLP, zeitweise reguliert. Siehe O'Gorman et al. (1991) Science 251:1351-1355; Logie und Stewart (1995) Proc
Natl Acad Sci 92:5940-5944; Zhang et al. (1996) Nuc Acid Res 24:543-548; Nichols et al. (1997) Mol Endocinol
11:950-961; und Feil et al. (1997) Biochem Biophy Res Comm 237:752-757. In diesen Verfahren wird die Re-
kombinase entweder transient oder induzierbar kurz exprimiert, um eine Integration zuzulassen. Allerdings
kann eine Exzision der integrierten DNA auftreten, bevor aktive Rekombinase aus der Zelle verschwindet. Dar-
Uber hinaus ist eine intramolekulare Exzision kinetisch gegenuber einer bimolekularen Integration begunstigt.
Daher ist integrierte DNA in Gegenwart von Rekombinase von Natur aus instabil.

[0005] Ein zweiter Ansatz reduziert eine Exzision von integrierter DNA durch Verwendung von Paaren einzeln
mutierten Zielstellen, sowohl auf dem Chromosom als auch der flankierenden DNA von Interesse. Siehe Albert
et al. (1995) Plant J7:649-659; Schlake und Bode (1994) Biochemistry 33:12746-12751; O'Gorman et al.
(1997) Proc Natl Acad Sci 94:14602-14607; und Araki et al. (1997) Nuc Acid Res 25:868-872. Eine Rekombi-
nation zwischen einzeln mutierten Zielstellen resultiert in doppelt mutierten Zielstellen, die die DNA flankieren,
die in das Chromosom insertiert ist. Die doppelt mutierten Zielstellen werden durch die Rekombinase gut er-
kannt. So wird die insertierte DNA durch eine Umkehrreaktion nur bei niedrigen Leveln aus dem Chromosom
ausgeschnitten. Dieses System hat allerdings den Nachteil, dass einzeln mutierte Zielstellen oft nicht als effi-
ziente Rekombinationssubstrate wirken und somit die Integrationshaufigkeit reduziert ist. AulRerdem sind
Transformanten instabil, da eine Exzision noch erfolgen kann, wenn auch bei reduzierter Haufigkeit.

[0006] Ow et al. (1995), Critical Reviews in Plant Sciences 14(3), 239-261, offenbart mehrere ortsspezifische
Rekombinationssysteme, von denen gezeigt wurde, dass sie in hdheren eukaryotischen Zellen arbeiten. Diese
Zwei-Komponentensysteme bestehen aus einer Einzel-Polypeptid-Rekombinase und einer kurzen Erken-
nungssequenz mit weniger als 35 bp.

[0007] Dementsprechend besteht eine Aufgabe der Erfindung in der Bereitstellung von effizienten Methoden
fir eine ortsspezifische Integration von DNA in eukaryotische Genome, die anschlieRende Exzisionsreaktionen
und andere nicht-produktive Rekombinationsreaktionen vermeiden.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0008] Es werden Zusammensetzungen und Verfahren zum Einfihren einer DNA von Interesse in eine geno-
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mische Integrationsstelle bereitgestellt. Die Verfahren und Zusammensetzungen involvieren insbesondere die
Verwendung einer Kombination von Targetstellen bzw. Zielstellen fiir zwei unterschiedliche ortsspezifische Re-
kombinasen, z.B. Cre und FLP, und Expression einer chimaren Rekombinase mit dualer Targetstellenspezifi-
tat. Somit umfassen die Kombinationen neue ortsspezifische Rekombinasen mit Spezifitdten fur multiple Tar-
getstellen und Nucleotidsequenzen und Expressionskassetten, die fiir diese Rekombinasen oder Targetstellen
codieren. Die Verfahren involvieren Transformieren einer eukaryotischen Zelle mit Targetstellen fur die neue
Rekombinase mit einer DNA von Interesse, die durch entsprechende Targetstellen flankiert ist. Die Expression
entweder der neuen chimaren Rekombinase oder von zwei ortsspezifischen Rekombinasen in der eukaryoti-
schen Zelle resultiert in der Integration der DNA von Interesse in das Genom. Die Zusammensetzungen und
Verfahren der Erfindung haben eine Verwendung bei der Konstruktion von stabil transformierten eukaryoti-
schen Zellen, und insbesondere Pflanzenzellen. Die Verfahren resultieren in einer effizienten targetierten ge-
nomischen Integration von DNA durch ortsspezifische Rekombination.

[0009] Erfindungsgemal wird demnach ein rekombinantes Protein bereitgestellt, umfassend eine erste orts-
spezifische Rekombinase, im Raster fusioniert mit einer zweiten unterschiedlichen ortsspezifischen Rekombi-
nase.

[0010] Die Erfindung stellt auch bereit:
— ein rekombinantes Protein, das die Aminosauresequenz umfasst, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, be-
stehend aus SEQ ID NO: 3, 6, 9 und 11;
— ein Nucleinsauremolekil, das eine Nucleotidsequenz, die fur eine erste ortsspezifische Rekombinase, im
Raster fusioniert mit einer zweiten unterschiedlichen ortsspezifischen Rekombinase, codiert, umfasst;
— ein Nucleinsduremolekil, das SEQ ID NO: 2, 4, 5, 7 oder 8 umfasst;
— eine eukaryotische Zelle, die ein Nucleinsauremolekil der Erfindung stabil in ihr Genom eingebaut hat;
— eine Pflanze, die in ein Chromosom wenigstens eine Integrationsstelle, die eine Targetstelle fir eine erste
ortsspezifische Rekombinase und eine Targetstelle fiir eine zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekom-
binase umfasst, stabil integriert hat, wobei die Targetstellen aneinander angrenzend sind;
— eine Pflanze, die stabil in ihr Genom ein Nucleinsauremolekil der Erfindung integriert hat;
— ein Verfahren zum Integrieren einer DNA von Interesse in das Genom einer eukaryoti schen Zelle, umfas-
send:
(a) Einfihren einer Transferkassette, die die DNA von Interesse umfasst, in die eukaryotische Zelle, wobei
die DNA von Interesse von einer Targetstelle fir eine erste ortsspezifische Rekombinase und einer Tar-
getstelle fir eine zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekombinase flankiert wird und das Genom der
eukaryotischen Zelle wenigstens eine Integrationsstelle umfasst, die Targetstellen umfasst, welche den Tar-
getstellen entsprechen, die die DNA von Interesse flankieren; und
(b) Bereitstellen in der genannten eukaryotischen Zelle eines rekombinanten Proteins, das die erste Re-
kombinase, ein aktives Derivat der ersten Rekombinase oder ein aktives Fragment der ersten Rekombina-
se, im Raster fusioniert mit der zweiten unterschiedlichen Rekombinase, einem aktiven Derivat der zweiten
unterschiedlichen Rekombinase oder einem aktiven Fragment der zweiten unterschiedlichen Rekombinase
umfasst, wobei die erste und die zweite Rekombinase, das aktive Derivat oder das aktive Fragment ein kon-
servatives ortsspezifisches Rekombinationsereignis katalysieren,
wobei die DNA von Interesse an der Integrationsstelle in das Genom integriert wird;
— ein Verfahren zum Integrieren einer DNA von Interesse in das Genom einer eukaryoti schen Zelle, umfas-
send:
(a) Einfihren einer Transferkassette, die die DNA von Interesse umfasst, in die eukaryotische Zelle, wobei
die DNA von Interesse durch eine Targetstelle fiir eine erste ortsspezifische Rekombinase und eine Tar-
getstelle fUr eine zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekombinase flankiert wird und das Genom der
eukaryotischen Zelle wenigstens eine Integrationsstelle umfasst, die die Targetstellen umfasst, die den Tar-
getstellen entsprechen, welche die DNA von Interesse flankieren; und
(b) Bereitstellen in der Zelle der ersten Rekombinase eines aktiven Derivats der ersten Rekombinase oder
eines aktiven Fragments der ersten Rekombinase; und der zweiten unterschiedlichen Rekombinase, eines
aktiven Derivats der zweiten Rekombinase oder eines aktiven Derivats der zweiten unterschiedlichen Re-
kombinase, wobei die erste und zweite Rekombinase, das aktive Derivat oder das aktive Fragment ein kon-
servatives ortsspezifisches Rekombinationsereignis katalysieren; und
— transformierten Samen aus einer Pflanze der Erfindung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0011] Eig. 1 stellt schematisch Pflanzentransformationsvektoren, PHP 13164 und PHP 13147, zur Expres-
sion von moCRE-Rekombinase bzw. Cre:FLPm-Rekombinase dar.
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[0012] Fig. 2 stellt die Aktivierung der GUS-Expression durch FLPm- oder CRE:FLPm-vermittelte Exzision ei-
ner Sequenz, die durch FRT-Stellen flankiert wird, die einen Ubiquitin-Promotor und das GUS-offene Leseras-
ter trennt, dar.

[0013] Fig. 3 stellt graphisch die Aktivierung der GUS-Expression durch CRE:FLPm-vermittelte Exzision ei-
ner Sequenz, die durch loxP-Stellen flankiert wird, die den Ubiquitin-Promotor und das GUS-offene Leseraster
trennt, dar.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0014] Zusammensetzungen und Verfahren zur ortsspezifischen Integration von DNA in vorher festgelegte
genomische Integrationsstellen in einem Wirtsgenom werden bereitgestellt. Die Erfindung sorgt fir die Ver-
wendung von chimaren Rekombinasen, die eine ortsspezifische Rekombination zwischen Zielstellen katalysie-
ren, welche aus unterschiedlichen ortsspezifischen Rekombinationssystemen stammen. Eine derartige chima-
re Rekombinase mit dualer Funktion stellt sicher, dass die zwei Enden von Fremd-DNA nicht miteinander ligie-
ren, sondern mit ihren verwandten Partner-Targetstellen, die in der genomischen DNA liegen, rekombinieren.
Die Verfahren erleichtern das Richtungstargeting von gewiinschten Genen und Nucleotidsequenzen in ent-
sprechende Integrationsstellen, die vorher in das Genom eingeflihrt wurden.

[0015] In den Verfahren der Erfindung wird eine Kombination von Targetstellen fiir zwei ortsspezifische Re-
kombinasen in das Genom eines Organismus von Interesse eingefiihrt, was eine Integrationsstelle zu Insertion
einer Nucleotidsequenz von Interesse einrichtet. Zu Zwecken der Erfindung wird eine Integrationsstelle flan-
kierende Targetstellen umfassen, wobei die Targetstellen den Rekombinationsstellen fir zwei unterschiedliche
ortsspezifische Rekombinasen entsprechen. Diese Rekombinations- oder Targetstellen kdnnen andere Nucle-
otidsequenzen flankieren oder kénnen fortlaufend sein. Verfahren fir die Erzeugung von transgenen Pflanzen,
die spezifische Rekombinationsstellen in das Pflanzengenom integriert enthalten, sind in der gleichzeitig an-
hangigen vorlaufigen Anmeldung, Serial No. 60/065 627 mit dem Titel "Compositions and Methods for Genetic
Modification of Plants", eingereicht am 18. November 1997, beschrieben, die hier durch Referenz aufgenom-
men wird. Sobald eine stabile Pflanze oder ein stabiles Kulturgewebe entwickelt ist, wird eine Transferkassette,
die eine DNA von Interesse flankiert von Targetstellen, die denen der genomischen Integrationsstelle entspre-
chen, umfasst, in die stabil transformierte Pflanze oder die stabil transformierten Gewebe in Gegenwart einer
chimaren Rekombinase mit Spezifitdten fur jede der Targetstellen eingeflhrt. Alternativ kdnnen zwei unter-
schiedliche Rekombinasen, die den Targetstellen entsprechen, anstelle einer chimaren Rekombinase in der
Zelle vorliegen. Dieses Verfahren resultiert im Austausch der Nucleotidsequenzen zwischen den zwei identi-
schen Targetstellen der genomischen Integrationsstelle und der Transferkassette.

[0016] Somit stellt die Erfindung ein Verfahren zum Integrieren einer DNA von Interesse in das Genom einer
eukaryotischen Zelle bereit, umfassend:
a) Transformieren der Zelle mit einer Transferkassette, die die DNA umfasst, wobei die DNA durch eine Tar-
getstelle fir eine erste ortsspezifische Rekombinase und eine Targetstelle fiir eine zweite ortsspezifische
Rekombinase flankiert wird und das Genom eine Integrationsstelle enthalt, welche Targetstellen umfasst,
die den Targetstellen entsprechen, welche die DNA flankieren; und
b) Bereitstellen in der Zelle eines rekombinaten Proteins, das die erste Rekombinase im Raster fusioniert
mit der zweiten Rekombinase umfasst.

[0017] Die Erfindung stellt auRerdem ein Verfahren zum Integrieren einer DNA von Interesse in das Genom
einer eukaryotischen Zelle bereit, umfassend:
a) Transformieren der Zelle mit einer Transferkassette, die die DNA umfasst, wobei die DNA durch eine Tar-
getstelle fir eine erste ortsspezifische Rekombinase und eine Targetstelle fiir eine zweite ortsspezifische
Rekombinase flankiert wird und das Genom eine Integrationsstelle enthalt, die Targetstellen umfasst, die
den Targetstellen entsprechen, die die DNA flankieren; und
b) Bereitstellen in der Zelle die erste Rekombinase und die zweite Rekombinase.

[0018] Mit "ortsspezifische Rekombinase" ist ein beliebiges Enzym gemeint, das eine konservative ortsspe-
zifische Rekombination zwischen seinen entsprechenden Rekombinationsstellen katalysiert. Bezulglich einer
Ubersicht (ber ortsspezifischne Rekombinasen siehe Sauer (1994) Current Opinion in Biotechnology
5:521-527; und Sadowski (1993) FASEB 7:760-767.

[0019] Die erste und zweite ortsspezifische Rekombinase kénnen Volllangen-Rekombinasen und/oder aktive
Fragmente oder Derivate davon sein. Ortsspezifische Rekombinasen, die zur Erzeugung der chimaren Re-
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kombinasen der Erfindung einsetzbar sind, umfassen Rekombinasen aus der Integrase-Familie, Derivate da-
von oder ein beliebiges anderes natirlich vorkommendes oder rekombinant produziertes Enzym oder Derivat
davon, das eine konservative ortsspezifische Rekombination zwischen spezifizierten DNA-Stellen katalysiert.
Die Integrase-Familie von Rekombinasen hat tGiber dreif3ig Mitglieder und umfasst FLP, Cre, Int und R. Vorzugs-
weise bendtigen die Rekombinasen keine Cofaktoren oder kein "supercoiled" Substrat. Am meisten bevorzugt
sind die Rekombinasen Cre und FLP. Die Bakteriophage P1 loxP-Cre- und die Saccharomyces 2 p-Plasmid
FRT/FLP-ortsspezifischen Rekombinationssysteme wurden umfangreich untersucht, und ihre Verwendungen
sind dem Fachmann gut bekannt. Von Cre und FLP ist bekannt, dass sie in einer Vielzahl von Organismen
einschliellich Bakterien, Hefe, Drosophila, Sdugern und monokotylen und dikotylen Pflanzen funktionieren.
AuRerdem erfordern diese Rekombinasen keine Hilfsfaktoren, um zu funktionieren.

[0020] Die ortsspezifischen Rekombinasen und Sequenzen, die diese codieren, die in den Verfahren und den
Zusammensetzungen der Erfindung eingesetzt werden kdnnen, kénnen Varianten naturlich auftretender Re-
kombinasen und die Gene, die diese codieren, sein. Der Ausdruck "konservativ modifizierte Varianten" findet
sowohl auf Aminosaure- wie auch auf Nucleinsauresequenzen Anwendung. Bezuglich bestimmter Nucleinsau-
resequenzen beziehen sich konservativ modifizierte Varianten auf solche Nucleinsauren, die identische oder
konservativ modifizierte Varianten der Aminosauresequenzen codieren. Infolge der Degeneriertheit des gene-
tischen Codes codiert eine ganze Reihe von funktionell identischen Nucleinsauren fur ein gegebenes Protein.
Beispielsweise codieren die Codons GCA, GCC, GCG und GCU alle fiir die Aminosaure Alanin. So kann das
Codon an jeder Position, in der ein Alanin durch ein Codon spezifiziert ist, in ein beliebiges der entsprechenden
Codons, die beschrieben wurden, geandert werden, ohne dass das codierte Polypeptid verandert wird. Solche
Nucleinsaurevariationen sind "stille Variationen" und stellen eine Spezies konservativ modifizierter Variation
dar. Ein Fachmann wird erkennen, dass jedes Codon in einer Nucleinsaure (aulter AUG, das normalerweise
das einzige Codon fiir Methionin ist) modifiziert werden kann, um ein funktionell identisches Molekiil zu liefern.

[0021] Was die Aminosauresequenzen angeht, so wird ein Fachmann erkennen, dass einzelne Substitutio-
nen, Deletionen oder Additionen an eine Nucleinsaure-, Peptid-, Polypeptid- oder Proteinsequenz, die eine ein-
zelne Aminoséaure oder einen geringen Prozentsatz an Aminosauren in der codierten Sequenz andern, addie-
ren oder deletieren, eine "konservativ modifizierte Variante" ist, in der die Veranderung in der Substitution einer
Aminosaure durch eine chemisch dhnliche Aminosaure resultiert. Somit kann eine beliebige Zahl an Amino-
saureresten, ausgewahlt aus der Gruppe von ganzen Zahlen, bestehend aus 1 bis 15, verandert werden. Bei-
spielsweise kénnen so 1, 2, 3, 4, 5, 7 oder 10 Veranderungen durchgefihrt werden. Konservativ modifizierte
Varianten stellen typischerweise ahnliche biologische Aktivitat, wie die nicht-modifizierte Polypeptidsequenz,
aus der sie abgeleitet sind, bereit. Z.B. ist die Substratspezifitat, Enzymaktivitat oder Ligand/Rezeptor-Bindung
im Allgemeinen wenigstens 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% oder 90% derjenigen des nativen Proteins fur
sein natives Substrat. Konservative Substitutionstabellen, die funktionell &hnliche Aminosauren bereitstellen,
sind auf dem Fachgebiet gut bekannt.

