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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Ubersetzung betrifft neue Mittel zur Herstellung von Pflanzen, die Speicherproteine
exprimieren, die an Aminosauren angereichert sind, welche in den normalen Speicherproteinen nur in unge-
nigenden Mengen vorkommen, insbesondere an Lysin angereicherte Speicherproteine. Auflerdem betrifft die
Erfindung die so modifizierten Speicherproteine sowie Pflanzen, die diese modifizierten Speicherproteine ex-
primieren. Unter diesen Speicherproteinen betrifft die Erfindung Speicherproteine aus der Familie der Zeine.

[0002] Zahlreiche Pflanzen, gegebenenfalls nach Transformation mittels chemisch-physikalischer Schritte,
sind 6konomisch sehr wichtig fur die menschliche oder tierische Erndhrung, und das Problem der Verbesse-
rung ihrer erndhrungsphysiologischen Eigenschaft hat bereits zu Forschung verschiedener Art gefiihrt. Insbe-
sondere hat man, um dem Problem des Mangels an gewissen Aminosauren in den Speicherproteinen der
Pflanzen zu begegnen, ausgewahlte Sorten produziert, die eine verbesserte ernahrungsphysiologische Eigen-
schaft aufweisen, bzw. wurden unterschiedliche Modifikationen vorgeschlagen, bei denen gentechnische Me-
thoden verwendet werden, um die Produktion von insbesondere gewissen Aminosauren, die in ungenigenden
Mengen vorkommen, jedoch fiir die ernahrungsphysiologischen Eigenschaften der Pflanze wichtig sind, zu be-
glinstigen oder zu erhéhen. Bei diesen Aminosauren, die in ungeniigenden Mengen vorkommen, handelt es
sich zum Beispiel um Lysin oder Methionin.

[0003] Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung haben die Erfinder vorgeschlagen, dem Problem der ziich-
terischen Verbesserung von Pflanzen, insbesondere der zichterischen Verbesserung ihrer erndhrungsphysi-
ologischen Eigenschaften, mit einer neuen Losung zu begegnen, wobei man sich auf eine 6konomisch htige
Pflanze, namlich den Mais, konzentriert hat. Genauer gesagt hat man sich fur die Speicherproteine des Endo-
sperms der Maissamen interessiert, also fir Proteine, die insbesondere Zeine, ganz besonders y-Zein, umfas-
sen.

[0004] Wahrend der Entwicklung der Maissamen synthetisieren die Endospermzellen Speicherproteine in
groRen Mengen, insbesondere a-, 3- und y-Zeine. Diese Zeine werden in den vom endoplasmatischen Reti-
culum (ER) stammenden Proteinkdrpern angereichert.

[0005] Allgemein stellen die Zeine eine komplexe Gruppe von Proteinen dar, die in mehrere Gruppen, namlich
die a-, B- und y-Zeine eingeteilt werden (Larkins et al., 1989) und von einer Multigen-Familie codiert werden
(Hagen und Rubenstein, 1980, Gene 13, 239-249). Obwohl ihre Struktur variiert, sind diesen Proteinen gewis-
se Merkmale gemeinsam, namlich das Vorliegen von in Tandemanordnung wiederholten Sequenzen, die reich
an prolinartigen Aminosdaureresten sind, in ihrer Primarstruktur, das Vorhandensein von zahlreichen hydropho-
ben Resten, die die Unléslichkeit dieser Proteine in walrigen Medien vermitteln, und das Fehlen von Lysinres-
ten, die essentielle Aminosauren fir den Menschen und Monogastrier sind. Das Fehlen von Lysin in allen
Hauptproteinen (die in hohen Mengen im Endosperm nachgewiesen werden), die natirlich von der Familie der
Zeine gebildet werden, fiihrt zu einer sehr unausgewogenen Aminosaurezusammensetzung in Maissamen.

[0006] Unter diesen Proteinen ist das Mais-y-Zein ein Protein mit einem Molekulargewicht von 28 kDa, des-
sen Codiersequenz in Form der cDNA von Prat et al. (Nucleic Acids Research, Bd. 13, Nr. 5, 1985, S.
1494-1504) beschrieben wurde. Die vollstadndige Sequenz des Gens, das fur das y-Zein codiert, inklusive der
nichtcodierenden Sequenzen stromaufwarts und stromabwarts mit den Expressionsregulationselementen
wurde von Reina, M. et al. (Nucleic Acids Research, Bd. 18, Nr. 21, 1990, S. 6426) beschrieben.

[0007] Fur die Erhéhung des Lysingehalts von Proteinen der Zein-Familie hat man bis jetzt verschiedene An-
satze ins Auge gefaldt. Es wurden genetische und molekulare Ansatze verwendet. So wurden zum Beispiel
Mutanten, mit denen lysinreicher Mais erhalten werden kann, wie die Mutante Opaque-2 (02) und die Mutante
floury-2 (fl-2) (Mertz et al., 1964, Science 145, 279-280, Nelson et al., 1965, Science 150, 1469-1470) vorge-
schlagen und es wurden erste Versuche unternommen, um den negativen Auswirkungen des Fehlens von ge-
wissen Zeinklassen, insbesondere der a-Zeine, auf die phenotypischen Eigenschaften entgegenzuwirken, und
zwar durch Selektion von Mais, der 02-modifizierende Gene enthalt (Paez et al., 1969, Plant Sci. 9, 251-252,
Geetha et al., 1991, Plant Cell 3, 1207-1219).

[0008] Ein anderer Ansatz besteht darin, dafl man direkt auf die Produktion von freiem Lysin einwirkt, insbe-
sondere bei zweikeimblattrigen Pflanzen. Diese Technik wurde so bewerkstelligt, da man auf die Deregulation
von Schlisselenzymen (DHTPS und AK), die Gber die Asparaginsaure am Lysin-Biosynthesezyklus beteiligt
sind, eingewirkt hat. Bei Versuchen zur Transformation von Tabakplanzen mit E. coli-Bakterien, die die da-
pA-Gene enthalten, sowie E. coli-Bakterien, die das lysC-Gen enthalten, wurde ein betrachtlicher Anstieg des

2/53



DE 697 35580 T2 2007.02.01

Gehalts an freiem Lysin in den Blattern, jedoch nicht in den Samen, erzielt (Shaul und Galili, 1992, Plant J. 2,
203-209 und 1993, Plant Mol. Biol. 23, 759-768; Perl, A., Schaul O., Galili, G., 1992, Plant Molecular Biology,
19, S. 815-823). In jlingster Zeit wurden dieselben Gene, dapA von Corynebacterium sowie lysC von E. coli,
verwendet und unter der Kontrolle eines samenspezifischen Promotors in Sojapflanzen exprimiert. Die Expres-
sion dieser beiden Enzyme in Soja hat zu einer funffachen Erhdhung des Lysingehalts in den Samen gefuhrt
(Falco et al., 1995, BIO-Technology 13, 577-582).

[0009] Andere Autoren (Wallace et al., 1988, Science 240, 662-664) haben versucht, den Lysingehalt von
a-Zein (19 kDa) von Maissamen dadurch zu erhéhen, dald sie punktuell Lysinreste in unterschiedlichen Posi-
tionen in das a-Zein-Molekiil eingefiihrt haben. Die Expression dieser Konstrukte in Xenopus-Oocyten hat zu
einer korrekten Assemblierung von lysinreichen Zeinen in den Vesikeln, die den Proteinkdrpern entsprechen,
geflhrt. Bei ihrer Exprimierung in Tabaksamen wurden jedoch das normale a-Zein sowie die modifizierte, ly-
sinangereicherte Form abgebaut (Othani et al., 1991, Plant Mol. Biol. 16:117).

[0010] Es war also damals noch nichts Uber Mittel bekannt, mit denen die Expression eines mit Lysin ange-
reicherten Zeins in den Zein auf nattrliche Weise produzierenden Zellen in Mais, also in den Endospermzellen,
ermdglicht werden kdnnte; ganz zu schweigen von der Expression von mit Lysin angereicherten Zeinen in an-
deren Pflanzenzellen.

[0011] Eines der Ziele der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung von Mitteln, mit denen ein an
Lysin angereichertes Zein, insbesondere ein an Lysin angereichertes Mais-y-Zein, erhalten werden kann, wo-
bei dieses Protein insbesondere in Mais-Samenzellen und ganz besonders in den Endospermzellen exprimiert
wird und wobei das modifizierte Protein weiterhin so exprimiert wird, dal seine Eigenschaften bezuglich der
Lokalisation und Akkumulation beim endoplasmatischen Reticulum und davon stammenden Proteinkorpern er-
halten bleiben.

[0012] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Anmeldung bedeutet der Ausdruck "an Lysin angereichert"
daf das Protein eine im Vergleich zu dem naturlichen Protein, von dem es abstammt, eine erhdhte Anzahl Ly-
sinreste aufweist, zum Beispiel aufgrund einer Modifikation der Nukleotidsequenz, die es exprimiert.

[0013] Auflerdem werden in der Erfindung Mittel zur Erzielung der Expression von Proteinen, vorzugsweise
von an Lysin angereicherten y-Zeinen, in Pflanzenzellen von verschiedenen Geweben, zum Beispiel von Blatt-
geweben oder Wurzelgeweben, sowie gegebenenfalls in Pflanzenzellen von Pflanzen, die das Protein, insbe-
sondere das y-Zein, nach dessen Produktion man trachtet, nicht auf natirliche Weise exprimieren, vorgeschla-
gen.

[0014] Gemal einer besonderen Ausflihrungsform der Erfindung kdnnen aul’erdem andere Speicherproteine
auf analoge Art und Weise mit Lysin angereichert werden, ganz besonders Speicherproteine der Familie der
Zeine.

[0015] Zur Durchfihrung der Erfindung haben die Erfinder erstens vorgeschlagen, Sequenzen, die fur an Ly-
sin angereicherte Polypeptide codieren, in das Gen, das fiir das y-Zein oder fiir andere Speicherproteine von
Mais oder anderen Pflanzen codiert, bzw. in die Sequenz, die dieses Gen codiert, einzufihren, um zur Produk-
tion von an Lysin angereicherten y-Zeinen oder anderen Proteinen und damit zu an Lysin angereicherten Sa-
men zu gelangen. Fir die Herstellung von so modifizierten Nukleotidsequenzen wurden unterschiedliche Stel-
len der Sequenz, die fir das y-Zein-Gen codiert, als permissive Stellen (auch "neutrale Stellen" genannt) iden-
tifiziert.

[0016] In der vorliegenden Anmeldung werden daher Mittel fur die Transformation des Gens, das fiir das
Mais-y-Zein codiert, oder fir die Transformation jeglicher Nukleotidsequenz, die fiir das y-Zein codiert und von
diesem Gen abgeleitet ist, vorgeschlagen, um ausgehend von der Expression des modifizierten Gens oder all-
gemeiner ausgedruckt der modifizierten Nukleotidsequenz zu einem an Lysin angereicherten Protein zu gelan-
gen; zu diesen Mitteln zahlen insbesondere synthetische Oligonukleotide, die fir eine Sequenz von Aminosau-
ren mit Lysinresten codieren.

[0017] Die Erfindung betrifft auch rekombinante Nukleotidsequenzen oder chimare Sequenzen, die fir ein an
Lysin angereichertes y-Zein codieren kénnen.

[0018] Ebenfalls vom Rahmen der Erfindung umfalt sind Wirtszellen, die mit solchen Sequenzen transfor-
miert sind, insbesondere Pflanzenzellen, zum Beispiel Zellen, aus denen Pflanzen regeneriert werden kénnen,
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sowie Pflanzen oder Pflanzenteile (Gewebe, Organe usw.), die solche Zellen enthalten und die auf stabile Art
und Weise modifizierte Speicherproteine, insbesondere an Lysin angereicherte y-Zeine, produzieren.

[0019] Die Erfindung betrifft weiterhin solche modifizierten Proteine, zum Beispiel an Lysin angereicherte Pro-
teine, sowie Antikérper gegen diese Proteine, ganz besonders an Lysin angereicherte Speicherproteine der
Familie der Zeine.

[0020] Ein geeignetes Oligonukleotid fur die Durchfuhrung der Erfindung, das fur die Herstellung von rekom-
binanten Nukleotidsequenzen verwendet werden kann, ist dadurch gekennzeichnet, dal es mindestens eine
Verknupfung umfafdt, die fir ein Polypeptid der Formel (P — K),, in der:

— n eine ganze Zahl 2 oder dartber bedeutet,

— P einen Prolin-Aminosaurerest darstellt,

— K einen Lysin-Aminosaurerest darstellt,

das Zeichen ,~" eine Bindung zwischen den beiden Aminosaureresten, insbesondere eine peptidartige Bin-
dung, symbolisiert, wobei die n Einheiten (P — K) untereinander ebenfalls durch solche Bindungen, zum Bei-
spiel peptidartige Bindungen, gebunden sind, codiert.

[0021] Ein erfindungsgemales Oligonukleotid ist daher in einer ersten Ausfiihrungsform dadurch gekenn-
zeichnet, dal® es eine Sequenz umfaldt, die fir eine Abfolge von Motivwiederholungen, die zwei Aminosauren
umfassen, codiert.

[0022] Die Oligonukleotid-Codons kdnnen fiir alle Prolinreste und/oder fir alle Lysinreste identisch sein. Sie
kdnnen entsprechend dem degenerierten genetischen Code auch fir ein- und denselben Aminosaurerest ver-
schieden sein.

[0023] Vorzugsweise wird dieses Oligonukleotid von einer Sequenz gebildet, die fir mehr als zwei Einheiten
(P = K) codiert. Vorzugsweise ist n 30 oder darunter, insbesondere unter 20, und vorteilhafterweise gleich 4, 5,
6, 7, 8, 9 oder 10 oder 15.

[0024] Die erfindungsgemafen "Oligonukleotide" kénnen chemisch auf jede verfligbare Art und Weise syn-
thetisiert werden.

[0025] Der Ausdruck "Polypeptid”, der sich auf die Verknupfung (P — K), bezieht, bezeichnet im Zusammen-
hang mit der vorliegenden Anmeldung eine Aminosauresequenz mit mehr als 2 Aminosaureresten, die bis zu
60 Aminosaurereste umfassen kann.

[0026] Gemal einer ersten Ausfiihrungsform der Erfindung umfaf3t das Oligonukleotid mehrere Verkettun-
gen, die fur ein Polypeptid der Formel (P - K), codieren, die gleich oder verschieden sind und die in Tandem-
ordnung angeordnet sind.

[0027] Bei diesen Oligonukleotiden handelt es sich entweder um Wiederholungen von ein- und derselben
Verknupfung oder um Assoziationen von unterschiedlichen Verknipfungen. Die Anzahl der beteiligten Ver-
knipfungen schwankt und kann zum Beispiel zwischen 2 und 10 Verknlpfungen betragen.

[0028] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist das oben definierte Oligonukleotid dadurch
gekennzeichnet, dal} es mindestens eine Verknipfung umfalt, die fir ein Polypeptid der Formel (P — K), co-
diert, in der die Sequenz der n Einheiten (P — K) durch einen oder mehrere Aminosaurereste, die von den Res-
ten P oder K verschieden sind, unterbrochen ist.

[0029] Vorzugsweise werden die zusatzlichen Aminosauren, die in die von den Einheiten (P — K) gebildete
Sequenz eingebaut werden, so ausgewahlt, dal} sie den Aufbau des von dem Oligonukleotid codierten Poly-
peptids nicht modifizieren oder zumindest so, daf} sie unter den Bedingungen, die die Struktur und/oder Funk-
tion und/oder Lokalisierung dieses Proteins beeinflussen wirden, keine Wechselwirkung zwischen den Ami-
nosauren eines Proteins, in das dieses Polypeptid eingebaut werden soll, hervorrufen.

[0030] Dies kann insbesondere dann der Fall sein, wenn die Anzahl der Einheiten (P — K) hoch ist oder wenn
mehrere Verkettungen, die aus Sequenzen, die fir Motive (P - K), codieren, gebildet werden, in Tandeman-
ordnung angeordnet sind und wenn die Herstellung des entsprechenden Oligonukleotids es erforderlich macht,
dafl mehrere Nukleotidsequenzen synthetisiert werden, die anschlieBend zum Beispiel mittels Linker zusam-
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mengefligt werden.

[0031] Gemal einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung ist das Oligonukleotid dergestalt, daf3 die Ver-
kettung, die fiir das Polypeptid mit den n Einheiten (P — K) codiert, an seinem 5'- und/oder 3'-Ende durch ein
oder mehrere Codons vervollstandigt ist, die zum Beispiel fir mindestens einen Lysinrest am N-terminalen
Ende des Polypeptids codieren.

[0032] Beispielsweise ist ein bevorzugtes erfindungsgemafes Oligonukleotid dadurch gekennzeichnet, daf}
es fur ein Polypeptid der Formel (P — K),, der Formel K(P - K), oder der Formel 2K(P - K), entspricht.

[0033] Gemal einer besonderen Ausfiihrungsform entspricht die Zusammensetzung dieses Oligonukleotids
einer der auf den folgenden Seiten beschriebenen Sequenzen mit der Bezeichnung SEQ ID No:1 und SEQ ID
No:2.

[0034] Die oben beschriebenen Oligonukleotide sind grundlegende Mittel fir die Erzeugung von rekombinan-
ten Nukleotidsequenzen, die an Lysin angereicherte pflanzliche Speicherproteine oder -polypeptide exprimie-
ren kénnen.

[0035] Die Erfindung betrifft daher auch eine rekombinante Nukleotidsequenz, die eine Verkettung von Nuk-
leotiden umfaldt, die fir ein pflanzliches Speicherprotein codiert, dadurch gekennzeichnet, dal® sie weiterhin
ein erfindungsgemafes Oligonukleotid umfaldt, das so an einer Stelle der Nukleotidverknipfung insertiert ist,
daR
—man durch die Expression der Nukleotidsequenz in einer bestimmten Pflanzenzelle ein modifiziertes Spei-
cherprotein erhalt, das gleich oder dhnlich wie das normale Speicherprotein, das unter den gleichen Bedin-
gungen in der gleichen Zelle durch die entsprechende codierende Nukleotidverkniipfung exprimiert wiirde,
lokalisiert ist, und/oder
—das modifizierte Speicherprotein, das von der Nukleotidsequenz codiert wird, von gegen das entsprechen-
de normale Speicherprotein erzeugten Antikdrpern immunologisch erkannt wird.

[0036] Insbesondere bestehen die oben genannten Antikérper aus einem polyklonalen Serum oder werden
gegen Epitope des normalen Speicherproteins erzeugt, die in dem modifizierten Speicherprotein konserviert
sind.

[0037] Die oben genannten pflanzlichen Zellen umfassen jegliche pflanzliche Zelle ungeachtet ihres Ur-
sprungsgewebes oder ihrer Art. Insbesondere ist man im Rahmen der Erfindung an Zellen von Speicherorga-
nen, jedoch auch an Zellen von Blattern, Stengeln, Knollen usw. interessiert.

[0038] Unter dem Begriff pflanzliches "Speicherprotein” versteht man im Zusammenhang mit der vorliegen-
den Erfindung ein wahrend der Samenreifung synthetisiertes Protein, das wahrend der Keimungsphase als
wichtigste Nahrstoffreserve verwendet wird.

[0039] Allgemein handelt es sich um ein Polypeptid, das in einem Speichergewebe unabhangig von der Lage
innerhalb der Pflanze synthetisiert werden kann; bei den im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendeten
Speicherproteinen handelt es sich insbesondere um solche, die in den Kérnern oder Samen von Pflanzen der
Familie Getreide, Kreuzblitler oder Leguminosen produziert werden, zum Beispiel die Prolamine und die Zei-
ne.

[0040] Die Wahl der Insertionsstelle(n) des Oligonukleotids in der Verknlpfung, die fiir das Speicherprotein
der Pflanze codiert, wird aufgrund der oben genannten Bedingungen bestimmt. Die Insertion kann gegebenen-
falls in einer wiederholten Domane (in bezug auf Aminosauren) des Proteins oder an einem C- oder N-termi-
nalen Ende erfolgen.

[0041] Der oben genannte Fall, wo die Expression der erfindungsgemalen rekombinanten Nukleotidsequenz
in einer pflanzlichen Zelle es ermdglicht, ein modifiziertes Speicherprotein zu gewinnen, dessen Lokalisierung
gleich oder ahnlich wie die des normalen Speicherproteins ist, das unter den gleichen Bedingungen in der glei-
chen pflanzlichen Zelle exprimiert werden wiirde, umfaf3t zum Beispiel bei den synthetisierten y-Zeinen die
Méoglichkeit der Akkumulation im endoplasmatischen Reticulum der pflanzlichen Zellen, die diese exprimieren,
insbesondere in den vom endoplasmatischen Reticulum gebildeten Proteinkérpern, wenn das Protein in den
Endospermzellen exprimiert wird.
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[0042] Um dies mit Hilfe der erfindungsgemafen rekombinanten Nukleotidsequenzen zu erreichen, werden
aufgrund ihrer Funktionsfahigkeit in dem Gewebe, das die transformierten Zellen enthalt, Expressionssysteme
gewabhlt, die an die Wirtszelle angepaldt sind, in der die gewahlte Nukleotidsequenz exprimiert wird, insbeson-
dere Regulationselemente, zum Beispiel Promoter. Tests fir die Durchflihrung dieser Auswahl kénnen auf-
grund der verschiedenen in den Beispielen beschriebenen Konstrukte durchgefiihrt werden.

[0043] Um zu Uberprifen, da® die immunologischen Eigenschaften des von der erfindungsgemafen Nukle-
otidsequenz exprimierten, modifizierten Speicherproteins nicht wesentlich verandert worden sind, hat man
zum Beispiel Antiseren wie das Antiserum aG2, das im Versuchsteil unten genau beschrieben wird, verwendet.

[0044] Gemal einer ersten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die rekombinante Nukleotidsequenz dadurch
gekennzeichnet, daf} sie ausgehend von einer Verkettung, die fir Nukleotide codiert und die zur Expression
eines normalerweise lysinarmen Speicherproteins fihrt, erhalten wird.

[0045] Allgemein codiert diese rekombinante Nukleotidsequenz fiir ein modifiziertes Speicherprotein, das von
einem Speicherprotein abstammt, welches auf natliirlichem Weg von einer in der tierischen oder menschlichen
Ernahrung verwendbaren Pflanze produziert wird.

[0046] Es handelt sich also bei den Speicherproteinen, deren Lysingehalt im Rahmen der vorliegenden Erfin-
dung modifiziert wird, vorteilhafterweise um Speicherproteine von Pflanzen der Familie Getreide, Leguminosen
oder Kreuzbliitler. Besonders wichtige Speicherproteine sind diejenigen des Maises, insbesondere die Zeine,
ganz besonders das Mais-y-Zein, dessen Lysingehalt man zu erhéhen wiinscht.

[0047] Eine besondere erfindungsgemale rekombinante Nukleotidsequenz ist dadurch gekennzeichnet, daf’
die fir das Mais-y-Zein codierende codierende Nukleotidverknipfung, die sie enthalt, der in Abb. 9 dargestell-
ten Sequenz entspricht.

[0048] Andere erfindungsgemalie rekombinante Nukleotidsequenzen sind dadurch gekennzeichnet, daf3 die
codierende Nukleotidverknlpfung, die sie enthalten, fiir ein Speicherprotein einer Pflanze der Gruppe Soja,
Sonnenblume, Tabak, Weizen, Hafer, Luzerne, Reis, Raps, Sorghum und Arabidopsis codiert.

[0049] Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist in der rekombinanten Nukleotidsequenz,
die eine fur das Mais-y-Zein codierende Verknipfung umfafdt, das erfindungsgemafie Oligonukleotid anstelle
der Verkettung, die fur die Pro-X-Doméane codiert, die im Mais-y-Zein natirlich vorkommt, oder nach dieser
Stelle insertiert. Die Pro-X-Doméane der Aminosauresequenz des Mais-y-Zeins besteht aus den Aminosauren
die zwischen den Positionen 70 und 91 der in Abb. 9 dargestellten Aminosauresequenz liegen, was den Nu-
kleotiden 265 bis 330 der in Abb. 9 dargestellten Sequenz entspricht.

[0050] Vorzugsweise liegt in der erfindungsgemaflen Nukleotidsequenz das Oligonukleotid anstelle oder
nach der Pro-X-Domane, die zwischen den Nukleotiden 276 und 357 der in Abb. 9 dargestellten Sequenz vor.

[0051] Gemal einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist in der rekombinanten Nukleotidsequenz, die
eine fur das Mais-y-Zein codierende Verknipfung umfaldt, das erfindungsgemafe Oligonukleotid nach der
Pro-X-Domane, die in der Sequenz des Mais-y-Zeins konserviert ist, insertiert.

[0052] GemalR einer weiteren Ausfihrungsform ist in der rekombinanten Nukleotidsequenz, die eine fur das
Mais-y-Zein codierende Verknlpfung umfaft, das erfindungsgemafie Oligonukleotid in die Pro-X-Domane, die
in der Sequenz des y-Zeins erhalten bleibt, insertiert.