[0022] Die folgenden sechs Gruppen enthalten jeweils Aminosauren, die konservative Substitutionen fiirein-
ander sind:

1) Alanin (A), Serin (S), Theronin (T);

2) Asparaginsaure (D), Glutaminsaure (E);

3) Asparagin (N), Glutamin (Q);

4) Arginin (R), Lysin (K);

5) Isoleucin (1), Leucin (L), Methionin (M), Valin (V); und

6) Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W).

Siehe Creighton (1984) Proteins, W.H. Freeman und Company.

[0023] Anstelle einer Verwendung von Volllangen-Rekombinasen kénnen funktionelle Fragmente von orts-
spezifischen Rekombinasen in den Verfahren und Zusammensetzungen der Erfindung verwendet werden.
Funktionelle Fragmente von ortsspezifischen Rekombinasen kénnen unter Verwendung einer Vielzahl von
Techniken identifiziert werden. Beispielsweise kdnnen funktionelle Fragmente des FLP-Proteins durch ihre Fa-
higkeit, bei Einfihrung in Zellen, die geeignete FRT-Substrate enthalten, eine ortsspezifische Rekombination
zu katalysieren und in der Exzision eines analysierbaren Markergens zu resultieren, identifiziert werden.

[0024] Ein allgemeiner Ansatz fur eine derartige funktionelle Analyse involviert eine Subklonierung von
DNA-Fragmenten eines genomischen Klons, cDNA-Klons oder einer synthetisierten Gensequenz in einen Ex-
pressionsvektor, Einfuhren des Expressionsvektors in einen heterologen Wirt und Screening, um das Rekom-
binationsprodukt zu detektieren (d.h., unter Verwendung einer Restriktionsanalyse, um das Rekombinations-
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produkt auf dem Nucleinsaurelevel zu bestatigen, oder auf der Basis eines Assaysystems flr eine Rekombi-
nation, wie es oben beschrieben wurde). Methoden zur Erzeugung von Fragmenten einer cDNA oder eines
genomischen Klons sind gut bekannt. Varianten einer isolierten DNA, die fir eine ortsspezifische Rekombinase
codiert, kdnnen durch Deletieren, Addieren und/oder Substituieren von Nucleotiden produziert werden. Solche
Varianten kénnen z.B. durch Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese, Linker-Scanning-Mutagenese, Mutagene-
se unter Verwendung der Polymerasekettenreaktion und dergleichen erhalten werden. Siehe z.B. Ausubel,
Current Protocols In Molecular Biology, Wiley Interscience (1990), Seiten 8.0.3 — 8.5.9, und McPherson (Her-
ausg.), Directed Mutagenesis: A Practical Approach, (IRL Press, 1991).

[0025] Die rekombinanten Proteine der Erfindung mit dualer Funktion umfassen eine erste ortsspezifische
Rekombinase im Raster, fusioniert mit einer zweiten ortsspezifischen Rekombinase. Es wird erkannt werden,
dass die Rekombinasen in den Verfahren der Erfindung, die der chimaren Rekombinase entsprechen, den Tar-
getstellen des transformierten Organismus und der Targetingkassette entsprechen missen. D.h., wenn FRT-
und loxP-Stellen verwendet werden, wird eine chimare FLP:Cre-Rekombinase bendtigt werden.

[0026] Die offenen Leseraster, die fir die ersten und zweiten Rekombinasen codieren, kdnnen direkt mitein-
ander fusioniert sein oder kdbnnen durch einen Linker verkniipft sein, der das korrekte Leseraster der chimaren
Rekombinase aufrechterhalt. Es ist klar, dass die Rekombinasen Amino-an-Carboxy-Terminus, Amino-an-Ami-
no-Terminus oder Carboxy-an-Amino-Terminus fusioniert sein kénnen.

[0027] Gene, die flr chimare ortsspezifische Rekmobinasen und Rekombinationsstellen codieren, kdnnen
unter Verwendung von Standard-Rekombinationsverfahren, Synthesetechniken oder Kombinationen davon
hergestellt werden. Die Verwendung von Klonierungsvektoren, Expressionsvektoren, Adaptern und Linkern ist
auf dem Fachgebiet gut bekannt und kann in Literaturstellen, wie z.B. Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2. Ausg. (Cold Spring Habor, New York, 1989) gefunden werden. Es ist eine Vielzahl von
Strategien zum Ligieren von DNA-Fragmenten verfligbar, deren Wahl von der Natur der Termini der DNA-Frag-
mente abhangt, wobei diese Wahl in einfacher Weise von einem Fachmann vorgenommen werden kann. Das
FLP-Rekombinase-Gen aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae) istim Handel im Plasmid pOG44 von Stratage-
ne Cloning Systems (11011 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037) verfligbar. Beziiglich einer Beschrei-
bung des FLP-Gens und verschiedener Nucleinsauren siehe z.B. Stratagene Cloning Systems, Kataloge 1995,
1996, 1997 (La Jolla, CA); und Amersham Life Sciences, Inc., Katalog '97 (Arlington Heights, IL). In &hnlicher
Weise sind die Sequenzen von vielen anderen ortsspezifischen Rekombinasen und ihren verwandten Erken-
nungsstellen allgemein oder kommerziell verfuigbar. Gene, die fur FLP und Cre codieren, kénnen auch z.B.
durch Synthetisieren der Gene mit wechselseitigem Priming langer Oligonucleatide erhalten werden. Siehe
z.B. Ausubel et al. (Hrsg.), Current Protocols in Molecular Biology, Seiten 8.2.8 bis 8.2.13, Wiley Interscience
(1990). Siehe auch Wosniak et al. (1987) Gene 60:115. Darliber hinaus bieten derzeitige Techniken unter Ver-
wendung der Polymerasekettenreaktion die Fahigkeit, Gene zu synthetisieren, die in der Lange so grol} wie
1,8 Kilobasen sind (Adang et al. (1993) Plant Mol. Biol. 21:1131; Bombat et al. (1993) PCR Methods and Ap-
plications 2:266).

[0028] Wenn die Nucleinsaure synthetisch hergestellt oder verandert wird, kénnen bekannte Codonpréaferen-
zen des vorgesehenen Wirts, in dem die Nucleinsdure exprimiert werden soll, genutzt werden. Obgleich z.B.
Nucleinsauresequenzen der vorliegenden Erfindung sowohl in monokotylen wie auch in dikotylen Pflanzen-
spezies exprimiert werden kénnen, kénnen Sequenzen modifiziert werden, um fiir spezifische Codonpraferen-
zen und GC-Gehaltspraferenzen von Monokotylen oder Dikotylen verantwortlich zu sein, da gezeigt wurde,
dass diese Differenzen differieren (Murray et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17:477-498; und Campbell et al.
(1990) Plant Physiol. 92:1). So kann das in Mais bevorzugte Codon fur eine bestimmte Aminosdure aus be-
kannten Gensequenzen aus Mais abgeleitet werden. Eine Maiscodonverwendung fur 28 Gene aus Maispflan-
zen ist in Tabelle 4 von Murray et al., supra, aufgelistet.

[0029] Beispiele fir Gene, die flir Rekombinasen codieren, die in Mais bevorzugte Codons verwenden, um-
fassen FLPm, das in der gleichzeitig anhangigen Anmeldung 08/972 258 beschrieben wird, deren Inhalt hier
durch Bezugnahme aufgenommen wird, und moCre, das in SEQ ID NO: 1 und 2 gezeigt wird. FLPm stammt
aus der Saccharomyces-2-Plasmid-FLP-Rekombinase, wird aber durch eine Nucleinsduresequenz codiert,
die in Mais bevorzugte Codons verwendet. Obgleich die FLPm-Nucleinsduresequenz bevorzugte Codons fir
eine Expression von Aminosauren in Mais enthalt, ist einzusehen, dass eine nutzliche Sequenz Codons ent-
halten kann, die in Mais mit weniger als den hdchsten beschriebenen Mais-Codon-Haufigkeiten auftreten. Bei-
spiele flr Nucleinsauren, die fir chimare Rekombinasen codieren, umfassen Cre:FLPm (SEQ. ID NO: 4), mo-
Cre:FLPm (SEQ. ID NO: 5), Cre:FLP (SEQ. ID NO: 7) und FLPm:Cre (SEQ. ID NO: 8).
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[0030] Die Erfindung stellt auch Expressionskassetten bereit, die eine Nucleinsduresequenz enthalten, wel-
che fir eine chimare ortsspezifische Rekombinase codiert, funktionell verknipft mit einem Promotor, der eine
Expression in einer eukaryotischen Zelle steuert. Vorzugsweise ist der Promotor ein Pflanzenpromotor. Bei-
spielsweise enthalt der Pflanzenexpressionsvektor PHP13147, der in Fig. 1 gezeigt ist, eine Expressionskas-
sette fur Cre:FLPm, worin das Gen, das fir die chimare Rekombinase codiert, funktionell mit einem Ubiqui-
tin-Promotor verknupft ist. Der Ausdruck "funktionell verknlpft", wie er hier verwendet wird, umfasst die Bezug-
nahme auf eine funktionelle Verknipfung zwischen einem Promotor und einer zweiten Sequenz, wobei die
Promotorsequenz eine Transkription der DNA-Sequenz, die der zweiten Sequenz entspricht, initiiert und ver-
mittelt. Im Allgemeinen bedeutet funktionell verkniipft, dass die Nucleinsauresequenzen, die verknipft sind,
fortlaufend sind und, wo es notwendig ist, zwei fir Protein codierende Regionen verknupfen, die kontinuierlich
und im selben Leseraster sind.

[0031] Der Ausdruck "Promotor", wie er hier verwendet wird, beinhaltet die Bezugnahme auf eine DNA-Regi-
on stromaufwarts vom Transkriptionsstart und involviert bei der Erkennung und Bindung von RNA-Polymerase
und anderen Proteinen unter Initiierung einer Transkription. Ein "Pflanzen-Promotor" ist ein Promotor, der fahig
ist, eine Transkription in Pflanzenzellen zu initiieren. Beispiele fir Pflanzen-Promotoren umfassen, sind aber
nicht beschrankt auf, jene, die aus Pflanzen, Pflanzenviren und Bakterien-Genen, die in Pflanzenzellen expri-
miert werden, z.B. die von Agrobacterium oder Rhizobium, erhalten werden. Sowohl heterologe als auch
nicht-heterologe (d.h. endogene) Promotoren kénnen verwendet werden, um die Expression einer Sequenz,
die fur eine ortsspezifische Rekombinase codiert, zu steuern. Der Promotor kann konstitutiv, induzierbar oder
gewebespezifisch sein.

[0032] In der vorliegenden Erfindung kénnen viele verschiedene konstitutive Promotoren eingesetzt werden.
Beispiele fur konstitutive Promotoren umfassen die Promotoren aus Pflanzenviren, z.B. der 35S-Promotor aus
CaMV (Odell et al. (1985) Nature 313:810-812) und die Promotoren aus solchen Genen, wie Reisaktin (McEl-
roy et al. (1990) Plant Cell 2:163-171); Ubiquitin (Christensen et al. (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632 und
Christensen et al. (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689); pEMU (Last et al. (1991) Theor. Appl. Genet.
81:581-588); MAS (Velten et al. (1984) EMBO J. 3:2723-2730); Mais-H3-Histon (Lepetit et al. (1992) Mol. Gen.
Genet. 231:276-285 und Atanassova et al. (1992) Plant Journal 2(3):291-300); der 1'- oder 2'-Promotor, der
aus der T-DNA von Agrobacterium tumefaciens stammt, der Smas-Promotor, der Cinnamylalkoholdehydroge-
nase-Promotor (US-Patent Nr. 5 683 439), der Nos-Promotor, der Pemu-Promotor, der Rubisco-Promotor, der
GRP1-8-Promotor, und andere Transkriptions-Initiationsregionen aus verschiedenen Pflanzengenen, die dem
Fachmann bekannt sind. Der ALS-Promotor, ein Xbal/Ncol-Fragment 5-Primer zu dem Brassica na-
pus-ALS3-Strukturgen (oder einer Nucleotidsequenz, die wesentliche Sequenzsimilaritdit zu dem
Xbal/Ncol-Fragment hat) stellt einen besonders nitzlichen konstitutiven Promotor dar (siehe die anhangige Pi-
oneer Hi-Bred International-US-Patentanmeldung 08/409 297 und das entsprechende US-Patent Nr. 5 659
026, verodffentlicht am 19. August 1997).

[0033] Eine Vielzahl von induzierbaren Promotoren kann in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden.
Siehe Ward et al. (1993) Plant Mol. Biol. 22:361-366. Beispiele fur induzierbare Promotoren umfassen den aus
dem ACE1-System, der auf Kupfer anspricht (Mett et al. (1993) PNAS 90:4567-4571); In2-Gen aus Mais, das
auf Benzolsulfonamid-Herbizid-Gegenmittel anspricht (Hershey et al. (1991) Mol. Gen. Genetics 227:229-237
und Gatz et al. (1994) Mol. Gen. Genetics 243:32-38); der Adh1-Promotor, der durch Hypoxie oder Kaltestress
induzierbar ist, der Hsp70-Promotor, der durch Hitzestress induzierbar ist, und der PPDK-Promotor, der durch
Licht induzierbar ist, oder Tet-Repressor aus Tn10 (Gatz et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 227-237). Ein beson-
ders bevorzugter induzierbarer Promotor ist ein Promotor, der auf ein induzierendes Mittel anspricht, auf das
Pflanzen normalerweise nicht ansprechen. Ein Beispiel fur einen induzierbaren Promotor ist ein induzierbarer
Promotor aus einem Steroidhormon-Gen, dessen Transkriptionsaktivitat durch ein Glucocorticosteroidhormon
induziert wird (Schena et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:10421).

[0034] Beispiele flr Promotoren unter Entwicklungskontrolle umfassen Promotoren, die eine Transkription
nur oder vorzugsweise in bestimmten Geweben, z.B. Blattern, Wurzeln, Friichten, Samen oder Blumen, initi-
ieren. Die Funktion eines Promotors kann auch in Abhangigkeit von seiner Lage im Genom variieren. So kann
ein induzierbarer Promotor an bestimmten Stellen vollstandig oder partiell konstitutiv werden.

[0035] Die chimare Rekombinase muss fir eine Integration der DNA von Interesse in das Wirtsgenom in der
Pflanze exprimiert werden. Dementsprechend kann die Expressionskassette, die fur die ortsspezifische Re-
kombinase codiert, in cis der DNA von Interesse; in trans an einem Wirtschromosom oder extrachromosoma-
len Replikon zugefuhrt werden oder kann in den Wirt transferiert werden und transient in der Nahe des Zeit-
punkts, an dem eine Rekombination gewlinscht wird, exprimiert werden.
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[0036] Die Zusammensetzungen der Erfindung umfassen Transferkassetten, die Nucleotidsequenzen umfas-
sen, welche flr die chimaren Rekombinasen der Erfindung codieren. Mit Transferkassette ist jede Nucleotid-
sequenz gemeint, die verwendet werden kann, um eine Zelle von Interesse zu transformieren. Beispielsweise
kann die Transferkassette ein unabhangiges Replikon, z.B. ein Plasmid, Shuttlevektor, Ti-Plasmid, viraler Vek-
tor oder dergleichen, sein. Alternativ kdnnte die Transferkassette eine Nucleinsaure sein, die nicht zur unab-
hangigen Replikation fahig ist, jedoch in einen Organismus von Interesse durch eine Vielzahl von Transforma-
tionsprotokollen, z.B. Partikelbeschuss, Elektroporation und dergleichen, transferiert werden koénnte. So stellt
die Erfindung eine Transferkassette bereit, die eine Nucleotidsequenz umfasst, welche flr ein rekombinantes
Protein codiert, das eine erste ortsspezifische Rekombinase, fusioniert im Raster mit einer zweiten ortsspezi-
fischen Rekombinase, umfasst, wobei die Nucleotidsequenz funktionell mit einem Promotor verknlpft ist, der
eine Expression in einer eukaryotischen Zelle steuert.