[0053] Die Insertionen, um die es oben geht, kdnnen mit verfligbaren Techniken erzeugt werden, zum Beispiel
mittels Rekombination von Sequenzen, mit denen zuvor ein oder mehrere enzymatische Verdauungsschritte
durchgefiihrt wurden.

[0054] In einer besonderen Ausfihrungsform der Erfindung wird ein an einer bestimmten Aminosaure ange-
reichertes, ausgewahltes Speicherprotein in heterologen Pflanzenzellen exprimiert. Anders ausgedruickt wird
ein in einer gegebenen Pflanze natirlich vorliegendes Speicherprotein in aminosaureangereicherter Form in
einer anderen Pflanze oder in einer anderen Zelle, als derjenigen, die es naturlich produziert, exprimiert.

[0055] Aufder der Verknipfung, die fir ein pflanzliches Speicherprotein und das erfindungsgemafe Oligonu-
kleotid codiert, kdnnen erfindungsgemafe rekombinante Nukleotidsequenzen auch noch einen Expressions-
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promotor umfassen, zum Beispiel einen Promotor, der aufgrund seiner spezifischen Eigenschaft fir die Ex-
pression in gewissen Pflanzenteilen oder -geweben gewahlt wurde, oder auch einen Promotor, der aufgrund
seiner konstitutiven Eigenschaft gewahlt wurde. So kdnnen die Promoter, wenn sie spezifisch sind, flir Samen
und/oder fiir bestimmte pflanzliche Organe oder Gewebe spezifisch sein. Sie kdbnnen jedoch auch oder gleich-
zeitig fur eine Wachstumsphase, zum Beispiel fur ein bestimmtes Keimungsstadium, spezifisch sein.

[0056] Im Gegensatz dazu erméglicht die Verwendung von konstitutiven Promotor die gleichbleibende und
allgemeine Expression des Speicherproteins, was zu einem Wettbewerb zwischen der Expression des nativen
Speicherproteins, falls vorhanden, und dem modifizierten Speicherprotein flhrt.

[0057] Beispielsweise sind Promotor, die fir die Durchfiihrung der Erfindung vorteilhaft sind, der Promotor
des Mais-y-Zeins, der in der 1,7 kb groRen Sequenz enthalten ist, die stromaufwarts der in Abb. 7 dargestellten
Codiersequenz vorliegt, der Promotor des Blumenkohimosaikvirus, namlich der CaMV35S-Promotor
(EP-B-0131623), der konstitutive Promotor des Actin-1-Gens von Reis (PCT/US 9100073) oder der samen-
spezifische "high-molecular-weight Glutenin"-Promotor des Weizens (Colot, V. et al., 1987, EMBO Journal,
Band 6, S. 3559-3564).

[0058] Gegebenenfalls werden diese Promotor durch weitere Regulationssequenzen vervollstandigt, insbe-
sondere durch Expressionsaktivatoren.

[0059] Beispielsweise sind weitere Promoter, die fir die Durchfiihrung der Erfindung verwendet werden kon-
nen, der Promotor des Gens, das fur das 2S-Speicherprotein von Arabidopsis thaliana-Samen codiert, oder
der Lectin-Promotor der Bohne oder der 3-Phaseolin-Promotor der Bohne.

[0060] Durch die zusatzliche Einfihrung von Expressionsaktivatoren in die Regulationssequenzen der erfin-
dungsgemaflen Nukleotidsequenzen kann man auch die priméare Transkriptionsrate der Nukleotidsequenz er-
héhen sowie gegebenenfalls die Menge der produzierten modifizierten Speicherproteine erhéhen. Aktivatoren
sind zum Beispiel Introns von einkeimblattrigen Pflanzen, wie das Intron 1 des Reis-Actingens.

[0061] Die Erfindung betrifft weiterhin einen Klonierungs- und/oder Expressionsvektor, dadurch gekennzeich-
net, dal er an einer fir seine Replikation nicht unbedingt erforderlichen Stelle eine Nukleotidsequenz geman
einer der oben angegebenen Definitionen umfalit. Besonders interessante Vektoren im Zusammenhang mit
der Durchfiihrung der Erfindung sind zum Beispiel die Plasmide pP20yZ, pH30yZ oder pH45yZ. Das Plasmid
pP20yZ wurde am 31. Oktober 1995 unter der Nummer 1-1640 bei der CNCM (Paris, Frankreich) hinterlegt.
Das Plasmid pH45yZ wurde am 31. Oktober 1995 unter der Nummer [-1639 bei der CNCM hinterlegt.

[0062] Die Erfindung umfalRt weiterhin ein Polypeptid, wie es von einer rekombinanten Nukleotidsequenz ge-
mal einer der oben angegebenen Definitionen exprimiert wird.

[0063] In Rahmen der vorliegenden Erfindung liegt bei dem Begriff "Polypeptid" keine bestimmte Begrenzung
in bezug auf die Anzahl der Aminosauren, die das Polypeptid bilden, vor. Es kann sich daher um Sequenzen,
die nur einige Aminosauren umfassen, handeln, wie dies Gblicherweise unter dem Begriff "Peptide" verstanden
wird, oder auch um wesentlich langere Sequenzen, wie Proteinsequenzen.

[0064] Diesbezuglich betrifft die Erfindung das modifizierte lysinreiche Mais-y-Zein, das dadurch gekenn-
zeichnet ist, dal’ es von einer oben beschriebenen rekombinanten Nukleotidsequenz codiert wird.

[0065] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist das an Lysin angereicherte modifizierte
Mais-y-Zein dadurch gekennzeichnet, dal} seine Aminosauresequenz mit mindestens einem Polypeptid der
Formel (P - K),, in der

— n eine ganze Zahl 2 oder dartber bedeutet,

— P einen Prolin-Aminosaurerest darstellt,

— K einen Lysin-Aminosaurerest darstellt,

— das Zeichen ,—" eine Bindung zwischen den beiden Aminosaureresten, insbesondere eine peptidartige

Bindung, symbolisiert, wobei die n Einheiten (P — K) durch Bindungen, insbesondere peptidartige Bindun-

gen, gebunden sind, modifiziert ist.

[0066] Gemal einer Ausflihrungsvariante der Erfindung entspricht das in die Aminosauresequenz des y-Ze-
ins eingefihrte Polypeptid der Formel K — (P — K),.
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[0067] Durch die erfindungsgeméafien Polypeptide, die einer der Formeln (P - K),, K - (P — K), oder Varianten
entsprechen, wird eine in normalem Mais-y-Zein naturlich vorhandene Sequenz ersetzt, oder sie werden unter
Deletion von einer oder mehreren Aminosauren der Aminosauresequenz des normalen Mais-y-Zeins insertiert
oder sie werden in die Aminosauresequenz des normalen y-Zeins hinzugefligt, wobei die Insertionsstelle des
Polypeptids so gewahlt wird, daR,
— wenn das lysinreiche modifizierte y-Zein in einer Wirtszelle, insbesondere einer Pflanzenzelle produziert
wird, es auf gleiche oder dhnliche Weise wie das normale Mais-y-Zein, das unter den gleichen Bedingungen
in der gleichen Wirtszelle produziert wirde, lokalisiert ist, und/oder
— das modifizierte Mais-y-Zein von gegen das normale Mais-y-Zein gerichteten Antikdrpern erkannt wird.

[0068] Das Protein P20yZ, das in Abb. 11 dargestellt ist, oder die Proteine H30yZ oder H45yZ, die in Abb. 10
dargestellt sind, sind bevorzugte Beispiele fir die Durchfiihrung der Erfindung und stellen an Lysin angerei-
cherte modifizierte Mais-y-Zeine dar.

[0069] Auflerdem betrifft die Erfindung eine rekombinante Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daf} sie eine
oben beschriebene Nukleotidsequenz umfaldt.

[0070] Interessierende Wirtszellen sind zum Beispiel Bakterienzellen, wie Zellen von E. coli oder Agrobacte-
rium tumefaciens. Vorzugsweise wird man sich im Rahmen der Erfindung fir die stabile Expression des ge-
winschten modifizierten Speicherproteins Wirtszellen pflanzlichen Ursprungs bedienen.

[0071] Diese Zellen pflanzlichen Ursprungs sind zum Beispiel Zellen von Samen, von Pflanzen und zum Bei-
spiel bevorzugt Endospermzellen von Maissamen.

[0072] Die erfindungsgemalie Nukleotidsequenz wird vorzugsweise stabil und unter solchen Bedingungen,
dafd das an Aminosauren, insbesondere an Lysin, angereicherte exprimierte Speicherprotein dort lokalisiert ist,
wo das entsprechende normale Protein in derselben Wirtszelle lokalisiert ware, in das Genom der Wirtszelle
eingeflhrt.

[0073] Fur die Transformation von Wirtszellen sind verschiedene Techniken verfligbar. Um die Wirtszellen
stabil oder voriibergehend zu transformieren, wird man zum Beispiel die Techniken Elektroporation, Beschuf}
mit DNA-haltigen Mikroprojektilen mit der Genkanone, Uber die Kultur von Explantaten mit Agrobacterium
tumefaciens sowie mittels Eindringen mit Mikrofasern verwenden.

[0074] Fur die Expression der erfindungsgemafen Nukleotidsequenzen kdnnen aul’er den Endospermzellen
von Maissamen auch Zellen von Soja, Sonnenblume, Tabak, Weizen, Hafer, Luzerne, Reis, Raps, Sorghum
oder Arabidopsis verwendet werden.

[0075] Die vorliegende Anmeldung betrifft auch die Samen, die ein wie oben beschriebenes Polypeptid pro-
duzieren, sowie die Pflanzen, die dieses Polypeptid produzieren. Vorzugsweise handelt es sich bei diesen
Pflanzen um Mais.

[0076] Die Erfindung betrifft auch die Samen, die von den transformierten Pflanzen, die das erfindungsgema-
Re Polypeptid, anders ausgedriickt das an bestimmten Aminosauren angereicherte modifizierte Speicherpoly-
peptid, exprimieren, erhalten werden.

[0077] GemalR einer besonders interessanten Ausfuhrungsform der Erfindung werden die an Lysin angerei-
cherten modifizierten y-Zein-Proteine in Opaque 2-Maismutanten exprimiert. Bei diesen 02-Mutanten, die von
Emerson, R.A. et al. (1935, Cornell Univ. Agric. Exp. Stn. Mem. 180) beschrieben und von Mertz, E.T. et al.
(1964, Science 145:279-280) charakterisiert wurden, ist der Lysingehalt stark erhéht, wodurch die ernahrungs-
physiologischen Eigenschaften des Maises stark verbessert werden (weil sein niedriger Gehalt an dieser es-
sentiellen Aminosaure dadurch ausgeglichen wird). Traditioneller Mais weist einen Lysingehalt von ungefahr
0,24% des Rohprodukts (Korn-Gesamtgewicht) auf, wahrend Opaque-2-Mais ungefahr 0,5% Lysin aufweist.
Sie weisen ungenugende agronomische Eigenschaften auf, weil ihr Endosperm wesentlich weniger glasig ist
und sich als sehr briichig erweist ("starchy"-Phanotyp). Aufgrund dessen sind sie duRerst anfallig fiir pathoge-
ne Organismen und wahrend der Behandlungsschritte nach der Ernte sehr empfindlich. Dieser Phanotyp be-
ruht namlich auf der starken Erniedrigung von gewissen Speicherproteinen, insbesondere den Alpha-Zeinen.
Opaque 2 codiert namlich fur einen Transkriptionsfaktor, der fir die Expression von gewissen Zeingenen er-
forderlich ist (Schmidt, R.J. et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 46-50).
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[0078] Mit Hilfe der traditionellen genetischen Verbesserung wurden Opaque-2-Abkémmlinge entwickelt, die
die oben genannten Nachteile nicht mehr aufweisen; es handelt sich um QPM-Mais (Quality Protein Maize). In
einer in jungster Zeit durchgefihrten genetischen Analyse dieses Maises (Lopes, M.A. et al., 1995, Theor. Ap-
pl. Genet. 19, 274-281) wurde gezeigt, dall nur 2 oder 3 Loci Schliisselelemente bei diesen giinstigen Modifi-
kationen sind. Aufgrund genauerer biochemischer und genetischer Analysen |aRt sich das Postulat aufstellen,
daf nur einer der 3 verantwortlichen Loci der y-Zein-Locus ist. Alle Mais-Genotypen, die eine Duplikation die-
ses Gens in der Centromer-Region von Chromosom 7 tragen, sind Modifikatoren von Opaque 2 (Lopes, M.A.
et al., 1995, Mol. Gen. Genet. 19:247:603-613).

[0079] Mit der vorliegenden Erfindung kbnnen ausgehend von Mais, der nur ein y-Zein-Gen am Chromosom
7 enthalt, Opaque-2-Mais-Mutanten hergestellt werden, die durch Hinzufligung einer rekombinanten Sequenz,
die fur ein an Lysin angereichertes Mais-y-Zein codiert, vervollstandigt werden. AuRRer der Tatsache, daf} Har-
teeigenschaften ahnlich denen eines nichtmutierten Opaque-2-Maises erworben werden, besteht der Vorteil,
dafd der Lysingehalt wesentlich erhdéht wird und denjenigen von QPM-Mais Ubertrifft.

[0080] Mit der vorliegenden Erfindung kdnnen modifizierte Opaque-2-Maismutanten hergestellt werden, in die
man eine rekombinante Nukleotidsequenz, die fir ein an Lysin angereichertes Mais-y-Zein codiert, insertiert
hat.

[0081] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von Pflanzen oder Samen, die ein modifizier-
tes Speicherprotein exprimieren, dadurch gekennzeichnet, dafl3 es die folgenden Schritte umfalfit:
a) Transformation einer Pflanzenzelle mit einer Nukleotidsequenz oder einem Vektor, wie nachstehend be-
schrieben, unter Bedingungen, die die stabile und funktionelle Expression des von der Nukleotidsequenz
codierten modifizierten Speicherproteins gestatten;
b) Regeneration von Pflanzen aus der transformierten Pflanzenzelle aus Schritt a) zur Gewinnung von
Pflanzen, die das modifizierte Speicherprotein exprimieren, sowie
¢) gegebenenfalls Gewinnung von Samen von in Schritt b) gewonnenen modifizierten Pflanzen.

[0082] In einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich bei der transformierten Pflanze
um Mais und bei dem angereicherten modifizierten Speicherprotein um an Lysin angereichertes y-Zein.

[0083] Die Erfindung betrifft auch die mit solch einem Verfahren erhaltenen Pflanzen.
[0084] Um den Gehalt an einer bestimmten Aminosaure von erfindungsgemafien Pflanzen zu bestimmen,
kann man eine quantitative Bestimmungsvorschrift wie sie bei Zarkadas et al., 1995, J. Agri. Food. Chem.,

Band 43: Seiten 84-93 erwahnt wird, verwenden.

[0085] Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung gehen aus den Beispielen und Abbildungen unten her-
vor.

[0086] Abb. 1 — Restriktionskarte des Plasmids pP20yZ.

[0087] Abb. 2 — Restriktionskarte des Plasmids PH45yZ.

[0088] Abb. 3 — Schematische Darstellung von Proteinen, die von den modifizierten und nichtmodifizierten
y-Zein-Genen codiert werden: Wildtyp-y-Zein (y2), lysinreiche y-Zeine (P20yZ, H30yZ, H45yZ und N13yZ) auf-
grund der Insertion von Oligonukleotiden, die fur lysinreiche Sequenzen codieren. Die Aminosauresequenz der
insertierten Polypeptide ist mit dem Ein-Buchstaben-Code fur die Darstellung von Aminosauren angegeben.
Es werden die folgenden Abkilirzungen verwendet:

Term: terminal;

ProX-DOMANE: Prolin-Xaa-Linker zwischen Doméanen.

[0089] Abb. 4 — In-vitro-Analyse von lysinreichen y-Zeinen. (A) In-vitro-Translation sowie Translokation von
Transkripten, die lysinreichen modifizierten y-Zeinen entsprechen; Bahn 1, 5, 9 und 13: vollstandige Translati-
onsprodukte; Bahn 2, 6, 10 und 14: vollstandige Translationsprodukte nach Translokation in Hunde-Mikroso-
men (CM); Bahn 3, 7, 11 und 15: gegen Proteinase K (PK) resistente Translokationsprodukte; Bahn 4, 8, 12
und 16: Gesamtheit der Translationsprodukte nach Behandlung mit Proteinase K in Gegenwart von 0,5% No-
nidet P40(NP40). (B) Immunfallung von in-vitro-Translationsprodukten, die den Proteinen y-Zein sowie lysin-
reiches modifizierte y-Zein entsprechen unter Verwendung von Antiserum aPL. Bahn 1: y-Zein; Bahn 2: P20yZ;
Bahn 3: H30yZ; Bahn 4: H45yZ und Bahn 5: N13yZ. (C) Legende wie bei (B), jedoch mit Antiserum aG2. Die
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Molekulargewichtsmarker (in Kilodalton) sind links angegeben.

[0090] Abb. 5 — Gewebespezifische Aktivitat des Promoters von y-Zein. Es wurden Endosperme von Mais,
Embryonen und Blatter von Mais durch Beschuf} mit Partikeln transformiert, wobei die in der Abbildung (rechts)
dargestellten Konstrukte verwendet wurden. Die relativen Aktivitdten der Luciferase (LUC, graue Saulen) und
der B-Glucuronidase (GUS, schraffierte Saulen) wurden in Form eines Multiplikators der Werte, die mit den
nackten Projektielen + Standardabweichung der unterschiedlichen Verhaltnisse ausgedrtickt.

[0091] Abb. 6 — Expression von lysinreichen y-Zeinen im Endosperm unter der Aleuronschicht der Zellen. (A)
Immunblot mit aPL-Antiserum, von Proteinen aus Endospermen, die mit pN13yZ (Linie 2), pH45yZ (Bahn 3),
pH30yZ (Bahn 4) und pP20yZ (Bahn 5) transformiert worden waren. Die Kontrolle (Bahn 1) entspricht nicht-
transformierten Endospermen. Die Molekulargewichtsmarker (in Kilodalton) sind links angegeben. (B) Expres-
sion der Transkripte H45yZ und N13yZ in voribergehend transformierten Endospermen. Die cDNAs, die aus
mit pH45yZ (Bahn 2), pN13yZ (Bahn 3) und der Kontrolle (Bahn 1) transformierten Geweben erhalten wurden,
wurden mittels PCR amplifiziert und mit Hilfe eines synthetischen Oligonukleotids, das fir eine lysinreiche Se-
quenz codiert, als Sonde analysiert.

[0092] Abb. 7 — Anhaufung von lysinreichen y-Zeinen in den Proteinkérpern des Endosperms. (A) Immun-
blot-Analyse mittels Antiserum aPL von Proteinkérpern, die aus mit pP20yZ (Bahn 1), pH30yZ (Bahn 2),
pH45yZ (Bahn 3), pN13yZ (Bahn 4) und ohne DNA (Bahn 5) transformierten Endospermen isoliert worden wa-
ren. (B) Immunblot-Analyse mittels Antiserum aPL von Proteinkérpern, die aus mit pP20yZ, pH30yZ und
pH45yZ transformierten Endospermen isoliert worden waren und mit Proteinase K in Gegenwart eines isoto-
nischen Puffers (Sacch., Bahn 1, 3 und 5) oder einem hypotonischen Puffer (H,O, Bahn 2, 4 und 6) verdaut
worden waren. Die Molekulargewichtsmarker (in Kilodalton) sind links angegeben.

[0093] Abb. 8 - Gemeinsame Lokalisierung der Proteine P20yZ und der a- und y-Zeine in den Proteinkdrpern
des Mais-Endosperms. Es wurde eine immuncytochemische Analyse an Ultradiinnschnitten durchgefiihrt, und
zwar mit aPL-Antikérpern (die mit Goldpartikeln mit einem Durchmesser von 15 nm markiert waren) sowie mit
aZ und aG2-Antikérpern (die mit 5-nm-Goldpartikeln markiert waren). (A) Mit pP20yZ transformierte und mit
dem Antikérper aPL immunmarkierte Endosperm-Proteinkdrper. (B) Immunlokalisierung von P20yZ (mit
15-nm-Goldpartikeln markiert) und von a-Zein (mit 5-nm-Goldpartikeln markiert) in Proteinkérpern, die aus mit
pP20yZ transformierten Endospermen isoliert wurden. (C) und (D) Immunlokalisierung von P20yZ (mit
15-nm-Goldpartikeln markiert) und von a-Zein (mit 5-nm-Goldpartikeln markiert) in Proteinkérpern, die aus mit
pP20yZ transformierten Endospermen isoliert wurden. Die Pfeile geben die Tangentialschnitte der Proteinkor-
per an.

[0094] Abb. 9 — Codiersequenz fiir die cDNA von Mais-y-Zein und entsprechende Aminosauresequenz.

[0095] Abb. 10 — Codiersequenz fir die cDNA von Mais-H45yZ-Zein und entsprechende Aminosaurese-
quenz.

[0096] Die lysinreiche Sequenz (28 Aminosauren) wird zwischen die Aminosaurereste 92 und 119 der in
Abb. 10 dargestellten Sequenz eingefiihrt.

[0097] Abb. 11 — Codiersequenz fur die cDNA von Mais-P20yZ-Zein und entsprechende Aminosaurese-
quenz.

[0098] Die lysinreiche Sequenz (14 Aminosauren) wird zwischen die Aminosaurereste 92 und 119 der in
Abb. 11 dargestellten Sequenz eingefihrt.

[0099] Abb. 12 — Restriktionskarten der Plasmide pBin 19P20yZ und pBin 19H30vyZ.

[0100] Abb. 13 - Endospermen von transgenen Maispflanzen, bei denen an Lysin angereichertes y-Zein an-
gehauft wird.
A und B: SDS-PAGE sowie Immunblot unter Verwendung von aPL Antiserum.

A) 10 pg Protein pro Spur (Transformanten mit dem Konstrukt H45yZ)

Spur C: Proteinextrakt von Hybrid-Endospermen B73 x A188 (Kontrolle)

Spur 1: A1

Spur 2: B1

Spur 3: B2
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Spur 4: C1

Spur 5: D1

Spur 6: D2

B) 1 ug Protein pro Spur (Transformanten mit dem Konstrukt P20yZ)
Spur C: Kontrolle

Spur 1: A1

Spur 2: A2

Spur 3: B1

Spur 4: C1

Spur 5: D1

Spur 6: E1

C) SDS-PAGE und Silberfarbung (3 P20yZ-Transformanten sowie 3 H45yZ-Transformanten)
Spur 1: A2 ]

Spur 2: Bl

Spur 3: C1 10 png Protein pro Spur
Spur 4: Bl

Spur 5: Al

Spur 6: D2  —

Spur 7: Bl |

Spur 8: Al M0 ng Protein pro Spur
Spur 9: D2 T

[0101] Abb. 14 — Gehalt an an Lysin angereichertem y-Zein pro Korn (Transformante 45yZ B1 und C1).
A: Silberfarbung; 10 ug Protein pro Spur

B: Immunblot mit Antiserum aPL; 1 ug Protein pro Spur

Spur 1 bis 5: Proteinextrakte von unterschiedlichen Endospermen der Transformante 45yZ B1.

Spur 6 bis 10: Proteinextrakte von unterschiedlichen Endospermen der Transformante 45yZ C1.

Abb. 15:

A) Gehalt an an Lysin angereichertem y-Zein von 10 Kérnern (Transformante 45yZ C1) mit Antiserum aPL;
1 ug Protein pro Spur.

Spur 1 bis 10: Extrakt von Endospermen von 10 Nachkommen.

B) Immunblot von Proteinextrakten der Endospermen 1 bis 5 aus A), die mit Antiserum aG2 markiert waren;
2 ug Protein pro Spur.

BEISPIELE

A) Herstellung von an Lysin angereicherten modifizierten y-Zeinen und Expression dieser modifizierten Prote-
ine nach deren Anhaufung in den Proteinkdrpern der Endospermzellen von Mais

[0102] Bei dem y-Zein handelt es sich um ein Speicherprotein des Maises mit einem Molekulargewicht von
28 kD, das reich an Schwefel ist und das in den Endospermzellen mit den a- und - Zeinen in den Proteinkor-
pern des granularen endoplasmatischen Reticulums (ER) angehauft wird (Ludevid et al., 1984, Plant Mol. Biol.
3, 227-234; Lending et al., 1984, Plant Cell 1, 1011-1023). Die von der Nukleotidsequenz der cDNA (Prat et
al., 1985, Nucl. Acids Res. 13, 1493-1504) und den genomischen Klonen (Boronat et al., 1986, Plant Sci. 47,
95-102) abgeleitete Aminosauresequenz zeigt, dal’ das y-Zein keine Homologie mit den Polypeptiden des
a-Zein-Typs aufweist. Obwohl das y-Zein von ein bis zwei Genen pro haploidem Genom codiert wird (Boronat
et al., 1986, Plant Sci. 47, 95-102), macht es 10-15% der Gesamtproteine der Endospermen des Maises aus.
Die Expression des y-Zein-Gens in heterologen Systemen, wie Xenopus-Oocyten (Torrent et al., 1994, Planta
192, 512-518) sowie in Arabidopsis thaliana (Geli et al., 1994, Plant Cell 6, 1911-1922) zeigt, dal die Poly-
peptide des y-Zeins stabil sind und als solche fahig sind, Proteinkorper zu bilden, die vom endoplasmatischen
Reticulum im inneren der Zelle stammen. Weiterhin haben Deletionsanalysen von verschiedenen Strukturdo-
manen des y-Zeins gezeigt, dal die N-terminale Sequenz, die die wiederholte prolinreiche Domane beinhaltet,
fur die Retention des y-Zeins im endoplasmatischen Reticulum verantwortlich ist und daf} die cysteinreiche
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C-terminale Domane fiir die Bildung der Proteinkérper verantwortlich ist. Die Pro-X-Domane schien weder mit
der Stabilitdt des Proteins noch mit seiner zielgesteuerten Lokalisierung im Zusammenhang zu stehen (Geli et
al., 1994, Plant Cell 6, 1911-1922).