[0037] In den Zusammensetzungen und Verfahren der Erfindung ist die DNA von Interesse von Targetstellen
fur zwei unterschiedliche ortsspezifische Rekombinasen flankiert. Mit "flankiert von bzw. durch" ist gemeint,
dass die Rekombinations- oder Targetstellen direkt fortlaufend mit der DNA von Interesse sein kdnnen, oder
es kann eine oder es kdnnen mehrere intervenierende Sequenzen zwischen einem oder beiden Enden der
DNA von Interesse und den ortsspezifischen Rekombinationsstellen vorliegen. Intervenierende Sequenzen
von besonderem Interesse wiirden Linker, Adapter, selektierbare Marker und/oder andere Stellen, die eine
Vektorkonstruktion oder Analyse und Expressionskassette flr ein Gen von Interesse unterstiitzen, umfassen.
Targetstellen fir ortsspezifische Rekombinasen sind dem Fachmann bekannt und werden in der gleichzeitig
anhangigen vorlaufigen Anmeldung 60/065 613 diskutiert. Beispiele fur Targetstellen umfassen, sind aber nicht
beschrankt auf, FRT, FRT1, FRTS, FRT6, FRT7, andere FRT-Mutanten, loxP, loxP-Mutanten und dergleichen.
Siehe z.B. Schlake und Bode (1994) Biochemistry 33:12746-12751; Huang et al. (1991) Nucleic Acids Re-
search 19:443-448; Sadowski (1995) in Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology, Bd. 51, S.
53-91; Cox (1989) in Mobile DNA, Berg und Howe (Herausg.) American Society of Microbiology, Washington
D.C., S. 116-670; Dixon et al. (1995) 18:449-458; Umlauf und Cox (1988) The EMBO Journal 7:1845-1852;
Buchholz et al. (1996) Nucleic Acids Research 24:3118-3119; Kilby et al. (1993) Trends Genet. 9:413-421:
Rossant und Geagy (1995) Nat. Med. 1: 592-594; Albert et al. (1995) The Plant J. 7:649-659: Bayley et al.
(1992) Plant Mol. Biol. 18:353-361; Odell et al. (1990) Mol. Gen. Genet. 223:369-378; Dale und Ow (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10558-105620; Qui et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1706-1710; Stu-
urman et al. (1996) Plant Mol. Biol. 32:901-913; und Dale et al. (1990) Gene 91:79-85.

[0038] Mit "Targetstelle fir eine ortsspezifische Rekombinase" ist eine DNA-Sequenz gemeint, die durch eine
bestimmte ortsspezifische Rekombinase erkannt wird. Dem Fachmann auf diesem Gebiet ist eine Vielzahl von
Rekombinationsstellen bekannt, und diese kénnen in Verfahren und Zusammensetzungen der Erfindung ein-
gesetzt werden. Die Stelle kann die Sequenz der verwandten Stelle fir eine gegebene Rekombinase haben
oder kann modifiziert sein, solange sie fahig ist, als Rekombinationsstelle zu wirken. Die Stelle kann die Mini-
malsequenzen enthalten, die fur eine Rekombination erforderlich sind, oder sie kann zuséatzliche Sequenzen
enthalten, die eine Rekombination verstérken. Beispiele fur Rekombinationsstellen zur Verwendung in der Er-
findung sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen FRT- und loxP-Stellen. (Siehe zum Beispiel Schlake
und Bode (1994) Biochemistry 33:12746-12751; Huang et al. (1991) Nucleic Acids Research 19:443-448; Paul
D. Sadowski (1995) in Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology Bd. 51, S. 53-91; Michael M.
Cox (1989) in Mobile DNA, Berg und Howe (Herausg.) American Society of Microbiology, Washington D.C., S.
116-670; Dixon et al. (1995) 18:449-458; Umlauf und Cox (1988) The EMBO Journa17:1845-1852; Buchholz
et al. (1996) Nucleic Acids Research 24:3118-3119; Kilby et al. (1993) Trends Genet. 9:413-421: Rossant und
Geagy (1995) Nat. Med. 1: 592-594; Albert et al. (1995) The Plant J. 7:649-659: Bayley et al. (1992) Plant Mol.
Biol. 18:353-361; Odell et al. (1990) Mol. Gen. Genet. 223:369-378; Dale und Ow (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:10558-105620; Qui et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1706-1710; Stuurman et al. (1996)
Plant Mol. Biol. 32:901-913; Hartley et al. (1980) Nature 286:860-864; Sauer (1994) Current Opinion in Bao-
technology 5:521-527; und Dale et al. (1990) Gene 91:79-85).

[0039] Jede loxP- und die FRT-Stelle enthalt jeweils zwei invertierte Wiederholungen mit 13 Basenpaaren,
die einen 8 Basenpaar-Spacer flankieren. Die FRT-Stelle enthalt eine zusatzliche nicht-essentielle 13 Basen-
paar-Wiederholung. Die Sequenzen der loxP- und FRT-Stellen sind in SEQ. ID NO: 1 und SEQ. ID NO: 2 ge-
zeigt. Eine minimale FRT-Stelle (SEQ. ID NO: 10), die zwei 13 Basenpaar-Wiederholungen, getrennt durch ei-
nen 8 Basen-Spacer, umfasst, ist:

5'-GAAGTTCCTATTC[TCTAGAAA]GTATAGGAACTTC3'

worin die Nucleotide in den Klammern die Spacerregion anzeigen. Die Nucleotide in der Spacerregion kénnen
durch eine Kombination von Nucleotiden ersetzt werden, solange die zwei 13 Basen-Wiederholungen durch 8
Nucleotide getrennt werden. FLP ist eine konservative, ortsspezifische Rekombinase, die fahig ist, eine Inver-
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sion einer Nucleinsauresequenz, die zwischen zwei umgekehrt orientierten FRTs positioniert ist; eine Rekom-
bination zwischen zwei Molekulen, die jeweils eine FRT-Stelle enthalten; und eine Exzision zwischen FRT-Stel-
len zu katalysieren. Die Kernregion ist nicht symmetrisch, und ihre Asymmetrie diktiert die Steuerbarkeit der
Reaktion. Eine Rekombination zwischen umgekehrten FRT-Stellen verursacht eine Umkehr einer DNA-Se-
quenz zwischen diesen, wohingegen eine Rekombination zwischen direkt orientierten Stellen zu einer Exzision
der DNA zwischen ihnen flhrt.

[0040] Nucleotidsequenzen, enthaltend eine DNA von Interesse, flankiert durch Targetstellen, Transferkas-
setten fur zwei unterschiedliche ortsspezifische Rekombinasen und Vektoren, die diese Sequenzen tragen,
kénnen unter Verwendung von molekularbiologischen Standardtechniken konstruiert werden. Siehe z.B. Sam-
brook et al. (Herausg.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY 1989).

[0041] Techniken zur Transformierung einer weiten Vielzahl von eukaryotischen Zellen, einschlieRlich hdhe-
rer Pflanzenspezies, sind gut bekannt und in der technischen, wissenschaftlichen und Patentliteratur beschrie-
ben. Siehe z.B. Weising et al., Ann. Rev. Genet. 22:421-477 (1988). Diese Methoden sind zum Transformieren
einer Pflanzzelle mit den chimaren Rekombinase-Expressionskassetten der Erfindung und mit DNAs von Inte-
resse, flankiert durch Targetstellen fir die chimare Rekombinase, einsetzbar. Die Expressionskassette, die fur
die ortsspezifische Rekombinase codiert, kann im Pflanzengenom vor der Transformation der DNA von Inter-
esse vorliegen oder kann um den Zeitpunkt der Transformation mit der T-DNA in die Pflanzenzelle transfor-
miert werden, so dass sie transient exprimiert werden wird. Beispielsweise kann das DNA-Konstrukt direkt in
die genomische DNA der Pflanzenzelle eingefuhrt werden, wobei Techniken, wie Elektroporation, PEG-Pora-
tion, Partikelbeschuss, Siliciumfaserabgabe oder Mikroinjektion von Pflanzenzellprotoplasten oder embryoge-
nem Callus, verwendet werden.

[0042] Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformationstechniken sind in der wissenschaftlichen Lite-
ratur gut beschrieben. Siehe z.B. Horsch et al., Science 233: 496-498 (1984), Fraley et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 80:4803 (1983), Kado (1991), Crit. Rev. Plant Sci. 10:1, und Moloney et al. (1989), Plant Cell Reports
8:238. Obgleich Agrobacterium in erster Linie in Dikotylen verwendbar ist, kbnnen durch Agrobacterium auch
bestimmte Monokotylen transformiert werden. Beispielsweise wird die Agrobacterium-Transformation von
Mais in US-Patent Nr. 5 550 318 beschrieben. Andere Verfahren der Agroinfektion umfassen Agrobacterium
rhizogenes-vermittelte Transformation (siehe z.B. Lichtenstein und Fuller in: Genetic Engineering, Bd. 6, PWJ
Rigby, Herausg., London, Academic Press, 1987; und Lichtenstein, C.P., und Draper, J., in: DNA Cloning, Bd.
II, D.M. Glover, Herausg., Oxford, IRI Press, 1985), Anmeldung PCT/US87/02512 (WO 88/02405, veroffent-
licht am 7. Apr. 1988) beschreibt die Verwendung von A. rhizogenes-Stamm A4 und seines Ri-Plasmids mit A.
tumifaciens-Vektoren pARC8 oder pARC16.

[0043] Optimierte Verfahren und Vektoren zur Agrobacterium-vermittelten Transformation von Pflanzen in der
Graminae-Familie, z.B. Reis und Mais, wurden von Heath et al. (1997) Mol. Plant-Microbe Interact.
10:221-227; Hiei et al. (1994) Plant J. 6:271-282 und Ishida et al. (1996) Nat. Biotech. 14:745-750, beschrie-
ben. Die Effizienz der Maistransformation wird durch eine Vielzahl von Faktoren, einschlieRlich der Typen und
Stufen von Gewebe, das infiziert ist, der Konzentration von Agrobacterium, dem Gewebekulturmedium, den
Ti-Vektoren und dem Mais-Genotyp beeinflusst. Superbindre Vektoren, die die vir-Gene der Agrobacteri-
um-Stamme A281 und A348 tragen, sind fur eine hocheffiziente Transformation von Monokotylen einsetzbar.

[0044] Die Einfuhrung von DNA-Konstrukten unter Verwendung der Polyethylenglykol-Prazipitation wird in
Paszkowski et al., Embo J. 3:2717-2722 (1984), beschrieben. Elektroporationstechniken werden in Fromm et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. 82:5824 (1985), beschrieben.

[0045] Ballistische Transformationstechniken werden in Klein et al., Nature 327:70-73 (1987), beschrieben.

[0046] Virale Mittel zur Einfihrung von DNA in Sdugerzellen sind auf dem Fachgebiet bekannt. Insbesondere
ist eine Reihe von Vektorsystemen zur Einfiihrung von fremden oder nativen Genen in Sdugerzellen bekannt.
Diese umfassen SV40-Virus (siehe z.B. Okayama et al. (1985) Molec. Cell Biol. 5:1136-1142); Rinder-Papil-
lom-Virus (siehe z.B. DiMaio et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:4030-4034); Adenovirus (siehe z.B.
Morin et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:4626; Yifan et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
92:1401-1405; Yang et al. (1996) Gene Ther. 3:137-144; Tripathy et al. (1996) Nat. Med. 2:545-550; Quantin
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2581-2584; Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-434; Wagner
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6099-6103; Curiel et al. (1992) Human Gene Therapy 3:147-154; Curiel
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8850-8854; LeGal LaSalle et al. (1993) Science 259:590-599; Kass-Eis-
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ler et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11498-11502); Adeno-assoziiertes Virus (siehe z.B. Muzyczka
et al. (1994) J. Clin. Invest. 94:1351; Xiao et al. (1996) J. Yirol. 70:8098-8108); Herpes simplex-Virus (siehe
z.B. Geller et al. (1988) Science 241:1667; Huard et al. (1995) Gene Therapy 2:385-392; US-Patent Nr. 5 501
979); Vektoren auf Retrovirus-Basis (siehe z.B. Curran et al. (1982) J. Virol. 44: 674-682; Gazit et al. (1986) J.
Virol. 60: 19-28; Miller, A. D. (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158:1-24; Cavanaugh et al. (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91:7071-7075; Smith et al. (1990) Molecular and Cellular Biology 10:3268-3271). Siehe
auch Wu et al. (1991) J. Biol. Chem. 266:14338-14342; Wu und Wu, J. Biol Chem. (1988) 263:14621-14624;
Wu et al. (1989) J. Biol. Chem. 264:16985-16987; Zenke et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:3655-3659; Wagner et al. (1990) 87:3410-3414.

[0047] DNA kann auch durch direkten DNA-Transfer in Pollen in Pflanzen eingefiihrt werden, wie es von Zhou
et al., Methods in Enrymology, 101:433 (1983); D. Hess, Intern Rev. Cytol., 107:367 (1987); Luo et al., Plant
Mol. Biol. Reporter, 6:165 (1988), beschrieben ist. Eine Expression von Polypeptid-codierenden Genen kann
durch Injektion der DNA in reproduktive Organe einer Pflanze erreicht werden, wie es von Pena et al., Nature,
325:274 (1987), beschrieben wird. DNA kann auch direkt in die Zellen unreifer Embryos injiziert werden und
die Rehydration von getrockneten Embryos durchgefiihrt werden, wie bei Neuhaus et al., Theor. Appl. Genet.,
75:30 (1987); und Benbrook et al., in Proceedings Bio Expo 1986, Butterworth, Stoneham. Mass., S. 27-54
(1986) beschrieben. Auf dem Fachgebiet ist eine Vielzahl von Pflanzenviren bekannt, die als Vektoren verwen-
det werden kénnen; diese umfassen Blumenkohl-Mosaikvirus (CaMV), Geminivirus, Trespenmosaikvirus und
Tabak-Mosaikvirus.

[0048] Pflanzenzellen, die mit einer chimaren Rekombinase-Expressionskassette stabil transformiert sind,
kdnnen z.B. aus einzelnen Zellen, Callusgewebe oder Blattscheiben nach Standard-Pflanzengewebe-Kultur-
techniken regeneriert werden. Auf dem Fachgebiet ist gut bekannt, dass verschiedene Zellen, Gewebe und
Organe aus fast jeder Pflanze erfolgreich kultiviert werden kénnen, um eine ganze Pflanze zu regenerieren.
Pflanzenregeneration aus kultivierten Protoplasten ist bei Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Hand-
book of Plant Cell Culture, Macmillilan Publishing Company, New York, S. 124-176 (1983); und Binding, Rege-
neration of Plants, Plant Protoplasts, CRC Press, Boca Raton, S. 21-73 (1985), beschrieben.

[0049] Die Regeneration von Pflanzen, die die rekombinanten Gene enthalten, kann erreicht werden, wie es
von Horsch et al., Science, 227:1229-1231 (1985), beschrieben wurde. Bei diesem Verfahren werden Trans-
formanten in Gegenwart eines Selektionsmittels und in einem Medium, das die Regeneration von Schosslin-
gen in der Pflanzenspezies, die transformiert wird, induziert, wachsen gelassen, wie es von Fraley et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80:4803 (1983), beschrieben wird. Dieses Verfahren produziert typischerweise
Schdsslinge innerhalb von zwei bis vier Wochen, und diese Transformantenschdsslinge werden dann auf ein
geeignetes Wurzel-induzierendes Medium, das das selektive Mittel und ein Antibiotikum, um bakterielles
Wachstum zu verhindern, enthalt, transferiert. Transgene Pflanzen der vorliegenden Erfindung kdnnen fertil
oder steril sein.

[0050] Eine Regeneration kann auch aus Pflanzencallus, -explantaten, -Organen oder Teilen davon erhalten
werden. Solche Regenerationstechniken sind allgemein bei Klee et al., Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486
(1987), beschrieben. Die Regeneration von Pflanzen entweder aus Einzelpflanzenprotoplasten oder verschie-
denen Explantaten ist auf dem Fachgebiet gut bekannt. Siehe z.B. Methods for Plant Molecular Biology, A.
Weissbach und H. Weissbach, Herausg., Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (1988). Dieser Regenerati-
ons- und Wachstumsprozess beinhaltet die Schritte der Selektion von Transformantenzellen und -Schésslin-
gen, Bewurzeln der Transformantenschoésslinge und Wachsenlassen der Pflanzchen in Erde. Fur eine Mais-
zellkultur und eine Regeneration siehe allgemein The Maize Handbook Freeling und Walbot, Herausg., Sprin-
ger, New York (1994); Corn and Corn Improvement, 3. Ausgabe, Sprague und Dudley, Herausg., American So-
ciety of Agronomy, Madison, Wisconsin (1988).

[0051] Ein Fachmann wird erkennen, dass, nachdem eine DNA, z.B. eine chimare Rekombinase-Expressi-
onskassette oder eine Targetstelle fur eine chimare Rekombinase, stabil in transgene Pflanzen eingebaut wur-
de und als funktionsfahig bestatigt wurde, sie durch sexuelle Kreuzung in andere Pflanzen eingefuhrt werden
kann. Es kann eine beliebige einer Reihe von Standardzichtungstechniken verwendet werden, die von der zu
kreuzenden Spezies abhangen.

[0052] Die Verfahren und Zusammensetzungen der Erfindung sind einsetzbar, um eine DNA von Interesse in
das Genom einer beliebigen Wirtszelle, einschlief3lich eines Pflanzenwirts, zu integrieren. Der Ausdruck "Pflan-
ze", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ganze Pflanzen, Pflanzenorgane (z.B. Blatter, Stangel, Wur-
zeln, usw.), Samen und Pflanzenzellen und die Nachkommenschaft derselben. Der Ausdruck Pflanzenzelle,
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wie er hierin verwendet wird, umfasst, ohne Beschrankung, Samen, Suspensionskulturen, Embryos, Meristem-
regionen, Callusgewebe, Blatter, Wurzeln, Schdsslinge, Gametophyten, Sporophyten, Pollen und Mikrospo-
ren. Die Pflanzenklasse, die in den Verfahren der Erfindung eingesetzt werden kann, ist im Allgemeinen so
breit wie die Klasse hoéherer Pflanzen, die Transformationstechniken zuganglich ist, einschlieBlich monokoty-
len und dikotylen Pflanzen. Eine besonders bevorzugte Monokotyle ist Mais. Andere Monokotyle von beson-
derem Interesse umfassen Weizen, Reis, Gerste, Sorghum und Roggen. Dikotyle von besonderem Interesse
umfassen Sojabohne, Brassica, Sonnenblume, Alfalfa und Saflor.