Material und Methoden
Pflanzenmaterial

[0103] Korner von Mais der Selektion W64A im Stadium 17 TNB ("Tage nach der Befruchtung") wurden erst
oberflachensterilisiert (1) und anschlieRend von Hand seziert und die Pericarp- und Aleuronschicht wurde von
den Endospermen getrennt. Es wurden tangentiale Schnitte so durchgefiihrt, dal ein grofl3er Teil der Oberfla-
che unter der Aleuronschicht freigelegt wurde. Falls erforderlich wurden die Embryonen isoliert und Blatter von
Pflanzen im Alter von 7 Tagen wurden seziert, um das Epidermisgewebe zu entnehmen. Nach dem Sezieren
wurden die Proben in Petrischalen auf mit MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962, Physiol. Plant. 15,
473-497) befeuchtete Papierfilter gelegt.

Plasmidkonstrukte

[0104] Es wurde eine erste Gruppe von Plasmiden, nadmlich pKSG2, pHbP2, pPbP4 und pNaN1, erzeugt, um
die Einflhrung von Restriktionsstellen in das flir das y-Zein codierende Gen zu ermdoglichen. pKSG2 und
pHbP2 wurden gemal der Beschreibung in der Verdffentlichung von Torrent, M. et al. (Planta (1994)
192:512-518) beschrieben. Das Plasmid pKSG2 enthalt die Codiersequenz fir das y-Zein.

[0105] Das Plasmid pHbP2 wird ausgehend von pKSG2 erhalten und enthalt eine Codiersequenz fiir ein mu-
tiertes y-Zein, in der die Pro-X-Domane des Proteins deletiert worden ist.

[0106] Das Plasmid pPbP4 wurde anschlieRend in zwei Klonierungsschritten erhalten: (i) das 350 Bp grof3e
Sall-Pvull-Restriktionsfragment von pKSG2 wurde in ein mit Sall und EcoRYV restringiertes Bluescript-Plasmid
(pPBSKS, Stratagene, La Jolla, Kalifornien, USA) (pKSC4) kloniert, und (ii) das 600 Bp grofte Pvull-Xbal-Rest-
riktionsfragment von pKSG2 wurde in die Smal- und die Xbal-Restriktionsstelle von pKSC4 kloniert. Das neue
Konstrukt pPbP4 enthalt knapp vor der P-X-Domane der y-Zein-Codiersequenz eine nitzliche EcoRI-Restrik-
tionsstelle.

[0107] Das Plasmid pNaN1 wurde ebenfalls mit Hilfe von zwei Klonierungsschritten erhalten: (i) das 250 Bp
groRe Nael-Xbal-Fragment von pKSG2 wurde in das mit EcoRV-Xbal restringierte Plasmid pBSKS (pKSC8)
kloniert und (ii) das 700 Bp groRe Nael-Hindlll-Restriktionsfragment (mit glatten Enden) von pKSG2 wurde in
die Hindlll-Restriktionsstelle von pKSCS8 kloniert. Das neue Konstrukt, pNaN1, enthalt Clal- sowie Hindlll-Re-
striktionsstellen an einem Ort 15 Nukleotide vor dem Stop-Codon des y-Zeins.

[0108] Es wurden zwei synthetische Oligonukleotide, die den folgenden Sequenzen entsprechen: SEQ ID No:
1:

5'CGATGAATTCAAACCAAAGCCAAAGCCGAAGCCAAAAGAATTCAS', und deren umgekehrte Sequenz, die
SEQ ID No: 2 genannt wird, und deren Sequenz:
5'AGCTTGAATTCTTTTGGCTTCGGCTTTGGCTTTGGTTTGAATTCAT3' lautet, die fir lysinreiche Sequen-
zen mit der Bezeichnung K(P - K), codieren, hybridisiert, mit EcoRI verdaut und in eine EcoRI-Schnittstelle von
pHbP2 und pPbP4 kloniert. Es wurden drei Klone ausgewahlt, namlich pPo2 und pHog3, die die Codiersequenz
fur K(P - K), enthalten, sowie pHo4, das die verkirzte Form der Codiersequenz fur das y-Zein mit 2K(P - K),
in Tandemanordnung (in Form einer Sequenz K(P - K), EF K(P - K),) der lysinreichen Codiersequenz. Die glei-
chen hybridisierten Oligonukleotide wurden mit den Enzymen Clal-Hindlll verdaut und in das mit Hilfe der glei-
chen Enzyme gespaltene Plasmid pNaN1 kloniert. Der ausgewahlte Klon pNo1 enthielt die Codiersequenz fur
die lysinreiche Sequenz K(P - K), am N-terminalen Ende des entsprechenden modifizierten y-Zeins.

[0109] Fur die voribergehende Transformation des Endosperms werden die fir das modifizierte y-Zein co-
dierenden Sequenzen von pPo2 und pHo3 in Form von Hincll-Nhel-Fragmenten in die Smal- und die
Xbal-Stelle von pDH51 (Pietrzah et al., 1986, Nucl. Acid Res. 14, 5857-5868), das den 35S-Promotor des Blu-
menkohlmosaikvirus (CaMV) enthalt, insertiert. Das Konstrukt pP20yZ, das durch die oben beschriebene In-
sertion von Hincll-Nhel-Fragmenten in das Plasmid pDH51 erhalten wurde, enthalt die Codiersequenz des an
Lysin angereicherten y-Zeins (Abb. 8) sowie die Signale fir die 35S Sequenz des CaMV-Virus zur Bildung des
3'-Endes und der Polyadenylierung. Die chimare Codiersequenz P20yZ wurde ausgehend von der Codierre-
gion des y-Zeins, die in dem Plasmid pKSG2 nach verschiedenen Klonierungsschritten enthalten ist, konstru-
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iert. Der 1,7 kB grof’e Promotor des y-Zeins (Reina et al., 1990, Nucl. Acids Res. 18, 6426) wurde in die stump-
fen Enden eines Hindll-Pvul-Fragments in pHo4 und pNo1, die mit Xho1 restringiert worden waren und mit
glatten Enden erhalten wurden, insertiert. Die Konstrukte pH45yZ und pN13yZ wurden analog erhalten.

[0110] Die neuen Konstrukte mit der Bezeichnung pP20yZ, pH30yZ, pH45yZ und pN13yZ wurden in biolisti-
schen BeschuRversuchen verwendet.

[0111] Um die Spezifitdt von unterschiedlichen Promotor fur Pflanzengewebe zu untersuchen verwendete
man zwei Konstrukte, namlich p1,7yZGUS und pCaMV35SLUC. p1,7yZGUS wurde durch Insertion des 1,7 kB
groRen Promotors des y-Zeins (Hindlll-Pvul) in ein von pPuC18 abgeleitetes Plasmid, das das GUS-Gen und
die NOS-Signale fiir die 3'-Polyadenylierung von pBI 101.1 enthielt, erhalten (Jefferson et al., 1987, Embo. J.
6, 3901-3907). pCaMV35SLUC wurde durch Insertion des Luciferase (LUC)-Codiergens von pAHC18 (Bruce
etal., 1989, P. H. 86, 9692-9696) in den Polylinker von pDH51 (Pietrzak et al., 1986, Nucl. Acids Res. 18, 6426)
erhalten.

In-vitro Analyse

[0112] Die von pBSKS abgeleiteten Plasmide, die die Codiersequenzen fiir y-Zein (pKSG2) und fir das lysin-
reiche y-Zein (pPo2, pHo3, pHo4 und pNo1) enthalten, wurden in-vitro nach Standard-Vorschriften transkribiert
(Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A laboratory manual, 2. Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory
Hrsg., Cold Spring Harbor, New York). Eine in-vitro-Translation und eine Translokation der synthetischen Tran-
skripte wurden nach der Methode von Torrent et al. (1994, Panta 192, 512-518) durchgefihrt, nur daf Hun-
de-Mikrosomen (CM) verwendet wurden, die von Promega (Madison, Wis., USA) stammten. Die Immunfallung
der translatierten Produkte wurde im wesentlichen nach dem Verfahren von Borgese und Gaetani (1980) mit
einem Kaninchen-Anti-y-Zeina-G2-Serum, (Ludevid et al., 1985, Plant Sci. 41, 41-48) und einem aPL-Antise-
rum durchgefiihrt. Bei aPL handelt es sich um ein polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen das synthetische
Peptid EFK(P — K),EF. Dieses Peptid wurde mit der von Celma et al., 1992 beschriebenen Festphasen-Syn-
thesemethode dargestellt.

Beschul® mit Mikroprojektilen

[0113] Die Plasmid-DNA wurde nach einer von Kikkert (Plant Cell, 33:221-226, 1993) beschriebenen Vor-
schrift auf Goldpartikel (1,0 um, Biod-Rad, Lab., Richmond, CA, USA) absorbiert. Alle Ziele wurden zweimal
beschossen, wobei man das BioRad-Gerat Biolistic PDS-1000/He verwendete. Die Ziele befanden sich 8 cm
hinter einem Schirm, der die Makrotrager stoppte, die sich 1 cm unterhalb der "Rupture-Disk" mit 900 PSI be-
fanden. Nach dem Beschufd wurden die Proben 24 Stunden bei 26°C im Dunkeln inkubiert. Kontrollen bestan-
den aus den Zielen, die mit DNA-freien Mikroprojektilen beschossen wurden.

Enzymtests

[0114] Die mit den Plasmiden p1,7yZGUS und pCaMV35SLUC beschossenen Gewebe wurden auf Eis in ei-
nem Puffer, der 25mM Tris, pH 7,8, 2mM DTT, 10% Glyzerin und 1% Triton X-100 enthalt, homogenisiert. Nach
5-miniitigem Zentrifugieren bei 12.000 xg wurden die Ubersténde abdekantiert und das I6sliche Gesamtprotein
in den Extrakten wurde mit dem Bradford-Test (Bio-Rad) quantitativ bestimmt. Die GUS-Aktivitat wurde durch
fluorimetrische Analyse gemaf Jefferson (1987) mit 4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid (MUG) als Substrat
getestet. Die LUC-Aktivitat wurde mit dem Luciferase-Testsystem (Luciferase Assay System Kit), das von Pro-
mega vertrieben wird, gemaf den Anweisungen des Herstellers bestimmt.

Extraktion der Speicherproteine und Analyse der Proteine auf Gel

[0115] Endosperme, die mit pP20yZ, pH20yZ, pH45yZ und pN13yZ transformiert worden waren, wurden zu
Mehl zermahlen und die a-Zeine wurden mit drei Reihen von Lésungsmitteln, die 70% Ethanol enthielten, ex-
trahiert. Das verbleibende Mehl wurde an der Luft getrocknet und die Gesamtproteine wurden eine Stunde lang
bei Raumtemperatur mit einem Puffer, der 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8, 4% Natriumdodecylsulfat (SDS) und 5%
2-Mercaptoethanol enthielt, extrahiert. Die Proteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE und Immunblot gemaf
Ludevid et al., 1985, analysiert. Nitrozelluloseblatter wurden mit dem aPL-Antiserum (Verdinnung 1:500) in-
kubiert, und ein ein Konjugat aus Raifort-Peroxidase mit einem zweiten Antikdrper (ECL Western Blotting Sys-
tem, Amersham, Buckinghamshire, GroRbritannien) wurde fiir den Nachweis des Proteins eingesetzt.
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Analyse der RNA-Expression

[0116] Die Gesamt-RNA wurde gemal Logemas et al., 1987, extrahiert. Die komplementare DNA (cDNA)
wurde mit der reversen Transkriptase und Oligo-dT von Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA) gemaf den An-
weisungen des Herstellers hergestellt, und diese RNA wurde mit einer PCR-Reaktion amplifiziert. Fiir die PCR
verwendete Primer-Oligonukleotide waren 20 mer-Sequenzen, die dem 5'- und dem 3'-Ende des y-Zein-Struk-
turgens entsprachen. Fir die Herstellung von mit *P markierten Sonden und fiir die Analyse der DNA auf Gel
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A laboratory manual, 2. Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory Hrsg., Cold
Spring Harbor, New York) mit einem synthetischen Oligonukleotid, das flr eine lysinreiche Sequenz (siehe
oben) codiert als Sonde wurden Standard-Protokolle verwendet.

Isolation der Proteinkoérper und Behandlung mit Protease
[0117] Diese Protokolle sind bereits beschrieben worden (Torrent et al., Planta, 180:90-95, 1989).
Elektronenmikroskopie

[0118] Die Proteinkdrper von Endospermen des Wildtyps und von mit pP20yZ transformierten Endospermen
wurden 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 2,5% Paraformaldehyd in 20 mM Phosphatpuffer pH 7,2 fixiert und
gemal Geli et al. (1994, Plant Cell 6, 1911-1922) transformiert, wobei jeweils ein a-PL-Antiserum und ein Col-
loid aus Gold und Protein A mit einem Durchmesser von 15 nm verwendet wurde. Fur die Doppelmarkierung
wurden Ultadiinnschnitte zuerst mit a-PL inkubiert und das Colloid aus Gold und Protein A (15 nm Durchmes-
ser) wurde fur den Nachweis der Antikérper eingesetzt. Nach dem Waschen wurden die Schnitte 20 Minuten
mit 0,15 mg/ml Protein A inkubiert, um die Immunglobuline abzusattigen, und schlief3lich wurden die Gitter mit
a-G2- oder a-Z1-Seren inkubiert und fir den Nachweis der Antikérper wurde das Gold/Protein-A-Colloid
(Durchmesser 5 nm) eingesetzt. a-Z1 ist ein polyklonales Kaninchenantiserum gegen a-Zein, das gemaf Lu-
devid et al. (1985, Plant Sci. 41, 41-48) erhalten wird.

Ergebnisse
Konstruktion von lysinreichen y-Zeinen

[0119] Die Erfinder haben die Wichtigkeit der wiederholten prolinreichen Domane ("proline-rich repeat") und
der cysteinreichen C-terminalen Domane fir die Zuriickbehaltung des y-Zeins im endoplasmatischen Reticu-
lum und die Bildung von Proteinkérpern, die diese Proteine enthalten, in den Zellen von Arabidopsis-Blattern
(Geli et al., 1994, Plant Cell 6, 1911-1922) nachgewiesen. Aufgrund dieser vorigen Ergebnisse wurde zwecks
Verbesserung der ernahrungsphysiologischen Eigenschaften von Mais die Mdglichkeit, lysinreiche Sequenzen
in verschiedene y-Zein-Domanen zu insertieren, um ein modifiziertes, korrekt zielgesteuertes y-Zein, das in
den Endospermzellen angehauft wird, zu erzeugen, untersucht.

[0120] Die Erfinder haben nun modifizierte y-Zein-Gene konstruiert, und zwar durch Einfihrung von synthe-
tischen Oligonukleotiden, die fur lysinreiche Sequenzen codieren, an unterschiedliche Stellen der y-Zein-Co-
diersequenz. Es wurden Konstrukte von modifiziertem y-Zein so erzeugt, daf} eine Plazierung von lysinreichen
Codiersequenzen in den Domanen, die aus der tandemartig wiederholten Domane und der cysteinreichen Do-
mane bestanden, vermieden wurden. In der Sequenz, die der Pro-X-Domane entsprach, wurden Modifikatio-
nen der Codiersequenz des y-Zeins durchgefiihrt. Weiterhin wurden, um eine Veranderung der Proteinfaltung
so gering wie moglich zu halten, die lysinreichen Sequenzen (P - K), so definiert, dal® sie die Sequenz der
Pro-X-Doméne nachahmten. Wie aus Abb. 3 ersichtlich, wurde in das Protein P20yZ eine Sequenz K(P - K),
nach der Pro-X-Region eingefuhrt und in dem Protein H30yZ und in dem Protein H45yZ ersetzen Aminosau-
resequenzen, die K(P - K), bzw. 2K(P - K), enthalten, die Pro-X-Doméane des y-Zeins (yZ, Abb. 3). Um her-
auszufinden, ob es sich beim C-terminalen Ende um eine "permissive site" fur die Einfihrung von lysinreichen
Sequenzen handelte, wurde ein zuséatzliches Protein, namlich N13yZ, erzeugt, und zwar durch Insertion einer
K(P - K),-haltigen Sequenz funf Aminosauren stromaufwarts des C-terminalen Endes (Abb. 3).

Aktivitat des y-Zein-Promotors im Endosperm von transformiertem Mais

[0121] Um herauszufinden, ob lysinreiche y-Zeine in den Endospermzellen exprimiert werden kénnen, hat
man zuerst nach einem wirksamen Promotor und einem Transformationssystem gesucht. Es wurden ein y-Ze-
in-Promotor, der eine 1,7 kB grof3e stromaufwartsgelegene Sequenz enthielt (Reina et al., 1990, Nucleic Acid
Research, Bd. 18, S. 6426) und der CaMV-Promotor, der 625 Bp der Sequenz stromaufwarts des 35S-Proteins
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des Blumenkohlimosaikvirus CaMV enthalt, geprift. Bis jetzt gab es keinerlei Informationen Uber die Funktions-
analyse von Genfusionen mit dem y-Zein-Promotor in transgenen einkeimblattrigen Pflanzen. Um die Aktivitat
und die Gewebespezifitdt des y-Zein-Promotors zu analysieren, wurden zwei chimare Gene konstruiert (siehe
Abb. 5). Als Verfahren fir die Transformation von Mais fiir die Analyse des Promotors sowie fiir Expressions-
versuche von lysinreichen y-Zeinen wurde die voriibergehende Expression durch Beschufd mit der Genkanone
(Klein et al., 1988 PNAS 85:4305) verwendet. Es wurden Mais-Endospermen im Stadium 17 TMB (17 Tage
nach der Befruchtung) (Pericarp und Zellen der Aleuronschicht waren erhdht), Embryonen (17 TMB) sowie jun-
ge Blatter (im Alter von 10 Tagen) beschossen, und zwar mit Goldprojektilen, die mit Plasmid-DNA, die die bei-
den Konstrukte enthielt, beschichtet waren. Abb. 5 zeigt die Aktivitat der B-Glucuronidase (GUS) und der Lu-
ciferase (LUC) die in den drei Testgeweben, namlich Endosperm, Embryo und Blatt, auftraten im Vergleich zum
Kontrollversuch. Es ist anzumerken, dal} die Ergebnisse dem Mittel von mindestens 3 unabhangig durchge-
fuhrten Versuchen entsprechen. Jegliche GUS-Aktivtat unter der Kontrolle des y-Zein-Promotors war auf das
Endosperm beschrankt, weil keinerlei GUS-Expression im Embryo und in den Blattern. nachgewiesen wurde.
AuRerdem wurden die beschossenen Endosperme histochemisch gefarbt, um die Anzahl der Zellverbande,
die das GUS-Protein exprimierten, zu bestimmen. Das Farbemuster bestatigte die zuvor erhaltenen Ergebnis-
se, die GUS wurde in den Endospermen stark exprimiert (die durchschnittliche Anzahl Zellverbande mit
GUS-Farbung betrug 150 pro Endosperm) und im Embryo und in den Blattern wurden keine blauen Flecken
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu vermittelte der CaMV-35S-Promotor eine LUC-Aktivitat in allen gepriften
Geweben (Abb. 5), wobei trotzdem quantitative Unterschiede zwischen der relativen Aktivitat des Enzyms in
den Blattern und in den Embryonen im Vergleich zum Endosperm bestanden. Diese Unterschiede konnten auf
eine intrinsische Variabilitdt der konstitutiven Aktivitdt des CaMV-Promotors zwischen den verschiedenen
Maisgeweben oder auf ein schwaches Eindringen der mit der DNA beschichteten Partikel in die Mesophylizel-
len, die ein groRes Vakuolensystem enthalten, zuriickgeflihrt werden. Im Stand der Technik gibt es Beweise
dafir, da® der CaMV-Promotor Ublicherweise eine schwache Aktivitat in Zellen von einkeimblattrigen Pflanzen
aufweist (Fromm et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5824-5828); trotzdem haben die Erfinder hier eine
starke Aktivitat des CaMV-Promoter in Endospermzellen gezeigt. Hieraus konnte geschlossen werden, daf3 die
Aktivitat des y-Zein-Promotors und des CaMV-35S-Promotors in den Mais-Endospermen sehr stark war und
daf} sich daher diese beiden Promotor flir die Kontrolle der Expression des Proteins in diesem Gewebe niitzlich
erweisen kénnten.

[0122] Um zu bestimmen, ob die von den Konstrukten codierten Proteinmutanten fiir die Funktion des Trans-
membrantransports kompetent waren, wurden in-vitro-Transkriptions-Translations-Versuche in Gegenwart von
Hunde-Pankreasmikrosomen durchgefiihrt. Die synthetischen Transkripte von jedem Konstrukt wurden trans-
latiert und der Transport durch die Mikrosomenmembranen hindurch wurde durch Untersuchung des Schutzes
gegen Verdauung durch Proteinase K getestet.

[0123] Diese Ergebnisse, die in Abb. 4A dargestellt sind, zeigen, daf} die scheinbaren Molekulargewichte der
in-vitro synthetisierten Polypeptide die eingefiihrten Mutationen widerspiegeln (Abb. 4A, Bahn 1, 5, 9 und 13).
In Gegenwart von Mikrosomen und von Proteinase K wurden keine Peptide mit niedrigem Molekulargewicht
beobachtet, was zeigt, dal die vollstdndigen Polypeptidketten der modifizierten y-Zeine durch die Mikroso-
menmembranen hindurch transportiert worden waren (Abb. 4A, Bahn 3, 7, 11 und 15). Vergleicht man das Er-
gebnis der Translokation der vier modifizierten y-Zeine, so wurde beobachtet, daf} das Protein H45yZ
(Abb. 4A, Bahn 11) das die Insertion von 10 Aminosauren des Lysintyps enthielt, weniger stark transportiert
wurde als die anderen Proteine. Es scheint, daf3 die negativ geladenen Reste in gewissem Ausmal eine ne-
gative Auswirkung auf die Transportfahigkeit austiben. Da der polyklonale Antikdrper aG2, der gegen das y-Ze-
in gerichtet ist (Ludevid et al., 1985, Plant Sci. 41, 41-48) fur die Unterscheidung zwischen dem y-Zein des
Wildtyps und den modifizierten y-Zeinen nicht verwendet werden konnte, wurde ein Antikérper aPL gegen ein
synthetisches Peptid, das die lysinreiche Aminosauresequenz enthalt, hergestellt. Anschliefend wurde getes-
tet, ob in-vitro synthetisierte modifizierte Proteine sowohl von den aG2-Antikérpern als auch von den als
aPL-Antikérpern erkannt wurden. Dieser Versuch ist in Abb. 4B und in Abb. 4C dargestellt, wo die syntheti-
schen Transkripte des y-Zeins, namlich P20yZ, H30yZ, H45yZ und N13yZ, in-vitro translatiert worden waren
und in denen die Translationsprodukte mit aPL (Abb. 4B) und mit aG2 (Abb. 4C) immungefallt wurden. Diese
Ergebnisse zeigen, dal die lysinreichen y-Zeine von den beiden Antikérpern erkannt wurden (siehe Abb. 4B
und C, Bahn 2 bis 5) und daR das y-Zein nur vom aG2-Serum erkannt wurde (Abb. 4B und C, Bahn 1). So
ermoglicht die Spezifitat der aPL-Antikérper fir die modifizierten Proteine, zwischen dem lysinreichen y-Zein
und dem endogenen y-Zein zu unterscheiden, wenn die modifizierten Gene in Endospermzellen exprimiert
werden. Gemeinsam haben diese Versuche gezeigt, dalt das Vorhandensein von lysinreichen Sequenzen die
Funktion des Transmembrantransports oder das immunologische Verhalten des y-Zeins nicht storte.
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Expressionsanalyse von an Lysin angereicherten y-Zeinen in Mais-Endospermen