[0053] Aufgrund der Verwendung der chimaren ortsspezifischen Rekombinasen und Targetstellen, die hier
bereitgestellt werden, kdnnen die Zellen, die durch die erfindungsgemaflen Verfahren transformiert wurden,
von anderen Transformationsverfahren unterscheidbar sein, da die modifizierten Zellen der Erfindung Nucleo-
tidsequenzen von Interesse insertiert in das Genom, flankiert durch Targetstellen fur verschiedene Rekombi-
nasen, enthalten werden.

[0054] Die folgenden Beispiele werden zur Erlauterung, nicht zur Beschrankung angefihrt.
EXPERIMENTELLER TEIL
Beispiel 1

Konstruktion von Vektoren, die eine DNA von Interesse, flankiert durch Targetstellen flir eine chimare ortsspe-
zifische Rekombinase, enthalten

[0055] DNA-Fragmente, die eine DNA von Interesse flankiert durch loxP- und FRT-Targetstellen enthalten,
werden entweder durch Synthetisieren, Anlagern und Ligieren komplementarer Oligonucleotide oder durch Er-
zeugung von Primern zur PCR-Amplifikation einer DNA von Interesse, die loxP- und FRT-Stellen zusatzlich zu
Restriktionsstellen, die zur Klonierung in einen Vektor der Wahl einsetzbar sind, enthalt, konstruiert.

[0056] Beispielsweise konnen lange PCR-Primer entwickelt werden, in denen das 3'-Ende des Primers an
das 5'-Ende der DNA von Interesse hybridisiert und das 5'-Ende des Primers auflerdem loxP- oder FRT-Stellen
und nutzliche Klonierungsstellen enthalt. Das resultierende PCR-Produkt wird mit dem geeigneten Restrikti-
onsenzym verdaut und in einen geeigneten Vektor insertiert.

Beispiel 2

[0057] Exzision einer FRT-Stelle durch FLPm und die Cre:FLPm-chimare Rekombinase Eine Transferkasset-
te, die fir eine Cre-FLPm-chimare Rekombinase codiert, wurde in Pflanzenzellen transformiert, die eine Ex-
pressionskassette haben, welche fir GUS, angetrieben durch den Ubiquitin-Promotor, codiert, wobei eine Se-
quenz durch identische FRT- oder loxP-Stellen flankiert wird, die das offene GUS-Leseraster unterbrechen.
Fig. 2 und Fig. 3 zeigen, dass die Cre-FLPm-chimare Rekombinase entweder an der FRT-Stelle oder der
loxP-Stelle unabhangig funktionell ist, was durch die Fahigkeit, GUS-Aktivitat nach Exzision von Sequenzen
zwischen zwei identischen Targetstellen zu aktivieren, wodurch die GUS-Aktivitat unter die Kontrolle des Ubi-
quitin-Promotors gestellt wird, gemessen wird.

[0058] Alle Verdffentlichungen und Patentanmeldungen, die in der Beschreibung genannt werden, sind ein
Hinweis fur den Level des Fachmanns auf dem Gebiet, zu dem die Erfindung gehort.

[0059] Obgleich die vorstehend beschriebene Erfindung durch Erlauterung und Beispiel zu Zwecken eines

klaren Verstandnisses detailliert beschrieben wurde, wird es klar sein, dass bestimmte Anderungen und Modi-
fikationen innerhalb des Rahmens der beigefiigten Anspriiche durchgeflihrt werden kénnen.
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<160> 11
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<210> 1
<211l> 343

<212> PRT
«213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Cre-Protein
aus Bakteriophage Pl mit Mais-bevorzugten Codons

(raCRE)
<400> 1
Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gln Asn Leu Pro Ala Leu Pro Val
1 S 10 15

Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys Asn Leu Met Asp Met Phe Arg
20 25 3o

Asp Arg Gla Ala Phe Ser Glu His Thr Trp Lys Met Leu Leu Ser Val
35 40 45

Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys Leu Asn Asn Arg Lys Trp Phe
50 55 60

Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp Tyr Leu Leu Tyr Leu Gln Ala
65 70 75 80

Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr Ile Gln Gln His Leu Gly Gln Leu Asn
B85 SD 85

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro Arg Pro Ser Asp Ser Asn Ala
100 105 110
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Val Ser Leu

115

Glu Axrg Rla
130

Val Arg Ser

145

Leu Ala Phe

Ile Ala Arg

Met Leu Ile

195

Vval Glu Lys
210

Ile Ser Val

225

Arg Val Arg

Ser Thr Arg

Tyr Gly Ala

275,

His Ser Ala
290

Ser Ile Pro

305

val Met Asn

Arg Leu Leu

<210>
<21ll>
<212>

2
1032
DNA

val

Lys

Leu

Leu

Ile
180

His

Ala

Ser

Lys

Ala

260

Lys

Arg

Glu

Glu
340

Met

Gln

Met

Gly
1&5

hxg

Ile

Leu

Asn
245
Leu
Asp
val

Ile

Ile
325
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Arg AIQ Ile Arg
120

Ala Leu Ala Phe
135

Glu Asn Ser Asp
150

Ile Ala Tyr Asn
Val Lys Asp Ile
185

Gly Arg Thr Lys
200

Ser Leu Gly Val
215

Val Ala Asp Asp
230

Gly Vval Ala Ala
Glu Gly Ile Phe
268

Asp Ser Gly Gln
280

Gly Ala Ala Arg
295

Met Gln Ala Gly
310

Axrg Asn Leu Asp

Gly Asp

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223>

Lys Glu

Glu Arg
Arg Cys
155

Thr Leu
170

Ser Arxg
Thr Leu
Thr Lys

Pro Asn
235

Pro -Ser
250

Glu Rla
Arg Tyr
Asp Met
Gly Trp

315

Ser Glu
330

Asn

Thr

140

Gln

Leu

Thr

Vval

Leu

220

Asn

Ala

Thr

Leu

Ala

300

Thr

Thr

vVal Asp Ala Gly
125

Asp Phe Asp Gln
Asp Ile Arg Asn
160

Arg Ile Ala Glu
178

Rsp Gly Gly Arg
190

Ser Thr Ala Gly
205

Val Glu Arg Trp
Tyr Leu Phe Cys
24Q

Thr Ser Gln leu
255

Higs Arg Leu Ile
270

Ala Trp Ser 6ly
285

Arg Ala Gly Val

Asn Val Asn Ile
320

Gly Ala Met Val
335

Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Ngclectid—
sequenz., die fiir Cre-Protein aus Bakteriophage Pl

codiert. Mais-bevorzugte Codons (moCRE)
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<400> 2

atgtccaace
gatgaagtca
acctggaaga
aggaagtggt
cgegggetgg
cgeteccggec
aggaaggaaa
gatttcgace
ctggcgttce
cgegtgaagg
aagacgctcg
gtcgaacgcet
cgcgtecegea
ttggaaggta
caacgctace
cgcgeeggeg
gtcatgaact
gatggtgact

<210>
<21l>
<212>
<213>

3
781
PRT

<220>
<223>

tgetecacggte
ggaagaacct
tgctgetete
tcceegetga
cagtgaagac
tccegegece
acgtcgatge

‘aggkcegeag

tcggaattgce
acattageceg
tkteccaccge
ggatctecegt
agaacggggt
tkkttcgagge
tegeatbtggte
tttececateec
acattcgcaa
ga
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tcaccagaac
catggacatg
cgtctgecge
gccecgaggac
catccagcaa
cagcgacteg
cggcgaaagg

cctgatggag’

atacaacacg
caccgacgge
aggcgktcgaa
gtceggegtce
ggctgeecect
cacccacege
cgggcacktce
cgaaatcatg
ccttgacage

Kinstliche Sequenz

ctktceggete
ttecegegaca
tcctgggety
gtgagggatt
cacctkggac
aacgecgtga
gcaaagcagy
aacagcgaca’
ctcetcagga
ggcaggatgc
adaggecctca
gcggacgace
agcgccacea
ctgatctbacg
gecoygegbtyg
caggcgggtyg
gagacgggeg

tktccagtgga
ggcaagegth
catggtgcaa
accttctgta
aacktgaacst
gecetegteat
ccctegegtt
ggtgccagga
tcgeggaaat
ttatccacat
gectoggagt
Caaacaacta
gccaactcag
gcgcgaagga
gagctgetag
gatggacgaa
caakggtteg

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Cres:FLPn-

Polypeptid, Cre aus Bakteriophage Pl und FLP aus
Saccharomyces nit Hais-bevorzugten Codons

<400>

Met Ala Asn

1

Asp Ala

Asp Arg

Thr

Gln

Leu
5

Ser
20

Asp

Ala Phe

as

Axg

S0
Pro Ala
65

Arg Gly Leu

Met Leu His

Val Leu

115

Ser

Ser Trp

Glu

Ala

Pro Glu

Glu Vval Arg

Asp Val Arg

Leu Thr Val His

Ser Glu His

40

Ala Trp Cys

55

70

ARla val

Lys

Thr

Lys

ASp

Gln Gln

Gln Asn Leu Pro

10

ARan Leu
25

Trp Lys

Leu Asn

Leu
75

Tyr

His

Arg
100

Val

83

Arg

Met

Lys Thr Ile

Ser Gly Leu

Arg Arg Ile
120

30

Pro
105

Axrg Pro

Arg Lys Glu

14/39

Ala Leu

Met Met

3o

Asp

Met Leu Leu

45

Asn
60

Arg Lys

Leu Leu

Leu Gly Gln

Ser
110

Ser Asp

val
125

Asp

cgegacgtec
cagecgagecac
gctgaacaac
cctgcaaget
getteacagg
gegecgeatc
cgagaggace

‘cattaggaac

tgeceegeats
tggcaggace
gaccaagcte
cctcttctge
cacgagggce
tgacageggt
ggacatggcce
cgtgaacart
ccteetggaa

Pro Val
15

Phe Arg

Ser Vval

Phe

Gln Ala

ao

Lew Asn
95

Asn Ala

Ala Gly

60

120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1032



Glu

val
145

Leu

Ile

Met

Val

Ile

225

ser

His

Serx
305

val

Ser
385

Txp

Arg Ala

130

Arg

Ala

Ala

Leu’

Glu

210

Sexr

val

Thr

Gly

Ser

250

Ile

Met

Leu

Gly

Pro

370

Gly

Met

Ser

Phe

Arg

Ile

185

Lys

Val

hrg

Arg

Ala

275

Ala

Pro

Asn

Leu

Ser

355

Lys

Glu

Ile

Ser Tyr Asn

lys

Leu

Leu

Ile

180

His

Ala

Ser

Lys

Ala

260

Tys

Arg

Glu

Glu

340

Asp

val

Lys

Thr

Thr
420

Met
Gly
165
Axg
Ile

Leu

Gly

Asp
Val
Ile
Ile

325

Pro

Iie
His
405

Ile

Ala

Glu
150

Ile
Val
Gly
Ser
val
230
Gly
Glu
Asp
Gly
Met
310
Axrg

Gly

Thr

Ala
380

Asn

Ile
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Leu

135

Asn

Ala

Lys

Arg

Leu

218

Ala

Val

Gly

Sex

Ala

235

Gln

Asn

Asp

Met

Arg

375

Leu

Gly

Ser

Ala

ser

Tyr

Asp

Thr

200

Gly

Asp

Ala

Ile

Gly

280

Ala

Ala

Leu

Gly

Pro

360

Gln

Cys

Thr

Asrn

Phe Glu Arg Thr Asp Phe Asp Gln

140

Asp Arg Cys Gln Asp Ile Arg

Asn

Ile

185

Lys

Val

ARsp

Ala

Phe

265

Gln

Arg

Gly

Asp

Gly

345

Gln

Phe

Ala

Ala

Ser
425

Thr
170
Ser

Thr

Thr

Pro

250

Glu

Arg

Asp

Gly

Ser
330

Gly

Phe

val

Ala

Ile

410

Leu

155

Leu

Arg

Leu

Lys

Asn

235

Ser

Ala

Met

Trp

315

Glu

Ser

Asp

Glu

Glu

3385

Lys

Ser

Leu

Thr

val

Leu

220

Asn

Rla

Thr

Leu

Ala

300

Thx

Thr

Gly

Ile

Arg,

3BO

Leu

Arg

Phe
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Arg

Asp

Sex

205

Val

Thr

His

Ala

285

Arg

Asn

Gly

Gly

Leu

365

Bhe

Thr

Ala

Asp

Ile Ala
175

Gly Gly
130

Thr Alza

Glu Arg

Leu Phe

Ser Gln
255

Arg Leu
270

Trp Ser
Ala Gly
Val Asn
Ala Met

335

Gly Ser
3so

Cys Lys

Glu Arg

Tyr Leu

Thr Phe
415

Tle Val

430

Asn
16a

Glu

Arg

Gly

Cys
240
Leu
Ile
Gly
val
Ile

320

val

Gly

.Pro

Cys
400

Met

Asn
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Lys Ser Leu Gin Phe Lys Tyr Lys Thr Gln Lys Ala Thr Ile Leu Glu
43§ 440 445

Ala Ser Leu Lys Lys Leu Ile Pro Ala Trp Glu Phe Thr Ile Ile.Pro
450 455 480 '

Tyr Tyr Gly Gln Lys His Gln Ser Asp Ile Thr Asp Ile Val Ser Ser
465 470 475 480

Leu Gln Leu Gln Phe Glu Ser Ser Glu Glu Ala Asp Lys Gly Asn Ser
485 490 485

His Ser Lys Lys Met Leu Lys Ala Leu Leu Ser Glu Gly Glu Sér Ile
5400 505 510

Trp Glu Ile Thr Glu Lys Ile Leu Asn Ser Phe Glu Tyr Thr Ser Arg
515 520 525

Phe Thr Lys Thr Lys Thr Leu Tyr Gln Phe Leu Phe Leu Alz Thr Phe
530 535 540

Ile Asn Cys Gly Arg Phe Ser Asp Ile Lys Asn Val Asp Pro Lys Ser
545 550 ° 555 560

Phe Ly8 Leu Val Gln Asn Lys Tyr Leu Gly Val Ile Ile Gln Cys Leu
565 570 - 575

val Thr Glu Thr Lys Thxr Ser Val Ser Arg His Ile Tyr Phe Phe Ser
580 585 530

Ala Axg Gly Arg Ile Asp Pro Leu Val Tyr Leu Asp Glu Phe Leu Axg
5895 600 605

Asn Ser Glu Pro Val Leu Lys Axg Val Asn Arg Thr Gly Asn Ser Ser
610 615 620

Ser Asn Lys Gln Glu Tyt Gln Leu Leu Lys Asp Asn Leu Val Arg Ser
625 630 635 640

Tyr Asn Lys Ala Leu Lys Lys Asn Ala Pro Tyr Ser Ile Phe Ala Ile
645 650 655

Lys Asn Gly, Pro Lys Ser His Ile Gly Arg His Leu Met Thr Ser pPhe"
660 665 670

Leu Ser Met Lys Cly Leu Thr Glu Leu Thr Asn Vval Vval Gly Asn Trp
675 680 685

Ser Asp Lys Arg Ala Ser Ala Val Ala Axg Thr, Thr Tyr Thr His Gln
690 695 700

Ile Thr Ala Ile Pro Asp His Tyr Phe Ala Leu Val Ser Arg Tyr TyT
705 710 715 720

Ala Tyr Asp Pro Ile Ser Lys Glu Met Ile Ala Leu Lys Asp Glu Thr
725 730 738
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Asn Pro Ile Glu Glu Trp Gln His Ile Glu Gln Leu Lys Gly Ser ARla
745

740

750

Glu Gly Ser Ile Arg Tyr Pro Ala Trp Asn Gly Ile Ile Ser Gln Glu

755

760

765

val Leu Asp Tyr Leu Ser Ser Tyr Ile Asn Arg Arg Ile

770

<210> 4
<211l> 2346
<212> DNA

775

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

780

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Hucleopld—
sequenz, die fiir ein Cre:FLPm-Paolypeptid codiert.
Cre aus Bakteriophage P1 und FLP (Hais-
bevorzugte Codons)aus Saccharomyces

<400> 4

atggccaatt
gatgaggttc
acctggsaaa
cggaaatgqt
cgeggtctgy
cggtceggge
cgaasaagaaa
gatttcgacc
ckggcatttco
agggttaaag
aaaacgctgg
gtcgagegat
cgggtcagaa
ctggdaggga
cagagatacc
cgegectggag
gtcatgaact
gatggcgatyg
cagttcgaca
ttegagagge

tggatgatea’

atcatctceca
acccagaagg
accatcatce
ctececagette
atgctgaagg
aactcctteg
' ctegecacct
Etcaagctcg
aagacctceg
gtgtacctcyg
ggcaactect
tacaacaagg
aagktcccaca

tactgacecgt
gcaagaacct
tgcttetgto
crteccgeaga
cagtaaaaac
cgccacgacc
acgtltgatge
aggttecgttc
tggggatctge
atatctcacg
ctagcaccge
ggatttcegt
aaaatggtgt
tttttgaagc
tggcctggte
tttcaatacc

atatccgtaa’

gtggcggeag
tcckctgeaa
cctcoggega
cccacaacgyg
actececetcte
ccaccatcct
ccrtactacgyg
agttcgagte
cccteoerectco
agtacacctc
tcatcaactg
tgcagaacaa
tgtccaggea
acgagttcct
cctccaacaa
ccctcaagaa
tcggtaggcea

acaccaaaat
gatggacaty
cgtttgeogg
acctgaagat
tatccagcaa
aagtgacagc
cggtgaacgt
actcatggaa
trataacacc
tactgacggt
aggtgtagag
ctetggtgta
tgecgegeca
aactcatcga
tggacacagt
ggagatcatyg
ccrggatagt
cggtggegge
gaccecceoe
gaagatcgce
cacegeeatt
cttegacate
cgaggcctec
ccagaageac
ctececgaggag
cgagggcgayg
caggtteact
cggeaggtbc
gtacctcggce
catctacttce
caggaactca
gcaggagtac
gaacgcecee
ccreatgacce

ttgcctgeat
ttecagggato
tcgtgggegy”
gttegegatck
catttgggece
aatgctgttt
gcasaacagy
aatagcgatc
cktgttacgra
gggagaatgt
aaggeactta
gctgatgatc
tctgeecacca
ttgatttacg
gecegtgtog
caagctggtg
gaaacagggyg
tceggeggrg
aaggtgeteg
ctctgegecg