[0124] Um zu untersuchen, ob das an Lysin angereicherte modifizierte y-Zein in den Endospermzellen expri-
miert und angehauft wird, wurden Kérner im Stadium 17 TNB mit DNA, die die Codiersequenzen fir das Pro-
tein der vier Konstrukte (Abb. 3) unter der Kontrolle des CaMV-Promotors (P20yZ und H20yZ) und des y-Ze-
in-Promotors (H45yZ und N13yZ) enthalt, beschossen. Als Kontrollen wurden Konstrukte mit Antisense-Pro-
motor oder ohne Promotor verwendet. 24 Stunden nach der Transformation der Endosperme wurden die Ge-
samtproteine extrahiert und die Expression der modifizierten y-Zeine wurde mittels Immunblotting mit dem An-
tikorper aPL geprift. Abb. 6A zeigt, dall die chimédren y-Zein-Gene, die die Insertion (Pro-Lys), nach der Do-
mane Pro-X (P20yZ) enthalten oder diese ersetzen (H45yZ und H30yZ) stark exprimiert wurden und daf} die
Translationsprodukte wirksam in den Endospermzellen angereichert wurden (Abb. 6A, Bahnen 3, 4 und 5). Fur
jede Bahn entsprachen die Proteinextrakte ungefahr 1/3 eines beschossenen Endosperms, wodurch man ab-
schatzen konnte, dall die Menge der modifizierten Proteine P20yZ, H30yZ und H45yZ pro Endosperm im Na-
nogrammbereich lag. Weiterhin wurde keinerlei quantitativer Unterschied zwischen dem Expressionsniveau
der chimaren Gene unter der Kontrolle des CaMV-Promotors und des y-Zein-Promotors beobachtet, was die
oben beschriebenen Ergebnisse, die mit den Markerproteinen GUS und LUC (Abb. 5) erhalten wurden, besta-
tigt. Es wurde beobachtet, dal der Antikérper aPL ein ungefahr 30 kD grof3es Protein, das in den Gesamtpro-
teinextrakten, auch in den nichttransformierten Endospermen, vorlag (siehe die schwache Bande in den vier
Bahnen der Abb. 6A) erkannte. Mit einem sequentiellen Proteinextraktionsverfahren konnte man feststellen,
daR es sich bei diesem Protein nicht um ein im Walrigen 16sliches Speicherprotein handelte.

[0125] Wie aus Abb. 6A (Bahn 2) hervorgeht, wurde das Protein N13yZ nicht einmal in Spuren nachgewie-
sen, was anzeigt, dafd das entsprechende chimare Gen in den Endospermzellen nicht exprimiert wurde bzw.
dafd das Protein N13yZ abgebaut worden war. Es wurden die RNAs von Endospermen, die mit DNAs, die fur
die Proteine H45yZ und N13yZ codieren, transformiert worden waren, sowie die RNAs von nichttransformier-
ten Endospermen analysiert. Ausgehend von den Gesamt-RNAs wurden die cDNAs hergestellt und mittels
PCR mit Hilfe von spezifischen Primern amplifiziert. Abb. 6B ist eine Darstellung der Southern-Blot-Analyse
von drei cDNA-Proben, die mit einem Oligonukleotid hybridisiert worden waren, das fur eine als Sonde verwen-
dete Sequenz K(Pro — Lys), codiert. Die Ergebnisse zeigen, dafl das Gen N13yZ korrekt exprimiert worden war
(Abb. 6B, Bahn 3). Das Vorliegen von Banden in den Proben H45yZ- und N13yZ bzw. das Fehlen dieser Ban-
den in den nichttransformierten Endospermen hat nahegelegt, dal3 das Protein N13yZ wahrend der 24-stiindi-
gen Inkubation abgebaut worden war. Aufgrund dieser Beobachtungen haben die Erfinder geschlossen, daf}
die Insertionsstelle der lysinreichen Sequenzen fir die Stabilitdt des modifizierten y-Zeins kritisch ist.

Das an Lysin angereicherte y-Zein wird in den Proteinkdrpern angehauft

[0126] Aufier dem Lysingehalt ihrer Pro-X-Sequenzen wiesen die Proteine P20yZ, H30yZ und H45yZ Eigen-
schaften auf, die auch beim y-Zein des Wildtyps auftraten, es waren namlich das Signalpeptid, die N-terminale
in Tandemanordnung wiederholte Domane und die C-Terminale cysteinreiche Region verwandt. Es schien
wichtig, zu bestimmen, ob diese Domanen, die die Zielsteuerung und die Bildung der Proteinkérper aufrecht-
erhalten, vollig funktionell bleiben oder ob die lysinreichen Sequenzen eine spezielle Umwelt erzeugten, in der
diese Eigenschaften gestort werden kénnten. Um diese zu priifen hat man untersucht, ob sich die modifizierten
y-Zeine in den Proteinkdrpern anhdufen konnten. Es wurde mit den transformierten Endospermen eine Frak-
tionierung in Zellfraktionen durchgefuhrt. Die Homogenate von beschossenen Endospermen wurden auf dis-
kontinuierliche Saccharosegradienten aufgetragen (20%, 50% und 70% Saccharose), und alle gewonnenen
Fraktionen wurden mittels Immunblotting analysiert. P20yZ, H30yZ und H45yZ wurden auf die Proteinkdrper-
fraktion sedimentiert, und es wurde weder im Uberstand noch in der Mikrosomenfraktion eine wesentliche
Menge dieser Proteine nachgewiesen (Abb. 7A, Bahnen 2, 2 und 3). Obwohl aus den vorab durchgefuhrten
in-vitro-Versuchen (Abb. 4A) hervorging, daf3 die neu synthetisierten modifizierten y-Zeine in die Hunde-Mikro-
somen transportiert worden waren, wurde hier geprift, ob die in-vivo in Endospermzellen exprimierten modifi-
zierten Proteine in die Membran des endoplasmatischen Reticulums transportiert wurden und im Inneren der
vom endoplasmatischen Reticulum stammenden Proteinkdrper verblieben. Aus diesem Grund wurden die iso-
lierten Proteinkérper in isotonischen Puffern (mit 20% Saccharose) oder nach osmotischem Schock in Wasser
mit Proteinase K verdaut (Abb. 7B). Die gegen proteolytischen Abbau durch Enzyme geschitzten Proteine
kénnen von einer Membran umgeben sein und eine Behandlung mit Detergens-Lésungen oder hypotonischen
Lésungen hat zum Abbau der Proteine gefiihrt (Walter und Blobel, 1983, Method Enzymol. 96, 84-93). Mit Hilfe
eines Vergleichs der Intensitat der Banden nach Abbau durch Proteinase K in saccharosehaltigen Medien oder
Wasser konnte gezeigt werden, dal} die Proteine P20yZ, H30yZ und H45yZ in isotonischen Puffern gegen Ab-
bau geschutzt waren, (Bahnen 1, 3 und 5), jedoch in Wasser teilweise abgebaut wurden (Bahnen 2, 4 und 6).
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[0127] Aufgrund der Expression von maodifizierten y-Zein-Genen in den Zellen unter der Aleuronschicht des
Endosperms mittels Beschuf3 mit der Genkanone konnte beobachtet werden, daR die lysinreichen y-Zeine
grofteils angehauft wurden, auf3er, wenn die lysinreichen Sequenzen 5 Reste stromaufwarts vom C-termina-
len Ende des y-Zein-Polypeptids lagen. Ausgehend von dieser Expression und von immuncytochemischen Un-
tersuchungen an isolierten Proteinkérpern haben die Erfinder nachgewiesen, daf die lysinreichen y-Zeine kor-
rekt in diesen Organellen angehauft werden und an der gleichen Stelle wie die endogenen y-Zein- und a-Ze-
in-Proteine lokalisiert sind.

[0128] Es wurden aus P20yZ-Endospermen isolierte Proteinkérper mittels Immungoldmarkierung und Elek-
tronenmikroskopie untersucht. Bei mit dem Antikérper aP-L inkubierten Ultradiinnschnitten (Abb. 8A) wurde
die Goldmarkierung im Inneren der Proteinkérper nachgewiesen, was anzeigt, dal3 das lysinreiche Protein
P20yZ im Inneren dieser Organellen angehauft wurde. In Schnitten, die nur mit dem Antikérper aP-L inkubiert
wurden, erfolgte eine Immunmarkierung nur an manchen Proteinkorpern (die das lysinreiche y-Zein enthalten),
wahrend der Grof3teil der isolierten Proteinkorper nicht mit dem Antikérper aP-L immunmarkiert wurde, da die-
se nichttransformierten Endospermzellen entsprachen. Um zu bestimmen ob das lysinreiche y-Zein an der
gleichen Stelle wie die a-Zein- und y-Zein-Polypeptide lokalisiert war, wurde an isolierten Proteinkérpern eine
immun-elektromikroskopische Doppelmarkierung mit den Antikérpern oZ und aP-L (Abb. 8B) bzw. aG2 und
aP-L (Abb. 8C und D) durchgefiihrt. Abb. 8B zeigt eine Mikrographie des Querschnitts von zwei Proteinkor-
pern die, mit dem Antikérper aP-L (15 nm-Goldpartikel) und dem Antikorper aZ (5 nm-Goldpartikel) markiert
worden waren. Aus dem Ergebnis der Immunfarbung geht hervor, daf das Protein P20yZ im Proteinkorper an-
gehauft wird und an der gleichen Stelle wie a-Zein lokalisiert wird (siehe, wie sich die a-Zein-Markierung tber
die gesamte Oberflache der Proteinkdrper erstreckt). AuRerdem wurden Tangentialschnitte (Abb. 8B, siehe
Pfeile) und Querschnitte (Abb. 8D) von Proteinkérpern mit dem Antikérper aP-L (15 nm-Goldpartikel) und dem
Antikérper aG2 (5 nm-Goldpartikel) inkubiert. In beiden Fallen war das Protein P20yZ an der gleichen Stelle
wie die y-Zein-Polypeptide lokalisiert. Es konnte beobachtet werden, da® die Tangentialschnitte des Protein-
korpers (Abb. 8A, C, siehe Pfeile) insofern leicht von den Querschnitten des Proteinkérpers unterschieden
werden konnten, als bei den ersteren eine starkere Elektronendichte auftrat und sich die Markierung des y-Ze-
ins uber den gesamten Schnitt erstreckte. Im Gegensatz dazu war die Dichte bei den Querschnitten schwacher
und die Markierung des y-Zeins war auf der Membran, die den Proteinkérper umgibt, lokalisiert. In beiden Fal-
len folgte die Lokalisierung der Markierung des lysinreichen y-Zeins derjenigen des endogenen y-Zeins.

B) Herstellung von genetisch modifizierten Pflanzen, die lysinreiche y-Zeine exprimieren
1) Gewinnung und Verwendung von Maiskallus als Target fir die genetische Transformation

[0129] Bei der genetischen Transformation des Maises ist im allgemeinen unabhangig von der verwendeten
Methode (Elektroporation; Agrobacterium, Mikrofasern, Genkanone) die Verwendung von undifferenzierten
Zellen mit aktiver Zellteilung, bei denen die Fahigkeit zur Regeneration von intakten Pflanzen erhalten ist, er-
forderlich. Aus dieser Art von Zellen setzt sich der lockere embryogene Maiskallus (auch Typ-lIKallus genannt)
zusammen.

[0130] Diese Kalli erhalt man ausgehend von unreifen Embryonen des Genotyps Hi |l oder (A188 x B73) nach
der von Armstrong (Maize Handbook; (1994) M. Freeling, V. Walbot Hrsg.; S. 665-671) beschriebenen Metho-
de auf den in dieser Arbeit beschriebenen Medien. Die so erhaltenen Kalli werden durch wiederholtes Umset-
zen alle 15 Tage auf dem Initiationsmedium vermehrt und erhalten.

[0131] Ausgehend von diesen Kalli werden anschlieBend Pflanzchen regeneriert, und zwar dadurch, daf}
man das hormonale und osmotische Gleichgewicht der Zellen nach der von Vain et al. (Plant Cell Tissue and
Organ Culture (1989) 18:143-151) beschriebenen Methode modifiziert. Diese Pflanzen werden anschliefend
im Gewachshaus abgehartet, wo sie gekreuzt oder geselbstet werden kénnen.