‘aagagggeca

gtgaacaagt
ctcaagaagc
cagtccgaca
gctgacaagg
tccatctggg
aagaccaaga
tcagacatca
gtgatcatcec
ttctecgeto
gagccegtge
cagctcctea
tactccatct
tecttecket
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taccggtega
gccaggegtt
catggtgeaa
atcttctata
agctaaacat
cactggttat
ctctagegtt
gctgocagga
tagcecgaaat
taatceatat
gcetgggggt
cgaataacta
gceagetate
gcgctaagga
gagcegegeyg
gctggacecaa
caatggtgeg
gcteggatee
tgaggragtt
ccgagcet.cac
ccttcatgte
cccteragte
tcatcceege
tcaccgacat
gcaactcces
agatcaccga
ccctctacca
agaacgtgga
agtgectegt
gcggeaggat
tcaagagggt
aggacaacct
tcgccateaa
caatgaaggyg

tgcaacgagt
ttectgageat
gttgaataac
tetteoaggeg

geeecategt .

geggeggatc
cgaacgcact
tatacgtaat
tgecaggatao
tggcagaacy
aactaaactyg
ceegertege
aactegegee
tgactctggt
agatatggece
tgtaaatatt
cetgectggaa
aacaatgceo
cgtggagagy
ctacctetge
atacaacacc
caaatacaag
ckgggagttc
cgkgteatce
ctocaagaag
gaagatccte
gttectette
ccccaagtcce
gaccgagacc
cgaccecete
gaacaggacc
cgtgaggtce
gaacggceocco
cctecaccgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



ctcaccaacg
tacacccace
gectacgace
gagkggcagce
tggaacggea

tggtgggeaa
agatecaccge
ceatctccaa
acatcgagca
tcatcteeca
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ctggtecegac
cateccecegac
ggagatgatc
gctceaggge
ggaggtgcte

aagagggect ccgecgbgge
cactacttecg ccctceghgtce
gcccteaagg acgagactaa
tcecgecgagg getccatcag
gactacctet ecctcchtacat

atctga

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

2346
DNA
Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sequenz,

die fiir moCre:FLPm codiert, Cre aus Bakteriophage
Pl und FLP aus Saccharonyces, beide Nais-
bevorzugte Codons

<220>

<221>
<222>

<400> S

atg
Met
1

gac

Asp

gac
Asp

tge
Cys

cece
Pro
65

cge

atg
Met

gtg
Val

tece
Sex

ac
Ala
agg
Arg
cgc
50
gck

Ala

999
Gly

ctt
Leu

agc
Ser

CDS
(1} ..(2348)

aac
Asn

acg
Thr

caa
Gln
35

tce
Ser

gag
Glu

ctg
Lsu

cac
His

ctc
Leu
115

ctg
Len

tece
Serx
20

gcg
Ala

tgg

ccc
Pro

gca
Ala

agg
Arg
100

gtc
val

ctc
Leu
]

gat
Asp

ttc
Phe

gct
Ala

gag
Glu

gtg
val
85

cqge

Arg

atg
Met

acg
Thr

gaa
Glu

age
Ser

gca
Ala

gac
Asp

aag
Lys

tce
Ser

cge

gtk
Val

gtec
val

gag
Glu

gge

‘Gly

cgc
Arg

cac
His

299

cac
His
40

tge
Cys

agg
Arg

atc
Ile

ctc
Leu

atc

Tie

120

cag
Gln

aag
Lys
25

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

cag
Gln

ccg
Pro
105

agg
Arg

aac
Asn
10

dac

Asn

tgg
Txp

ctg
Leu

tac

caa
Gln
90

cgc

Arg

asg
Lys

ctt
Leu

cte
Leu

aag
Lys

aac
Asn

ctt
Leuy
75

cac
His

cce
Pro

gaa
Glu

ceg get ekt

Pro

atg
Met

atg
Met

aac
Asn
60

ctg

Leu

ctt
Leu

agc
Ser

aac
Asn

18/39

Ala

gac
Asp

ctg
Leu
45

agg

tac

gga
Gly

gac
Asp

gtc
val
125

Leu

atg
Met
3o

ctac
Leu

aag
Lys

ctyg
Leu

caa
Gln

teg
Ser
110

gat
Asp

caggaccacc 2100
aaggtactac 2160
ccccatecgag 2220
gtacccegeco 2280
caacaggagg 2340

2348
cca gtg 48
Pro Val
15

tte cge 856
Phe Arg
tee gte 144
Ser Val
tgg ttc 192
Trp Phe :
caa gct 240
Gln Ala

80
ctg aac 288
Leu Asn

35

aac gec 336
Asn Ala
gcec gge 384
Ala Gly



gaa
Glu

gtc
Val
145

ctg
Leu

att
Ile

atg
Met

gtc
val

atec
Ile
225

cgc

Arg

agc
Ser

tac

cac
His

tecc
Ser
305

gktc
Val

cgc
Arg

agg
Arg
130

cgc
Arg

.geg

gcc
Ala

crt
Leu

gaa
Glu
210

£ge

gtc
val

acg
Thr

ggc
Gly

tcc
Ser
230

atc

Ile

atg
Met

ctc
Leu

gca
Ala

agc
Ser

kte.

Phe

cgc
Arg

arc
Ile
1385

aag

Lys

gty
Val

cgc
Arg

agg
Arg
gcyg
275
gce

Ala

ceco
Pro

aac
Asn

ctg
Leu

aag
Lys

cty
Leu

ckc
Leu

att
Ile
180

cac
His

gce
Ala

tece
Ser

aag
Lys

gcc
Ala
260

aag

Lys

cgo
Arg

gaa
Glu

tac

gaa
Glu
340

cag
Gln

atg
Met

.gga

Gly
165

cge
Arg

att
Ile

ctc
Leu

gge
Gly

‘aac
Asn
245

kg
Leu

gat
Asp

gtt
Val

atc
Ile

att
Ile
325

gat
Asp

geo
Ala

gag
Glu
150

att
Ile

gtg
val

ggc
Sly

agc
Ser

gtc
val
230

g9g
Gly

gaa
Glu

gac
Agp

gga
Gly

atyg
Met
310

cge

Arg

gage
Gly
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ckc gcg
Leu Ala
135

aac agc
Asn Ser

gca tae

Ala Tyr

aag gac
Lys Rsp

agg ace
Arg Thr
200

ctec gga
Leu Gly
215

gog gac
Ala Asp

gtg gct
Val Ala

ggt att
Gly Ile

agce ggt
Ser Gly
280

get get
Ala Ala
2385

cag - gcg
Gln Ala

aac ctt
Asn Leu

gat ggt
Asp Gly

tte
Phe

gac
Asp

aac
Asn

att
Ile
185

aag
Lys

gtg
val

gac
Asp

gecc
Ala

ttc
Phe
265

caa
Gln

agg
Arg

ggt
Gly

gac
Asp

gge
Gly
345

gag
Glu

agg

.BCG

Thr
170

age
Ser

acqg

“Thr

acc

“Thr

cea
Pro

cect
Pro
250

gag
Glu

cge
Arg

gac
Asp

gga
Gly

age
Sexr
330

g9c
Gly

agg acc gat
Arg Thr Asp

tgc
Cys
155

cte
Leu

cge
Arg

cte
Leu

aag
Lys

2ac
Asn
235
agce
Sex

gcc
Ala

tac

atg
Met
tgg

315

gag
Glu

agc
Ser

140

cag
Gln

cte
Leu

acc
Thr

gtt
val

cte
Leu
220

arac
Asn

'gee

Ala

acc
Thr

cte
Leu

gce
Ala
300

acg
Thr

acg

Thr

ggk
Gly
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gac
Asp

agg-

Arg

gac
Asp

tca
Sex
205

gtc
val

tac

acc

cac
His

gca
Ala
285

cge

Arg

aac
Asn

ggc
Gly

ggc
Gly

ttc
Phe

att
Ile

atc
Ile

ggc
Gly
190

acc
Thr

gaa
Glu

ctc
Leu

agc
Ser
cge
270

tgg

gcc
Ala

gtg
Val

gca
Ala

ggc
Gly
350

gac
Asp

agg
Arg

gcg
Ala
175

ggc
Gly

gca
Ala

cge
Arg

tte
Phe

caa
Gln
255

ctg
Leu

teo
Ser

ggt
Gly

aac
Asn

atg
Met
335

tec
Ser

cag
Gln

aac
Asn
160

.gaa -

Glu

agg
Arg

ggc
Gly

tgg

tge
Cys
240

cte
Leu

atc
Ile

939
Gly

gtt
Val

att

Jle

320
gtt
Val

ggc
Gly

432

480

576

624

672

720

768

B16

864

912

360

1008

1056



ggt
Gly

cce
Pro

ggc
Gly

cce
Pra

+ 370

rcce
Ser
385

tgg
Trp

cca
Ser

aag
Lys

gcc
Ala
tac
465

cte
Leu

cac
His

Egg
Txp

tte
Phe

atc
Ile
545

tte
Phe

.ggc

Gly

atg
Met

tac

Tyr

tce
Ser

[sfals]
Ser
450

rac

cag
Gln

tece
Ser

gag
Glu

act
Thr
530

aac
Asn

aag
Lys

teg,
Ser
355

aag
Lys

gag .
Glu

atc
Ile

aac
Asn

cte
Leu
435

cte
Leu

ggqc
Gly

cet
LBeu

aag
Lys

atc
1le
5is
aag

Lys

tgc
Cys

cte
Leu

gat
AsSp

gtg
val

aag
Lys

acc
Thr

ace
Thr
420

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys
50D

ace
Thr

acec
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

cca
Pro

cte
Leu

atc
Ile

cac
His
405

atc
Ile

tte
Phe

aag
Lys

aag
Lys

tte
Phe
485

atg
Mekt

gag
Glu

aag
Lys

agg
Arg

cag
Gln
565

acag
Thr

gtg
val

gcc
Alas
390

aac
Asn

atc
Ile

ada
Lys

ctc
Leu

cac
His
470

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys

acc
Thr

tte
Phe
S50

aac
Asn
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atg
Met

agg

378

cte
Leu

gge
Gly

tecc
Ser

tac

ate
Ile
455

cag
Gln

tece
Ser

aag
Lys

atc
Ile

ctc
Leu
535

tca
Sex

aag
Liys

cce
Pro
360

cag
Gln

tge
Cys

ace
Thr

aac
Asn

aag
Lys
440
ccca
Prao

ccc
Ser

tee
Ser

geo
Ala

cte
Leu
520

tac

gac
Asp

tac

Tyx

cag

Gln Phe

ktkc
Phe

gce
Ala

gce
Ala

tcc
Ser
435

acc
Thr

geco
Ala

gac
Asp

gag
Glu

cte
Leu
505

aac

Asn

cag
Gln

atc
Ile

ckc
Leu

tEc

gtg
val

gce
Ala

ate
Ile
410

cte
Ley

cag
Gln

tgg
Trp

atc
Ile

gag
Glu
450

ctc
Leau

tce
Ser

tte
Phe

aag
Lys

ggc
Gly
570

gac
Asp

g3g
Glu

gag
Glu
385

aag
Lys

tece
Ser

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr
475

gect
Ala

tee
Ser

tte
Phe

ctc
Leu

aac
Asn
555

gtg
Val

20/39

ate
Ile

agg
380

cte
Leu

agg
Arg

tkec
Phe

gce
Ala

ttc
Phe
4640

gac

Asp

gac

gag
Glu

gag
Glu

tee
Phe
540

gtg
val

atc
Ile

cte

tge

aag acc

Leu Cys Lys Thr

365
tte
Phe

ace
Thr

gce
Ala

gac
Asp

acc
Thr
445
ace
Thr

atc
Ile

aag
Lys

ggc
Gly

tac
525

ctc
Leu

gac
Asp

atc
Ile

gag
Glu

tac

T

acc
Thr

ate
Ile
430

atc
Ile

ate
Ile

gtg
val

ggc
Gly

gag
Glu
510

acc

Thr

gce
Ala

ccc
Pro

cag
Gln

agg ccc
Arg Pro

cte tge
Leu Cys
400

ttc atg
Phe Met
415

gtg aac
val Asn

cte gag
Leu Glu

atc ccce
Ile Pro

tca teo
Ser Ser
480

gac tcc
Asn Ser
485

tce atc
Ser Ile

tcc agg
Sexr Arg

acc tkc
Thr Phe

aag tcc
Lys Sex
560

tgc cte
Cys Leu
575

1104

1152

-1200

1248

1296

1344

1332

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728



gtg
Val

gct
Ala

.8ac
Asn

tce
Ser
828

tac

aag
Lys

ctc
Len

tce
Ser

atc
Ile
705

gcc
Ala

aac

gag
Glu

gtg
Val

acc
Thr

cgc
Arg

tca
Sex
610

aac
Asn

aac
Asn

aac
Asn

teca

géc
Asp
650
acce
Thr

tac

ccc
Pro

ggc
Gly

cte
Leu
770

<210> 68
<2ll> 781
<212> PRT

gag
Glu

ggc
Gly
595

gag
Glu

azyg
Lys

aag
Lys

ggc
Gly

atg
Met
675

aag

Lys

gco
Ala

gac

atec
Ile

tec
Ser
755

gac
Asp

‘acc

Thr
580

agg

.CGCC

Prao

cag
Gln

gcc
Ala

ceca
Pro
660

aag
Lys

agg
Arg

atec
Ile

cce
Pro

gag
Glu
740

atc

Ile

tac

Tyx

aag
Lys

acc

Ile

grg
val

gag
Glu

cte
Leu
645

aag
Lys

ggc
Gly

gce
Ala

cce
Bro

atc
Ile
725

gayg
Glu

agg
Arg

ctc
Leu

acce
Thx

gac
Asp

cee
Ley
tac
830
aag

Lys

tce
Ser

ctc
Leu

tcc
Sexr

gac
Asp
71Q

tce
Ser

tag
Trp

tac

tcoc
Sex
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tce gtg kce

Ser

cce
Pro

8389
Lys
615

cag
Gln

aag
Lys

cac
His

acc
Thxr

gcg
Ala
695

cac
His

aag
Liys

cag
Gln

cce
Bro

tce
Ser
775

Val

cte
Leu
600

agg
Arg

cte
Leu

aac
Asn

atc
Ile

gag
Glu
680

gtg
val

tac

gag
Glu

cac
His

‘gee
Ala
760

tac

TyT

Ser
585

gtg
Val

-gtg

val

ctc
Leu

gcc
Ala

ggt
Gly
665

ctc
Leu

gce
Ala

tte
Bhe

atg
Met

atc
Ile
745

tag
Trp

atc
Ile

agg cac atc
Ile

Arg

tac

dac
Asn

aag
Lys

cce
Pro
650

agg

acc
Thr

agg
Arg

gcc
Ala

atc
Ile

130

gag
Glu

aac
Asn

aac
Asn

His

cte
Leu

agy
Arg

gac
Asp
635

tac
Tyr

cac
His

aac
Asn

acc
Thr

cte
Leu
718

gce

Ala

cag
Gln

ggc
Gly

agg
Arg

gac
Asp

-a8CC

™Thr
620

aac
Asn

tce
Ser

ctc
Leu

gtg
val

ace
Thr
700

gtg
Val

cte
Leu

cte
Leu

atc
Ile

agg
Arg
780
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tac tte

Tyr Phe
590

gag ttec
Glu Phe
608

.ggc -aac

Gly Asn

cte gtg
Leu Val

atc tte
Ile pPhe

atg acc
Met Thr
670

gtg ggc
Val Gly
685

tac acc

tca agg
Ser Arg

aag gac
Lys Asp

aag 'ggc
Lys Gly
750

atc tceo
Ile Ser
765

atc tga
Ile

tce
Phe

cce
Lieu

tce
Ser

agyg
Arg

gcc
Ala
655

tce

Ser

aac
Asn

cac
His

tac

gag
Glu
735

tee

Ser

cag
Gln

tce
Ser

agg

Arg

tce
Ser

tece
Ser
640
ate
Ile

ttc
Phe

tgg

cag
Gln
tac
720
act

Thr

gece
Ala

gag
Glu

1776

1624

1872

1920

1968

2018

2084

2112

2160

2208

2256

2304

2346
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<213> Kiinstliche Sequenz

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sequenz,
die fiir moCre:FLPmn codiert, Cre aus Bakteriophage
P1 und FLP aus Saccharomyces, beide Hais-
bevorzugte Codons

<4Q00> 6

Met
.1
Asp

Asp

Pro
65
ATg
Met
val
Glu
Val
145
Leu
Ile
Met
val
Ile

225

Ser

His
Serx

305
val

Gly
Pro

Ser

Ser
Ala
Arg
Arg
50
Ala
Gly
Leu
sex
Arg
130
Arg
Ala
Ala
Leu
Glu
210
Ser
Val
Thr
Gly
Sex
290
Ile
Met
Leu
Gly
Pro

370
Gly

Asn

Thr

Gln

35
Ser
Glu
Leu
His
Leu
115
Ala
Ser
Phe
Arg
Ile
195
Lys
Val
Axrg
Arg
Ala
275
Ala
Pro
Asn

Leu

Ser
355
Lys

Glu

Lieu
Ser

20
Ala

Trp
Pro
Ala
Arg
100
Vval
Lys
Tieu
Leu
Tle
180
His
Ala
Ser
Lys
Ala
260
Lys
Arg

Glu

Glu
340
Asp
val

Lys

Ala
Glu
Val

BS
Arg
Mat
Gin
Met
Gly
165
Arg
Ile
Leu
Gly
Asn
245
Leu
Rsp
Val
Ile
Ile
325
Asp
Pro

Leu

Ile

Thr Val
Glu val

Ser Glu

Ala Trp

55

Asp Val
70

Lys Thr

Ser Gly
Arg Arg
Ala Leu
135
Glu Asn
150
Ile Ala
Val Lys
Gly Arg

Ser Leu
215

Val Ala

230
Gly val

Glu Gly
Asp Ser
Gly Rla
2395
Met Gln
310
ARrg Asn
Gly Asp
Thr Met
Val Arg

375
Ala Leu

His
Arg
His

10
Arg
Ile
Leu
Ile
120

Ala

Ser

Asp
Thr
200
Gly
Asp
Ala
Ile
Gly
280
Ala
Ala
Leu
Gly
Pro

360
Gln

Cys

Gln

Lys
25
Thr

Lys
Asp
Gln
Pro
105
Arg
Phe
Asp
ABn

Ile
185

Lys
val
Asp
Ala
Phe
265
Gln
Arg
Gly
Asp
Gly
345
Gln

Phe

Ala

Asn
.10
Asn

Leu

Gln

90
Arg
Lys
Glu
Arg
Thr
170
Ser
Thr
Thr
Pro
Pro
250
Glu
Arg
Asp
Cly
Ser
330
Gly
Phe

val

Ala

Leu
Leu
Lys
Asn
Leu

75
Hisz
Pro
Glu

Arg

Cys

155

Leu
Arg
Leu
Lys
Agn
235

Ser

Ala

Met
Trp
315
Glu
Ser
Asp
Glu

Glu
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Pro
Met
Met
Asn
60
Leu
Leu
Ser
Asn
Thr
140
Gln
Leu
Thr
Val
Leu
220
Asn
Ala
Thr
Leu
Ala
300
Thr
Thr
Gly
Ile
Arg

380
Leu

Ala
Asp
Leu

45
Arg

Gly
Asp
Val
125
Asp
Asp
Arg
Asp
Ser

205
Val

Thr
His
Ala
285
Arg
Asn
Gly
Gly
Leu
365
Phe

Thr

Leu
Met
30
Leu
Lys
Leu
Gln
Ser
110
Asp
Phe
Ile
Ile
Gly
190
Thr
Glu
Leu
Ser
Arg
270
Trp
Ala
val

Ala

Gly
350

Cys

Glu

Tyr

Pro

15 -

Phe

Ser

Gln

Leun
95
Asn

Ala

Asp

Arg
Ala
175
Gly
Ala
Arg
Phe
Gln
255
Leu
Serxr
Gly
Asn
Metbt
335
Ser
Lys

ATg

Leu

V‘al
azg
Val
Phe
Ala

80
Asn
RAla
Gly

Gln

Asn .

160
Glu

Arg

Gly

Cys
240
Leu
Ile
Gly
val
Ile
320
Val
Gly
Thr

Pro

Cys



DE 698 33 457 T2 2006.09.14

385 390 335 400
Trp Met Ile Thr His Asn Gly Thr Ala Ile Lys Arg Ala Thr Phe Met
405 1410 415
Ser Tyr Asn Thr Ile Ile Ser Asn Ser Leu Ser Phe Asp Ile Val Asn
420 425 430
Lys Ser Leu Gln Phe Lys Tyr lys Thr Gln Lys Ala Thr Ile Leu Glu
435 44Q 445
Ala Ser Leu Lys Lys Leu Ile Pro Ala Trp Glu Phe Thr Ile Ile Pro
450 -455 - . -460 - - - - SR
Tyr Tyr Gly Gln Lys His Gln Ser Asp Ile Thr Asp Ile Val Ser Ser
465 470 475 480
Leu Gln Leu Gln Phe Glu Ser Ser Glu Glu Ala Bsp Lys Gly Asn Ser
485 430 435
His Ser Lys Lys Met Leu Lys Ala Leu Leu Ser Glu Gly Glu Ser Ile
500 505 510
Trp Glu Ile Thr Glu Lys Ile Leu Asn Ser Phe Glu Tyr Thr Ser Arg
515 520 525
Phe Thr Lys Thr Lys Thr Leu Tyr Gln Phe Leu Phe Leu Ala Thr Fhe
530 535 540
Ile Asn Cys Gly Arg Phe Ser Asp Ile Lys Asn Val Asp Pro Lys Ser
545 550 555 ’ 560
Phe Lys Leu Val Gln ARsn Lys Tyr Leu Gly ¥al Tle Ile Gln Cys Leu
5865 570 575
Val Thr Glu Thr Lys Thr Ser Val Ser Arg His Ile Tyr Phe Phe Ser
5B0 585 550
Ala Arg Gly Arg Xle Asp Pro Leu Val Tyr Leu Asp Glu Phe Leu Arg
585 600 605 -
Asn Ser Glu Pro Val Leu Lys Arg Val Asn Arg Thr Gly Asn Ser Ser
610 615 620
Ser Asn Lys Gln Glu Tyr Gln Leu Leu Lys Asp Asn Leu Val Arg Ser
825 . 630 635 640
Tyr Asn Lys Ala Leu Lys Lys Asn Ala Pra Tyxr Ser Ile Phe Ala Ile
' 645 650 655
Lys Asn Gly Pro Lys Ser His Ile Gly Arg His Leu Met Thr Ser Phe
660 665 670
Leu Ser Met Lys Gly Leu Thr Glu Leu Thr Asn Val Val Gly Asn Trp
675 680 685
Ser Asp Lys Arg Ala Ser Ala Val Ala Arg Thr Thr Tyt Thr His Gln
630 695 700
Ile Thr Ala Ile Pro Asp His Tyr Phe Ala Leu Val Ser Arg Tyr Tyr
705 710 715 720
Ala Tyr Asp Pro Ile Ser Lys Glu Met Ile Ala Leu Lys Asp Glu Thr
725 730 : 735
Asn Pro Ile Glu Glu Trp Gln His Ile Glu Gln Leu Lys Gly Ser Ala
740 745 750
Glu Gly Ser Ile Arg Tyr Pro Ala Trp Asn Gly Ile Ile Ser Gln Glu
755 760 765
val Leu Asp Tyr Leu Ser Ser Tyr Ile Asn Arg Arg Ile
770 775 780

<210> 7

<211> 2348

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

23/39



<220>

DE 698 33 457 T2 2006.09.14

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sequenz, die
fir ein Cre:FLP-Polypeptid codiert, Cre aus Bakterio-
phage P1 und FLP aus Saccharomyces

<200> 7

atggccaatt
gatgaggttce
acctggaaaa
cggaaatggt
cgeggtetgg
cggtcoggge
cgaaaagaaa
gatttcgacc
ctggcatttc
agggttaaasg
aaaacgctgg
gtcgagegat
cgggtcagaa
ctggaaggga
cagagatacc
cgcgetggag
gtcatgaact
gatggcgatg
caatttgata
tttgagagac
tggatgatta
atcataagca
acgcaaaaag
acaattattc
ttgeaattac
atgcttaaag
aattcgtttg
ctagctactt
tttaaattag
aagacaagcyg
gtatatttgg
ggcaattctt
tacaacaaag
aaatctcaca
ttgactaatg
tatacteate
gcatatgatc
gagtggcage
tggaatggga
atataa

<210> 8
<211l> 2346
<212> DNA

tactgacecgt
gcaagaacct
tgcktetgte
ttececegeaga
cagtaaaaac
tgecacgace
acgttgatge
aggttcgtte
tggggattgce
atatctcacg
ttagcaccgc
ggattkecgt
aaaatggtgt
tttctgaage
tggcctggte
tttcaatace
atatecgtaa
gtggcggeag
tattatgtaa
ctteccggaga
cacataacgg
attcgectgag
caacaattct
cttactatgg
agttcgaate
cacttctaag
agtatacttc
tcatcaattg
tccaaaataa
ttagtaggca
atgaatktttt
caagcaacaa
ctttgaagaa
ttggaagaca
ttgtgggaaa
agataacage
caatatcaaa
atatagaaca
taatatcaca

acaccaaaak
gatggacatg
cgtktgecgg
acctgaagat
tatccageas
aagtgacagce
cggtgaacgt
actcatggaa
ttataacacc
tactgacggt
aggtgtagag
ctetggtgta
tgccgegeca
aactcatcga
tggacacagt
ggagatcatg
cecbggatagt
cggtggeggce
aacaccacct
gaaaatagca
aacagceaatc
tttggatatc
ggaagcctea
acaaaaacat
akcggaagaa
tgagggtgaa
gagatttaca
tggaagattc
gtatektggga
catatacttc
gaggaattct
gcaggaatac
aaatgegccect
tttgatgacce
tbggagcgat
aatbacctgat

‘ggaaatgata

gctaaagggt
ggaggtacta

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

ttgeekgeat
ttcagggatc
tcgtgggegg
gttcgegatt
catttgggcece
aatgectgtte
gcaaaacagg
aatagcgate
ckgttacgta
gggagaatgt
‘aaggcactta
getgatgate
tctgeccaceca
ttgatttacg
geceecgtgteg
caagetggtg
gaaacagggg
tecggeggtg
aaggtgctty
tratgtgctg
aagagagcca
gtcaecaagt
ttaaagasat
caatctgata
gcagataagg
agecatctggg
aaaacaaaaa
agcgatatta
gtaataatecc
tttagecgeaa
gaaccagtece
caattattaa
tattcaatect
kcatttettt
aagcgtgett
cactactteg
gcattgaagg
agtgctgaag
gactaccttt

taccggtcga
gceaggegtt

‘catggtgcaa

akcttctata
agctaaacat
cactggteat
ctctagegtt
gctgcecagga
tagccgaaak
taatccatat
gcectgggggt
cgaataacta
gececagetatc
gcgetaagga
gagccgegeg
gctggaccaa
caatggtgeg
goteggateco
ttcgteagtt
ctgaactaac
cattcatygag
cactgcagtt
tgattcaotge
tcactgatat
gaaatagcea
agatcactga
ctttatacca
agaacgttga
agtgtttagt
ggggtaggat

‘taaaacgagt

aagataactt
ttgctataaa
caatgarggg
ctgecegtgge
cactagtttc
atgagactaa
gaagcatacy
catcctacat

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Sequenz,
die fir ein FLPm:Cre-Polypeptid codiert, FLP aus

24/39

tgcaacgagt
ttectgageat
gttgaataac
tcttoaggeg
gcttecategt
gcggeggatc
cgaacgeact

tatacgtaat’

tgccaggate
tggcagaacg
aactaaactg
cctgttttge
aactcbcgcc
tgactetggt
agatatggce
tgtaaatatt
cctgectggaa
aacaatgceca
tgtggaaagy
ctatttatgt
ctataatact
taaatacaag
ttgggaattt
tgtaagtagt
cagtaaaaaa
gaaaatacta
atteectette
tccgaaatea
gacagagaca
cgatccactt
aaataggacc
agtcagatcyg
aaatggceca
cctaacggag
caggacaacg
bcggtactat
tcecaattgag
atacccegea
asatagacge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
so0
860
1020
1080
1140
1200-
1260

1320

1380
1440
15040
1560
1620
1680
1740
1800
i8e0
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2346
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Saccharomyces (Mais-bevorzugte Codons)
und Cre aus Bakteriophage Pl

<220>

<221> CDS
«222> (1)..{23486)

<400> 8

.atg ccc

Met Pro
1

agg cag
Arg Gln

cte tge
Leu Cys

ggc acc
Gly Thr
50

tcc aac
Ser Asn
65

tac aag

atc ccco
Ile Pro

cag teoc
Gln Ser

tec tcc
Ser Ser
130

aag gcc
Lys Ala
148

atc cte

Ile Leu

cte tac

Leu Tyr Gln

cag
Gln

cte
Phe
gece

35
gcc

Ala

tec
Ser

acec
Thr

gcc
ala

gac
Asp
115

gag
Glu

cte
Leu

aac
Asn

cag

tkc

Phe

gtg
val
20

gce
Ala

att
Ile

ctc
Leu

cayg
Gln

tgg

100

atc
Ile

gag
Glu

ctc
Leuw

tcc
Ser

tte
Phe
180

gac
Asp
5

gag
Glu

gag

Glu

aag
Lys

tcce
Ser

aag
Lys
85

gag
Glu

acce
Thr

get
Ala

tcc
Ser

tte
Phe
165

ctc
Leu

atc
Ile

agg
Arg

ctc
Leu

agg
RArg

tte
Phe
70

gco
Ala

jof ol o
Phe

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu
150

gag
Glu

tce
Phe

cte
Leu

ttc
Phe

acc
Thr

gcc
Ala
58

gac
Asp

acc
Thx

ace
Thr

ate
Ile

aag
Lys
135

ggc
Gly

tac

Tyr

cte
Leu

tge
Cys

gag
Glu
tac

a0
ace

Thx

acc
Ile

atc
Ile

atc
Ile

gtg
Val
120

gge
Gly

gag
Glu

acc
Thr

gcc
Ala

aag
Lys

agg
Arg
25

cte

Leu

ttc
Phe

gtg
val

ctce
Leu

atc
Ile
108

tca
Ser

aac

‘ABn

tcc
Ser

tce
Ser

acc
Thr
185

.acc
Thr
10

cee
Pro

tge
Cys

atg
Met

aac
Asn

gag
Glu
90

cco
Pro

tee
Ser

tec
Ser

atc
Ile

agg
Arg
170

ttc
Phe

cce
Pro

tcc
Ser

tgg
Trp

tca
Ser

aag
Lys
75

gce

Ala

tac

cte
Leu

cac
His

tgy
Trp
155

o o
Phe

ate
Ile

25/39

ccc
Pro

ggc
Gly

atg
Met
tac

60
tce

Ser

tece
Ser

tac

cag
Gln

tee
Ser
140

gag
Glu

act
Thr

aac
Asn

aag
Lys

gag
Glu

ate
Ile
45

aac
Asn

cte
Leu

ckte
Lau

ggc
Gly

ctt
Leu
125

aag

Lys

atc
Ile

aag
Lys

tge
Cys

gtg
Val

aag
Lys
30

acc
hr

acc
Thr

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
110

cag
Gln

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly
180

-ckc

Leu
15

ate
Ile

cac
His

atc
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

aag
Lys

ctc
Fhe

aty
Met

gag
Glu

aag
Lys

-gtg
val

gee
Ala

aac
Asn

ate
Ile

azaa
Lys
80

cte
Leu

cac
His

gayg
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
160

acc
Thr

175 -

2899

tke
Phe

- 48

96

ia4

192

240

288

336

384

432

480

528

576



teca
Ser

aag
Lys

tec
Ser
235

ccec
Pro

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

cac
His
305

ace
Thr

gce
Ala

cac
His

aag
Lys

cag
Gln
385

cee
Pro

gac

Asp

tac

210

gtg.

val

cte
Leu

agg
Arg

cte
Leu

aac
Asn
2590
atc
Ile

gag
Glu

gtg
Val

tac

gag
Glu
a70

cac

His

gcc
Ala

atc aag
Ile Lys
185

ctec ggc
Leu Gly

tce agg
Ser Arg

gtg tac
val Tyr

gtg aac
val asn
260

ctc aag
Leu Lys
275

gcec cco
Ala Pro

ggt agg
Gly Axg

ctc acc
Leu Thr

gcc agg
Ala Arg
340

tkc geco
Phe Ala
355

atg atc

Met Ile

atc gag
Ile Glu

tgg aac
Trp Asn

aac
Asn

gtg
val

cac,

His

cte
Leu
245

agg
Arg

gac
Asp

tac

cac
His

aac
Asn
325

ace
Thx

cte
Leu

gcc
Ala

cag
Gln

ggc
Gly
405

gtg
val

ate
Ile

atc
Ile
230

gac
Asp

acc
Thr

adac
Asn

tee
Sex

ctc
Leu
310

gtg
val

acc
Thxr

gtg
val

ctc
Leu

ctc
Leu
3540

atc
Ile
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gac
Asp

ate
Ile
215

.tac

gag
Glu

ggc
Gly

eke
Leu

atc
Ile
255

atg
Met

gtg
Val

tac

tea
Ser

aag
Lys
375

aag

Lys

atc
Tla

cce
Pro
2400

cag

Gln

tte
Phe

tte
Phe

aac
Asn

gtg
Vval
280
tte
Phe

acc
Thr

ggc
Gly

acc

agyg
360

gac
Asp

ggc
Gly

tec
Ser

aag

Wfaded

tec

Lys Ser Phe

tgc’

Cys

tte
Phe

cte
Leu

tce
Ser
265
agg
Arg

gce
Ala

tece
Ser

aac
Asn

cac
345

tac

gag
Glu

tce

cte
Leu

fee
Ser

agyg
Arg
250
tcc
Ser

tce
Ser

ate
Ile

tte
Phe

tgg
330

cag
Gln

tac

act
Thr

gece

Ser Ala

cag
Gln

gag
Glu
410

gtg
val

gct
Ala
2358

aac
Asn

tce
Ser

tac

aayg
Liys

cceo
Leu
315

tce
Sex

atc
Ile

gcc
Rla

aac
Asn

gag
Glu
3ss

gtg
val

aag ctc gtg cag

Lys

ace
Thr
220

cge

Arg

tca
Ser

aac
Asn

aac

aac
Asn
300

tca

Ser

gac
Asp

acc
Thr

tac

ccc
Pro
380

ggc
Gly

cte
Leu

26/39

Leu
205

gag
Glu

.ggc

Gly

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys
285

ggc

Gly’

atg
Met

aag
Lys

gee
Ala

gac
Asp
365

atc

Ile

tce
Ser

gac
Asp

val

ace
Thr

agg
Arg

cco
Pro

cag
Gln
270

gce

Ala

coo
Pro

aag
Lys

agy

atc
Ile
350

cee
Pro

gag
Glu

atc
TIle

tac

Gln

aag
Lys

.atc
Ile

gtyg
Val
255

gag
Glu

ctco
Leu

aag
Lys

ggc
Gly

gce
Ala
335

ccc

Pro

atc
Ile

gag
Glu

agg

ctc
Leu
415

aac
Asn

acc
Thr

gac
Asp
240
ctc
Leu

tac

Tyr

aag
Lys

tco
Sexr

ctc
Leu
320
tcc
Ser

gac
Asp

tece
Ser

tgg

tac
400

tce
Ser

624

672

720

768

816

812

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



tecec
Ser

ggc
Gly

ttg
Leu

ctg
Leu
465

aaa
Lys

aat
Asn

ctt
Leu

cat
His

cca
Pro
545

gaa
Glu

cgc
Arg

tge
Cys

ctg
Leu

cgt
Arg
£25

tac

ggc
Gly

cct
Pro
450

atg
Met

atg
Met

aac
Asn

cl;a
Leu

ttg
Leu
530
agt
Ser

aac
Asn

act
Thr

cag
Gln

tta
Leu
10

act
Thr

acc
Ile

tcg
Ser
435
gca
Ala

gac
Asp

ctt
Leu

cgg

tat

515

ggc
Gly

gac
Asp

gtt
val

gat
Asp

gat
Asp
585

cgt
Arg

gac
Asp

aac agg agg

Asn
420

gat
Asp

cta
Leu

atg
Met

ctg
Leu

aaa
Lys
500

ctt
Leu

cag
Gln

agc
Ser

gat
Asp

tte
Phe
580

ata

Ile

ata
Ile

ggt
Gly

Arg

cca
Pro

ccg
Pra

tte
Phe

tce
Ser
485

tgg
Trp

cag
Gln

cta
Leu

aat
Asn

gce
Ala
565

gac

Asp

cgt
Axg

gce
Ala

999
Gly

Arg

acc
Thr

gtc
val

agg
470

gtt
val

o o o
Phe

gcyg
Ala

aac
Asn

gct
Ala
550

ggt
Gly

cag
Gln

aat
Asn

gaa
Glu

aga
Arg
630
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ate
Ile

atg
Met

gat
Asp
455

gat
Asp

tgc
Cys

cce
Pro

cgc
Arg

atg
Met
535

gt
Val

gaa
Glu

gtr
val

ctg
Leu

att
Ile
615

atg
Met

ggt

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser

gce
Ala
440

gca

Ala

cgc
Arg

cgg

gca
Ala

ggt
Gly
520

cktt

Leu

tca
Ser

cgt
Axg

cgt
Arg

gca
Ala
600

gee

tta
Leu

ggc ggc age ggt

425

aat
Asn

acg
Thr

cag
Gln

teg
Ser

gaa
Glu
505

ctyg
Leu

cat
His

ctg
Leu

gca
Ala

tca
Ser
58S

tLce
Phe

-agyg

Arg

atc
Ile

tta
Leu

agt
Ser

gcy
Ala
tgg
490

cct
Pro

gca
Ala

cgt
Arg

gtk
Val

aaa
Lys
570

ctc

Leu

ctyg
Leu

ate
Ile

cat
His

ctg
Leu

gat
Asp

ket
Phe
475

gcg
ARla

gaa
Glu

gta
Val

cgg
Axg

atg
Met
555

cag

Gln

atg
Met

gqg
Gly

agg

att
Ile
635

ace
Thr

gag
Glu
460

tck
Sex

gca
Ala

gat
Asp

aaa
Lys

tec
Ser
540

cgg
Arg

gct
Ale

gaa
Glu

att
Ile

gtt
Val
620
gge
Gly

27/39

ggc

gta
Val
445

gtt
val

gag
Glu

tgg
Trp

gtt
Val

act
Thx
525

ggg
Gly

cgg
Arg

cta
Leu

aat
Asn

gct
Ala
605

ana

Lys

aga
Arg

ggc

430

cac
Hisg

cgc

cat
His

tgc
Cys

ege

Arg

510

ate
Ile

ctyg
Leu

ate
Ile

gcqg
Ala

age
Ser
530

rat

gat

acg
Thr

tcc

caa
Gln

aag
Lys

ace
Thr

aag
Lys
495

gat

cag
Gln

cca
Pro

cga
Arg

tte
Phe
875

gat
Asp

aac
Asn

atc
Ile

aaa
Lys

ggc
Gly

aat
Asn

aac

tgg

480
ttg
Leu

tat

caa
Gln

cga

aaa
Lys
560

gaa

Glu

cge
Arg

acc
Thr

tea *

Ser

acg
Thr
540

1236 .

1344

1382

1488

1536

1584

1832

le80

1728

1776

1824

1872

1920



ctg
Leu

aaa
Lys

a8t
Asn

tct
Ser

gca
Ala
7035

tac

atg
Met

tgg
Trp

gaa
Glu

gtk
val

ctg
Leu

-gat

Asn

gce
Als
630

act
Thr

ctg
Leu

goe
Als

acce
Thx

aca
Thr
770

<210> 89

<211>
<212>
<213>
<223>

age
Ser

gte
Val

acc
Thr

gag
Glu

gca
Ala
645

cga
Arg

660

tac
675
acc

Thr

cat
His

gco
Ala

cgc

aat
Asn
755

g99
Gly

781
PRT

Kiinstliche Secuanz
Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

ctg
Leu

agc
Ser

cga
Arg

tag
Trp

gct
Ala
740

gta
Val

goa
Ala

-tet

Phe

cag
Gln

ttg
Leu

tck
Ser
725

gga
Gly

aat
Asn

atg
Met
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ggt
Gly

tgg
Trp

tge

Cys

cta
Leu

atk
Ile
710

gga
Gly

gtt
val

att
Ile

gtg
val

gta gag aag gca

val

att
Ile

cgg

tca
Ser
695

tac

cac
His

tca
Ser

gte
Val

ege
Arg
7175

Glu

cce
Ser

gte

Val
680

act

Thr.

ggc

Lys Ala
650

gkte tet
val Ser

-aga aaa

Arg Lys

cge goe
Arg Ala

gct aag

Gly Ala Lys

agt
Ser

ata
Ile

atg
Met
760

ctg
Lieu

gcc cgt
Ala Arg
730

ccg gag
Pro Glu
745

dac tat

Asn Tyr

ctg gaa
Leu Glu

ctt
Leu

ggt
Gly

aat.
Asn

ctyg
Leu

gat
Asp
715

gtc
Val

ate
Ile

ate
Ile

gat

age
Ber

gta
val

665

Gly

gaa
Qlu
700

gac

gga
Gly

atg
Met

cgt
Arg

gge
Gly
780

ctg ggg gta
Leu Gly Vval

655

gct gat gat
Ala Asp Asp
.81

gtt gece gog
Val Ala Ala
685

ggg att tkt
Gly Ile Phe

tet ggk cag
Ser Gly Gln

gce gog cga
Ala Ala Arg
735

caa gck ggt
Gln Ala Gly
750

aac ckg gat
Asn Leu Asp
765

gat tag
Asp

Sequenz, die fir

FLPm:Cre-Polypeptid codiert, FLP aus Saccharomyces
(Mais-bevorzugte Codons) und Cre aus Bakteriophage P1

<400> 9

Met Pro Gln

1

Arg Gln Phe

Leu Cys Ala

Gly Thr Ala
50
Ser Asn Ser

35

Phe Asp Ile Leu Cys Lys Thr

5

1a

Val Glu Aryg Phe Glu Arg Pro

20

25

Ala Glu Leu Thr Tyr Leu Cys

40

Ile Lys Arg Ala Thr Phe Met

55

Leu Sexr Phe Agp Ile Val Asn

"Pro Pro Lys Val Leu

1s

Ser Gly Glu Lys Ile

30

Trp Met Ile Thr His

45

Ser Tyr Bsn Thr Ile

60

Lys Ser Leu Gln Phe

28/39

act
Thr

ccg
Pro

cca
Pro

gaa
Glu

aga
Arg
720
gat
Asp

gge
Gly

agc
Ber

val
Ala
Asn
Ile

Lys

1568

2014

2064

2112

2160

2208

22586

230a

2346



65

Ile
Gln
Ser
Lys
145
Ile
Leu
Ser
Lys
Ser

225
Pro

Lys
Gin
Lys
His
3as

Thr

Ala

Lys
Gln
385
Pro
Ser
Gly
Leu
Leu

485
Lys

Leu

Lys
Pro
Ser
Ser
130

Ala

Leu

Asp
210
val

Leun

Lew
Asn
290
Ile
Glu

val

Glu
370
His

Ala

Gly
Pro
450
Meb
Met
Asn

Leu

Thr
Ala

Asp
115
Glu
Leu
Asn
Gln
Ile
195
Leu
Ser
Val
val
Leu
275
Ala
Gly
Leu
Ala
Phe
355
Met
Ile
Trp
Ile
Ser

435
Ala

Asp
Leu
Axg

Tyr

Gln

100
Ile

Glu
Leu
Sexr
Bhe
180
Lys
Gly

Arg

Asn
260
Lys
Pro
Axrg
Thr
Arg
340
Ala
Ile

Glu

Asn
420
Asp
Leu
Met
Leu
Lys

500
Leu

Lys

8s
Glu
Thr
Ala
Ser
Phe
1865
Leu
Asn
val
His
Leu

245
Arg

ABn
325
Thr
Leu
Ala
Gln
Gly
405
Arg
Pxro
Pro

pPhe

ser
485

Trp

Gln

70

Ala’

Phe
Asp
Asp
Glu
150
Glu
Bhe
Val
Ile
Ile
230
Asp
Thr
Asn
Ser
Leu
310
vVal
Thr
Val
Leu
Leu
390
Ile;
Arg
Thr
Val
Arg
470
Vval
Phe

Ala
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Thr
Thr
Ile
Lys

135
Gly

Leu
Asp
Ile
215
Glu
Gly
Leu
Ile
2595

Mat

val

Ser
Lys
375
Lys
Ile
Ile
Met
Asp

455
Asp

Pro

Ile
Ile
val
120
Gly

Glu

Ala
Pro
200
Gln
Phe
Phe
Asn
val
280
Phe

Thx

Gly

Arg
360
Asp
Gly
Ser
Gly
Ala
440
Ala
Axg
Arg

Ala

Arg Gly

Leu
Ile
105
Sérx
Asn
Ser
Ser
Thr
185
Lys
Cys
Phe
Leu
Ser
265
Arg
Ala
Sexr
Asn
His
345
Glu
Serxr
Gln
Gly
425
Asn
Thr
Gln
Ser
Glu

505
Leu

Glu
90
Pro

Ser

Ser

Ile

Arg
170

Bhe

Ser
Leu
Ser
Arg
250
Ser
Ser
Ile
Phe

330
Gln

Thr
Ala
Glu
410
Gly
Leu
Ser
Ala
4490

Pro

Ala

<75
Ala Ser

Tyr Tyr

Leu Gln

His Ser
. 140

Trp Glu

155

Phe Thr

Ile Asn
Phe Lys

val Thr
220
Ala Arg
235
Asn Ser

Sexr Asn

Tyr Asn

Lys Ran
300
Leu Sex
315
Ser-ASp

Ile Thr

Ala Tyx

Asn Pro
380

Glu Gly

395

Val Leu

Sexr Gly
Leu Thr
Asp Glu
460
Phe Ser
475
Ala Ala
Glu Asp

Val Lys
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Ley
Gly
Leu
125
Lys
Ile
Lys
Cys
Leu
208
Glu
Gly
Glu
Lys
Lys
285
Gly
Met
Lys
RAla
Rsp
365
Ile
Ser
Asp
Gly
val
445

Val
Glu
Trp
val

Thr

Lys
Gln
110
Gln
Lys
Thr
Thr

Gly

Lys

85
Lys
Phe
Met
Glu
Lys

175
Arg

130 .

val
Thx
Arg
Pro
Gln
270
Ala

Pro

Lys

Ile
a50
Pro
Glu

Ile

.Gly
430
His
Arg
His
Cys
Arg

510
Ile

Gln
Lys
Ile
val
255
Glu
Leu
Lys
Gly
Ala
335
Pro
Ile
Glu
Arg
Leu
415
Ser
Gln
Lys

Thr

Lys
495
Asp

Gln

80
Leu

His
Glu
Leu
Lys '
160
Thr
Phe
Asn
Thr
Asp

240
Leu

Lys
Sex
Leu
320
Sex

Asp

Ser

400
Ser

Gly
Asn

Asn

Trp
480
Leu

Gln



Pro
545
Glu

Leu
Arg
625
Leuy
Lys
Asn
Ser
Ala

705

Met

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

Lau
530
Ser

Asn

Glin
Leu
610
Thr
val
Leu
Asn
Als
630
Thr
Leu
Ala
Thr

Thr
770

<220>

<223>

515
Gly

Asp
Val
ASD
Asp
535
Arg
Asp
Ser
val
675

Thr

His

Arg

Asn
755
Gly

10
34

DRA
Kinstliche Sequenz

Ein

Sex

Phe

-.580

Ile
Ile
Gly
Thr
Glu
660
Leu

Ser

Arg

Ala
740
val

Ala
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Leu Asn Met
535
Asn Ala Val
550
Ala Gly Glu
565

Asp Gln Val

Arg Asn Leu

Ala Glu Ile
615
Gly Arg Met
- 630
Alz Gly Val
645
Arg Trp Ile

Phe Cys- Arg

Gln Leu Ser
. 635

Leu Ile Tyr
710

Ser Gly Ris

725

Gly Val Ser

Asn Ile val

Met Val Arg
775

524
Leu

Ser
Axrg
Arg
Ala
600
Ala
Leu
Glu
Ser
val
680
Thr
Gly
Ser
Ile
Met

760
Leu

His Arg
Leuy Val
Ala Lys

570
Sexr Leu

-585 - -

Phe Leun
Arg Ile
Ile Hig

Lys Ala
650
val Sex
665
Arg Lys

Arg Ala
Ala Lys

Ala Arg
730

Pro Glu

745

Asn Tyr

Leu Glu

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:

525

Arg Ser Gly Leu Pro

540
Met Arg
555
Gln RAla

Met Glu

Gly Ile

Arg Val
620

Ile Gly

635

Leu Sexr

Gly Val
Asn Gly
Leu Glu

700

ASp Asp
7158

.val Gly

Ile Met
Ile Arg

Asp Gly
780

FRT-Rekombinationsstelle vom Wildtyp

<409> 10
gaagttcera ttctctagaa agtataggas ctrc

<210>
<21ll>
<21l2>
<213>

<220>

<223>

11

781
PRT
Kinstliche Sequenz
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Sequenz:

Arg
Leu

Asn

Tle Arg

Ala phe
575
Ser Asp

" 530

Ala
603
Lys
Arg
Leu
Ala
val
685
Gly
Ser
Ala
Gln
Asn

785
Asp

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :Cre: FLP-

Tyr Rsn
Asp Ile
Thr Lys

Gly Val
. 655

Asp Asp

670

Ala Ala

Ile pPhe
Gly Gln

Ala Arg
735

Ala Gly

750

Leu Asp

Minimal-

Arg

Lys
S&80
Glu

Arg

Thr
Ser
Thr
640
Pro
Pro
Glu
Arg
720
Asp
Qly

Sar

34
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Polypeptid., Cre aus Bakteriophage P1 und FLP
aus Saccharomyces

<400> 11
et Ala Asn

1

Asp

Cys

Pro

65

et

val

Glu

val
145

Met

Ser

Ala

Arg

Arg

50

Ala

Ser

Arg

130

Arg

Ala

Ala

Leu

Glu
210

Ser

Val

Thr

Gln

5

Ser

Glu

Leu

His

Leu

1is

Ala

Ser

Phe

Arg

Ile
185

Ala

Leu
Sex
20

Ala
Trp
Pro
Ala
Arg
100
Val
Lys
Leu
Leu
Ile
180
Ris
Ala
Ser
Lys
Ala

260

Lys

Leu

Asp

Phe

Ala

Glu

Val

as

Brg

Met

Gln

Met

Gly

165

Axg

Ile

Leu

Gly

Asn

245

Levu

Asp

Thx
Glu
Ser
Ala
Asp

70
Lys
Ser
Arg
Ala
Glu
150
Xle
Vval
Gly
Ser
val
230
Gly
Glu

Asp

val

val

Glu

55

Val

Thr

Gly

Arg

Leu

135

Asn

Ala

Lys

Arg

Leu

215

Ala

val

Gly

Ser

His

Arg

His

40

Cys

Arg

Ile

Leu

Ile

120

Ala

Ser

Thr

200

Gly

Asp

Ala

Ile

Gly

Gln Asn Leu Pro

Lys

25

Thr

Lys

Asp

Gln

Pro

105

Arg

Phe

AsSp

Asn

Ile

185

Lys

Val

Asp

Ala

Phe

265

Gln

10

Asn

Leu

Gln

30

Arg

Lys

Glu

Arg

Thr

17¢a

Ser

Thx

Thr

Pro

Pro

250

Glu

Arg

Leu HMet

Lys Met

Asn Asn
60

Leu Leu
75

His Leu

Pro Ser

‘Glu Asn

Arg Thr
140

Cys Gln.

155

Leu Leu

Arg Thr

Leu vVal

Lys Leu
220

Asn Asn
235
Ser Ala

Ala Thr

Tyr Leu
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Asp
Leu
45

Arg

Gly
Asp
Val
125
Asp
Asp
Arg
Asp
Ser

205

val

Thr
His

Rlaz

Leu
Met
~30
Leu
Lys
Leu
Gln
Sexr
110
Asp
Phe
Ile
Ile
Gly
180
Thr
Glu
Leu
Ser
Arg

270

TrD

Pra val
15

Phe Arg
Ser Val
Trp Phe
Gln Ala

80

Leu Asn
35

Asn Ala
Ala Gly
Asp Gln

Arg Asn
160

Ala Glu
175

Gly hrxg

Ala Gly
Arg Trp

Phe Cys
240

Gln Leu
255

Leu Ile

Ser Gly



His

ser
305

val

Gly

Pro

Sexr
385

Trp
Ser
Lys
Ala
465
Leu
His
Trp
Phe
Ile

545

Phe

Ser
280

Ile

Met

Leu

Gly

Pro

370

Gly

Met

TyT

Ser

Ser

450

Gln

Ser

Glu

Thr

530

Asn

Lys

275

Ala

Pro
Asn
Leu
Ser
3585
Lys
Glu
Ile
Asn
Leu
435
Leu
Gly
Leu
Lys
Tle

515

Lys

Leu

Arg

Glu

Iyr

Glu

340

Rsp

Val

Lys

Thr

Thr

420

Gln

Lys

Gln

Gln

Lys

500

Thr

Thr

Gly

Val

Val

Ile

Ile

325

Rsp

Pro

Leu

Ile

Hig

408

Ile

Phe

Lys

Lys

Phe

485

Met

Glu

Lys

Arg

Gln
565

Gly

Met
310

Axg

Gly

Thr

val

Ala

350

Asn

Ile

Lys

Leu

His

470

Glu

Leu

Lys

Thr

Phe

550

Asn
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280

Ala Ala Arg
285

Gln Ala Gly
Asn Leu. Asp
Asp Gly Gly

345

Met Pro Gln
360

Arg Gln Phe
375

Leu Cys Ala
Gly Thr Ala
Ser Asn Ser

425

Tyr Lys Thr
440

Ile Pro Ala
455

Gln Ser Asp
Ser Ser Glu
Lys Ala Leu

505

Ile Leu Asn
520

Leu Tyr Gln
535

Ser Asp Tle

Lys Tyr Leu

Asp

Met Ala
300

Gly Trp Thr

Ser

330

Gly

Phe

val

Ala

Ile

410

Leu

Gln

Ile

Glu

430

Leu

Sex

Phe

Lys

Gly
570

315

Glu “Thr

Ser Gly
Asp Ile
Glu- Arg

380

Glu Leu
395

Lys Arg
Ser Leu
Lys RAla
Glu Phe

460

Thr Asp
475

Ala Asp
Ser Glu

Phe Glu

Leu Phe

285

Arg

Asn

Gly

Gly

Leu

365

Phe

Thx

Ala

Asp

Thr

445

Thr

Ile

Lys

Gly

TyT
525

540 -

Asn Val
555

Val Ile
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Asp

Ile

Ala

Val

Ala

Gly val -

Asn

Met

" 33s

Gly
350

Cys-

Glu

Thr
Ile
430
Ile
Ile
val
Gly
Glu
510

Thr

Ala

-Pro

Gln

Sex

Lys

aAxrg

Leu

Phe

415

val

Leu

Ile

Ser

Asn

4395

Sexr

Ser

Thr

Lys

Cys
578

ITle
320

val’

Gly

Thr

Pro

Cys
400
Met
Asn
Glu
Pro
Ser
480
Ser
Ile
Arg

Phe

Ser
560

Leu
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val Thr Glu Thr Lys Thr Ser Val Ser Arg His Ile Tyr Phe Phe Ser
580 585 590

Ala Arg Gly Arg Ile Asp Pro Leu Val Tyr Leu Asp Glu -Phe Leu Arg
585 600 605

Asn Ser Glu Pro Val Leu Lys Arg Val Asn Arg Thr Gly Asn Ser Ser
610 615 620

Ser 2sn Lys Gln Glu Tyr Gln Leu Leu Lys Asp Asn Leu Val Arg Ser
6258 630 635 640

Tyr Asn Lys Rla Leu Lys Lys Asn Ala Pro Tyr Ser Ile Phe Ala Ile
545 650 6855

Lys Asn Gly Pro Lys Ser His Ile Gly Arg His Leu Met Thr Ser Phe
660 665 B70

Leu Ser Met Lys Gly Leu Thr Glu Leu Thr Asn Val Val Gly Asn Trp
675 ‘ 680 685

Ser Asp Lys Arg Ala Ser Ala Val Ala Arg Thr Thr Tyr Thr His Gln
630 695 700

Ile Thr Ala Ile Pro Asp His Tyr Phe Ala Leu Val Ser Arg Tyvr Tyx
705 710 715 720

Ala Tyr Asp Pro Ile Ser Lys Glu Met Ile Ala Leu Lys Asp Glu Thr
725 730 735

Asn Pro Ile Glu Glu Trp Gln His Ile Glu Gln Leu Lys Gly Ser Ala
740 745 750

Glu Gly Ser Ile BRrg Tyr Pro Ala Trp Asn Gly Ile Ile Ser Gln Glu
755 760 ' 765

vVal Leu Asp Tyr Leu Ser Ser Tyr Ile Ran Arg Arg Ile
770 775 780

Patentanspriiche

1. Rekombinantes Protein, umfassend eine erste ortsspezifische Rekombinase im Raster fusioniert mit ei-
ner zweiten unterschiedlichen ortsspezifischen Rekombinase.

2. Rekombinantes Protein nach Anspruch 1, wobei die erste und die zweite unterschiedliche ortsspezifi-
sche Rekombinase Glieder der Integrasefamilie von Rekombinasen, ein aktives Derivat eines Glieds der Inte-
grasefamilie von Rekombinasen oder ein aktives Fragment eines Glieds der Integrasefamilie von Rekombina-
sen sind, wobei die Rekombinase, das aktive Derivat oder das aktive Fragment eine konservative ortsspezifi-
sche Rekombination katalysiert.

3. Rekombinantes Protein nach Anspruch 2, wobei die erste und die zweite unterschiedliche Rekombinase
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Cre, FLP, einem aktiven Derivat von Cre und einem aktiven
Fragment von Cre, einem aktiven Fragment von FLP und einem aktiven Derivat von FLP, wobei die Rekombi-
nase, das aktive Fragment oder das aktive Derivat eine konservative ortsspezifische Rekombination kataly-
siert.

4. Rekombinantes Protein, das die Aminosauresequenz, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ
ID NOS : 3, 6, 9 und 11, umfasst.

5. Nukleinsduremolekiil, das eine Nukleotidsequenz, die fiir eine erste ortsspezifische Rekombinase im
Raster fusioniert mit einer zweiten unterschiedlichen ortsspezifischen Rekombinase codiert, umfasst.
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6. Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 5, wobei die Nukleotidsequenz fiir die erste und die unterschiedli-
che zweite ortsspezifische Rekombinase nach Anspruch 2, 3 oder 4 codiert.

7. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 6, wobei die erste oder zweite unterschiedliche Rekombinase Cre
oder FLP umfasst, wobei die Cre-Rekombinase durch SEQ ID NO: 2, ein aktives Fragment von SEQ ID NO: 2
oder ein aktives Derivat von SEQ ID NO: 2 codiert wird und die FLP-Rekombinase durch FLPm, ein aktives
Fragment von FLPm oder ein aktives Derivat von FLPm codiert wird, wobei das aktive Fragment oder Derivat
fur eine Rekombinase codiert, die fahig ist, ein konservatives, ortsspezifisches Rekombinationsereignis zu ka-
talysierten.

8. Nukleinsauremolekil, das SEQ ID NO: 2, 4, 5, 7 oder 8 umfasst.

9. Nukleinsauremolekiil nach einem der Anspriiche 5 bis 8, wobei das Molekiil funktionell mit einem Pro-
motor verknipft ist, der eine Expression in einer eukaryotischen Zelle steuert.

10. Eukaryotische Zelle, die das Nukleinsduremolekiil, wie es in einem der Anspruiche 5 bis 9 definiert ist,
stabil in ihr Genom eingebaut hat.

11. Eukaryotische Zelle nach Anspruch 10, wobei die Zelle eine Pflanzenzelle ist.
12. Eukaryotische Zelle nach Anspruch 11, wobei die Pflanzenzelle aus einer Monokotyle stammt.

13. Eukaryotische Zelle nach Anspruch 12, wobei die Monokotyle Mais, Weizen, Reis, Gerste, Sorghum
oder Roggen ist.

14. Eukaryotische Zelle nach Anspruch 11, wobei die Zelle aus einer Dikotyle stammt.

15. Eukaryotische Zelle nach Anspruch 14, wobei die Dikotyle Sojabohne, Brassica, Sonnenblume oder
Saflor ist.

16. Pflanze, die in ein Chromosom wenigstens eine Integrationsstelle, die eine Targetstelle fir eine erste
ortsspezifische Rekombinase und eine Targetstelle fir eine zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekombi-
nase umfasst, stabil integriert hat, wobei die Targetstellen aneinander angrenzend sind.

17. Pflanze nach Anspruch 16, wobei die Pflanze eine Monokotyle ist.

18. Pflanze nach Anspruch 17, wobei die Monokotyle Mais, Weizen, Reis, Gerste, Sorghum oder Roggen
ist.

19. Pflanze nach Anspruch 16, wobei die Pflanze eine Dikotyle ist.

20. Pflanze nach Anspruch 19, wobei die Dikotyle Sojabohne, Brassica, Sonnenblume, Alfalfa oder Saflor
ist.

21. Transformierter Samen aus der Pflanze nach einem der Anspriiche 16 bis 20.
22. Pflanze nach einem der Anspriche 16 bis 20, wobei die Pflanze eine Pflanzenzelle ist.

23. Verfahren zum Integrieren einer DNA von Interesse in das Genom einer eukaryotischen Zelle, umfas-
send:
(a) Einfuhren einer Transferkassette, die die DNA von Interesse umfasst, in die eukaryotische Zelle, wobei die
DNA von Interesse von einer Targetstelle flr eine erste ortsspezifische Rekombinase und einer Targetstelle fur
eine zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekombinase flankiert wird und das Genom der eukaryotischen
Zelle wenigstens eine Integrationsstelle umfasst, die Targetstellen umfasst, welche den Targetstellen entspre-
chen, die die DNA von Interesse flankieren; und
(b) Bereitstellen in der genannten eukaryotischen Zelle ein rekombinantes Protein, das die erste Rekombinase,
ein aktives Derivat der ersten Rekombinase oder ein aktives Fragment der ersten Rekombinase im Raster fu-
sioniert mit der zweiten unterschiedlichen Rekombinase, einem aktiven Derivat der zweiten unterschiedlichen
Rekombinase oder einem aktiven Fragment der zweiten unterschiedlichen Rekombinase umfasst, wobei die
erste und die zweite Rekombinase, das aktive Derivat oder das aktive Fragment ein konservatives ortsspezi-
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fisches Rekombinationsereignis katalysiert,
wobei die DNA von Interesse an der Integrationsstelle in das Genom integriert wird.

24. Verfahren zum Integrieren einer DNA von Interesse in das Genom einer eukaryotischen Zelle, umfas-
send:
(a) Einflhren einer Transferkassette, die die DNA von Interesse umfasst, in die eukaryotische Zelle, wobei die
DNA von Interesse durch eine Targetstelle fiir eine erste ortsspezifische Rekombinase und eine Targetstelle
fur eine zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekombinase flankiert wird und das Genom der eukaryoti-
schen Zelle wenigstens eine Integrationsstelle umfasst, die die Targetstellen umfasst, die den Targetstellen
entsprechen, welche die DNA von Interesse flankieren; und
(b) Bereitstellen in der Zelle der ersten Rekombinase, eines aktiven Derivats der ersten Rekombinase oder ei-
nes aktiven Fragments der ersten Rekombinase und der zweiten unterschiedlichen Rekombinase, eines akti-
ven Derivats der zweiten Rekombinase oder eines aktiven Fragments der zweiten unterschiedlichen Rekom-
binase, wobei die erste und zweite Rekombinase, das aktive Derivat oder das aktive Fragment ein konserva-
tives ortsspezifisches Rekombinationsereignis katalysiert.

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, wobei die eukaryotische Zelle eine Pflanzenzelle ist.

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Pflanzenzelle monokotyl oder dikotyl ist.

27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei die monokotyle Pflanzenzelle aus Mais, Weizen, Reis, Gerste,
Sorghum oder Roggen stammt und die dikotyle Pflanzenzelle aus Sojabohne, Brassica, Sonnenblume, Alfalfa
oder Saflor stammt.

28. Verfahren nach Anspruch 23, 24 oder 25, wobei die erste Rekombinase Cre, ein aktives Derivat von
Cre oder ein aktives Fragment von Cre ist und die zweite Rekombinase FLP, ein aktives Derivat von FLP oder
ein aktives Fragment von FLP-Rekombinase ist, wobei die Rekombinase, das aktive Derivat oder das aktive

Fragment ein konservatives ortsspezifisches Rekombinationsereignis katalysiert.

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die erste ortsspezifische Rekombinase ein aktives Derivat von Cre
umfasst.

30. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die erste ortsspezifische Rekombinase ein aktives Fragment von
Cre umfasst.

31. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die erste ortsspezifische Rekombinase Cre umfasst.

32. Verfahren nach Anspruch 28, 29, 30 oder 31, wobei die zweite ortsspezifische Rekombinase ein akti-
ves Derivat von FLP umfasst.

33. Verfahren nach Anspruch 28, 29, 30 oder 31, wobei die zweite ortsspezifische Rekombinase ein akti-
ves Fragment von FLP umfasst.

34. Verfahren nach Anspruch 28, 29, 30 oder 31, wobei die zweite ortsspezifische Rekombinase FLP um-
fasst.

35. Verfahren nach Anspruch 34, wobei die erste ortsspezifische Rekombinase Cre umfasst und die zweite
ortsspezifische Rekombinase FLP umfasst.

36. Verfahren nach Anspruch 28, 29, 30 oder 31, wobei die FLP-Rekombinase durch FLPm codiert wird.

37. Verfahren nach Anspruch 28, 29, 30 oder 31, wobei die Cre-Rekombinase durch SEQ ID NO: 2 codiert
wird.

38. Verfahren nach Anspruch 23, wobei das rekombinante Protein durch SEQ ID NO: 4, 5, 7 oder 8 codiert
wird.

39. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die erste ortsspezifische Rekombinase an den Amino-Terminus
der zweiten unterschiedlichen ortsspezifischen Rekombinase fusioniert ist.
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Verfahren nach Anspruch 23, wobei die zweite unterschiedliche ortsspezifische Rekombinase an den

Amino-Terminus der ersten ortsspezifischen Rekombinase fusioniert ist.

41.

Pflanze, die in ihr Genom das Nukleinsauremolekiil, wie es in einem der Anspriiche 5 bis 9 definiert ist,

stabil eingebaut hat.

42.

43.

ist.

44,

45.

ist.

46.

Pflanze nach Anspruch 41, wobei die Pflanze eine Monokotyle ist.

Pflanze nach Anspruch 42, wobei die Monokotyle Mais, Weizen, Reis, Gerste, Sorghum oder Roggen

Pflanze nach Anspruch 41, wobei die Pflanze aus einer Dikotyle ist.

Pflanze nach Anspruch 49, wobei die Dikotyle Sojabohne, Brassica, Sonnenblume, Alfalfa oder Saflor

Transformierter Samen aus der Pflanze nach einem der Anspriiche 41 bis 45.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen

36/39



DE 698 33 457 T2 2006.09.14

Anhangende Zeichnungen

PHP13164
6020bp

EcoR I(3785)

FIG. 1.
Hind I11(400)

PHP13147
7344bp

EcoR I(5109) PINH

BamH 1(2416)
Ncol(2424)

BamH 1(2781)

L Xhol(3764) BamH [(3490)
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EXZISION DER FRT-STELLE DURCH FLPm UND Cre-FLPm-FUSION
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GUS-AKTIVITAT (nmol/min/mg PROTEIN)
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EXZISION DER LoxP-STELLE DURCH Cre-FLPm-FUSIONSPROTEIN

127

Y

NN
NN

KEINE DNA

FlG. 3.

Ubi:loxP-GUS-lox

KEINE REKOMBINASE | ~N——]

foxP/loxP -
EXZISIONSVEKTOR

39/39



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