2) Verwendung der Genkanone fir die genetische Transformation von Mais

[0132] Im Absatz oben wird die Gewinnung und Regeneration der fir die Transformation erforderlichen Zell-
linien beschrieben; hier beschreibt man ein Verfahren fiir die genetische Transformation, die zur stabilen Inte-
gration der modifizierten Gene in das Genom der Pflanze fihrt. Diese Methode beruht auf der Verwendung
einer Genkanone, die der von J. Finer (Plant Cell Report (1992) 11:323-328) beschriebenen Genkanone
gleicht; bei den Target-Zellen handelt es sich um Stlicke von Kalli, wie sie in Absatz 1 beschrieben wurden.
Diese Stiicke, die eine Oberflache von 10 bis 20 mm? aufweisen, wurden 4 Stunden vor dem Beschiessen in
einer Anzahl von 16 Stlicken pro Schale in die Mitte einer Petrischale gelegt, welche ein Kulturmedium enthalt,
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das mit dem Initiationsmedium identisch ist, jedoch zusatzlich 0,2 M Mannit + 0, 2 M Sorbit enthalt. Die Plas-
mide, die die einzufiihrenden Gene enthalten, werden auf einer Qiagen®-Saule nach den Anweisungen des
Herstellers gereinigt. AnschlieBend werden sie auf Wolframpartikel (M10) niedergeschlagen, wobei man wie
bei Klein (Nature (1987) 327:70-73) beschrieben vorgeht. Die so beschichteten Partikel werden mit Hilfe der
Kanone und der Vorschrift, wie sie bei J. Finer (Plant Cell Report (1992) 11:323-329) beschrieben sind, auf die
Target-Zellen geschossen.

[0133] Die so beschossenen Kallusschalen werden anschlieRend mit Scellofrais® dicht verschlossen und
dann bei 27°C im Dunkeln kultiviert. Ein erstes Umsetzen erfolgt 24 Stunden nachher und anschlie3end wird
3 Monate lang alle 15 Tage auf ein Medium umgesetzt, das mit dem Initiationsmedium identisch ist, jedoch zu-
satzlich ein Selektionsmittel enthalt, dessen Art und Konzentration von dem verwendeten Gen abhangt (siehe
Absatz 3). Die Selektionsmittel, die verwendet werden kénnen, bestehen im allgemeinen aus Wirkstoffen von
gewissen Herbiziden (Basta®, Round up®) oder gewissen Antibiotika (Hygromycin, Kanamycin usw. ...).

[0134] Nach 3 Monaten oder manchmal auch friiher erhalt man Kalli, deren Wachstum nicht von dem Selek-
tionsmittel gehemmt wird und die Ublicherweise und hauptsachlich aus Zellen bestehen, die aus der Teilung
einer Zelle hervorgehen, die in ihr genetisches Material eine oder mehrere Kopien des Selektionsgens inte-
griert hat. Die Haufigkeit, mit der solche Kalli erhalten werden, betragt ungefahr 0,8 Kalli pro beschossener
Schale.

[0135] Diese Kalli werden identifiziert, vereinzelt, vermehrt und anschlieend so kultiviert, dafl Pflanzchen re-
generiert werden (vgl. Absatz 1). Um jegliche Wechselwirkung mit nichttransformierten Zellen zu vermeiden,
werden alle diese Arbeitsschritte auf Kulturmedien durchgefiihrt, die das Selektionsmittel enthalten.

[0136] Die so regenerierten Pflanzen werden abgehartetet und anschlieRend im Gewachshaus herangezo-
gen, wo sie gekreuzt oder geselbstet werden kénnen.

3) Verwendung des Bar-Gens fir die Herstellung von genetisch modifizierten Maispflanzen, die das Gen
H45yZ integriert haben und dieses exprimieren

[0137] Das Bar-Gen von Streptomyces hygroscopicus codiert fir eine Phosphinothricin-Acyltransferase
(PAT), die durch Acetylierung des Phosphinothricin-Molekdils, das den Wirkstoff des Herbizids Basta® darstellt,
inaktiviert ist. Die Zellen, die dieses Gen tragen, werden dadurch resistent gegen dieses Herbizid gemacht und
kdnnen auf diesem Weg selektiert werden. Fur die Transformation von Getreiden steht die Codiersequenz des
Bar-Gens unter der Kontrolle einer Regulationsregion, die eine starke konstitutive Expression in den Pflanzen-
zellen ermdglicht. Solch eine Region stellt vorteilhafte Promotor und das erste Intron des Actin-Gens aus Reis
dar, wie sie von Mc Elroy (Mol. Gen. Genet. (1991) 231:150-160) beschrieben werden.

[0138] Dieses chimare Gen wird in ein Plasmid kloniert, das seine Amplifikation durch Escherichia coli ermdg-
licht. Dieses Plasmid (pDM 302 Cao (Plant Cell Report (1992) 11:586-591) kann nach seiner Amplifikation und
anschlieBender Reinigung auf einer Qiagen®-Séaule fir die genetische Transformation von Mais verwendet
werden, wobei man zum Beispiel wie in der oben beschriebenen Methode vorgeht. Hier werden die Kulturme-
dien fur die Selektion der transformierten Zellen mit 2 mg/l Phosphinothricin versetzt.

[0139] Fur die Einfiihrung des Gens H45yZ verwendet man vorteilhaft die sogenannte Cotransformati-
onstechnik:

das Selektionsgen (Bar) und das interessierende Gen (H45yZ) befinden sich auf unabhangigen Plasmiden.
Hier geht man bei der Verwendung der Genkanone so vor, dall man die Plasmide gemeinsam auf die Wolf-
rampartikel fallt, wobei die Gesamtmenge der auf die Partikel gefallten DNA gleich wie in der Standardvor-
schrift ist (5 ug DNA pro 2,5 mg Partikel) und jedes Plasmid ungefahr die Halfte des verwendeten DNA-Ge-
samtgewichts ausmacht.

[0140] Die Erfahrung hat gezeigt, daR das (mit einer Gréf3enordnung von 90%) haufigste Ereignis bei dieser
Methode die Cointegration der Plasmide in die Pflanzenzellen ist, das heil’t, dal praktisch jede Pflanze, die
das Bar-Gen integriert hat und auf diesem Weg selektiert wurde, auch das H45yZ-Gen tragt. Das Coexpressi-
onsniveau (Prozentsatz der selektierten Pflanzen), die das Gen H45yZ exprimieren) liegt Ublicherweise in einer
GréRenordnung von 70%.

[0141] Die so eingeflihrten Gene sind im allgemeinen genetisch gekoppelt; das Gen H45yZ kann daher vor-
teilhaft aufgrund der Resistenz gegen das Herbizid, mit der es eng gekoppelt ist, in den Nachkommenschaften
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verfolgt werden.

[0142] Die Menge des modifizierten Proteins wird nach den in Beispiel A beschriebenen Methoden bestimmt,
insbesondere durch Immunblotting anhand von Proteinextrakten von unreifen oder reifen Maiskdrnern, die in
gepoolter Form von Basta-resistenten Pflanzen entnommen werden.

4) Beispiel fur den Schritt der Einfiihrung von Transgenen, insbesondere des Gens, das fir H45yZ codiert, fir
die Modifikation des Opaque-2-Phanotyps von Mais

[0143] Zichterische Verbesserung von Opaque-2-Mais durch Introgression des Gens fiir an Lysin angerei-
chertes y-Zein.

[0144] Es werden die in dem obigen Beispiel beschriebenen transformierten Pflanzen, die gleichzeitig eine
Resistenz gegen Basta und die Expression eines an Lysin angereicherten y-Zeins aufweisen, verwendet. Mit
ihrem Pollen werden Opaque-2-Maispflanzen der Bahn W64A02, die nur ein einziges y-Zein-Gen enthalt, be-
fruchtet. Diese Bahn wurde vom Maize Stock Center erhalten. Die Pflanzen dieser F1-Nachkommenschaften
werden auf ihre Resistenz gegen Basta selektiert und anschlieRend geselbstet. Die so produzierten F2-Kérner
werden auf einem Leuchttisch auf ihren "Opaque"-Phanotyp untersucht, und die "Opaque"-Korner oder die gla-
sigen Korner werden ausgesat und auf ihre Resistenz gegen Basta ausgewertet. Dort, wo die "Opaque"-Kdérner
nicht gegentber Basta empfindlich sind, ist der Beweis erbracht, daf® die Einfihrung des Gens fiir an Lysin
angereichertes y-Zein in die jeweiligen Pflanze den "Opaque-2"-Phanotyp vervollstandigt.

[0145] AnschlieRend werden bei diesen basta-resistenten Pflanzen Einzelpflanzen mit dem Genotyp 02/02,
die nur eine einziges y-Zein-Gen auf dem Chromosom 7 aufweisen, mit Hilfe von Molekularsonden, die fiir das
Gen Opaque 2 und fur das y-Zein codieren, selektiert. Mit diesen molekularen Sonden werden polymorphe Re-
striktionsfragmente identifiziert, und nur diejenigen Einzelpflanzen, die das Muster der Bahn W6402 aufweisen,
werden ausgewahlt. (Lopes, M.A. et al., 1995, Mol. Gen. Genet. 19:247, 603-613).

[0146] Diese Einzelpflanzen weisen einen Lysingehalt auf, der im Mittel dem des 02-Maises entspricht oder
auch hoher ist. Ausgehend von diesen Einzelpflanzen wird jegliche Introgression des Merkmals "hoher Lysin-
gehalt" in Elite-Sorten mittels der Bestimmung der Basta-Resistenz und des Vorhandenseins des Allels 02, das
mittels RFLP nachgewiesen wird, beobachtet.

5) Expression von an Lysin angereicherten y-Zeinen in Arabidopsis thaliana

[0147] Um zu einer stabilen Transformation zu gelangen wurden die Plasmidkonstrukte P20yZ und pH30yZ,
die in das Plasmid Bluescript KS (-) kloniert worden waren, in Form von Hincll/Xbal-Fragmenten in den binaren
Vektor pBin19 (Bevan, M. Nucl. Acids Res. 12:8711-8721 (1984)), der den 35S-Promotor des Blumenkohlmo-
saikvirus (CaMV) und die Signale fiir die Bildung des 3'-Endes und fiir die Polyadenylierung aus dem Octo-
pin-Synthetasegen (ocs) enthalt, insertiert. Die neuen Plasmide wurden p19P20yZ und p19H30yZ genannt
(Abb. 12).

[0148] Die binaren Vektoren, die die Codiersequenzen fir die Proteine P20yZ und H30yZ enthalten
(p19P20yZ und p19H30yZ) wurden in den Agrobacterium tumefaciens-Stamm LBA4404 eingefligt. Arabidop-
sis-Pflanzen des Okotyps RLD wurden mit der von Valvekens, D., Van Montagu, M. et Van Lijsebettens, M.
((1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5536-5540) beschriebenen Methode transformiert. Fir jedes Konstrukt
wurden 10 transgene Pflanzen mittels Immunblot-Analyse unter Verwendung eines gegen y-Zein erhaltenen
Antiserums (aG2, Ludevid et al. 1985) durchmustert. Zur Gewinnung der F2-Generation wurden die Pflanzen,
die den hdchsten Gehalt an transgenen Produkten der F1-Generation enthielten, ausgewahlt (dieser Gehalt
entsprach ungefahr 0,1% der Gesamtmenge der in den Blattern von Arabidopsis vorhandenen Proteine). Die-
se Pflanzen wurden auch fiir die Expression des gewlinschten Proteins selektiert.

[0149] Intakte transgene Pflanzen, die auf einem kanamycinhaltigen Medium selektiert worden waren, wur-
den in flissigem Stickstoff homogenisiert. Die transgenen Proteine wurden selektiv mit einer Lésung, die Etha-
nol/Salzsaure HCI 0,125 N im Verhaltnis 3:1 (v/v) mit 5% Mercaptoethanol und Proteasehemmern enthielt, ex-
trahiert. Die mit dieser Losung extrahierten Proteine wurden in 5 Volumina Aceton gefallt und mittels SDS-PA-
GE und Immunblotting analysiert. Als Kontrollen wurden die Proteinextrakte von nicht-transgenen Pflanzen
verwendet. Die Proteine, die aufgrund der Insertion der K(P - K) ,-Sequenzen in das y-Zein auftraten, wurden
dadurch, da® man den konstitutiven CaMV-35S-Promotor verwendete, korrekt in den Arabidopsis thalia-
na-Pflanzen exprimiert. Auf den Immunblots erkannten die Antikérper aG2 und aPL die Elektrophoreseban-
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den, die den Proteinen P20yZ und H30yZ entsprachen. Diese Banden wanderten mit scheinbaren Molekular-
gewichten, die denjenigen entsprachen, die man zuvor in den in-vitro-Translations/Translokationsversuchen
beobachtet hatte (30 kD bzw. 26 kD). Wie dies bei den transgenen Arabidopsis-Pflanzen, die das y-Zein expri-
mieren, beobachtet wurde (Geli et al. Plant Cell 6:1911-1922 (1994)) wanderten die Proteine P20yZ und
H30yZ in Form von zwei Elektrophoresebanden, namlich bei P20yZ den Banden, die 36 und 30 kD entspra-
chen und bei H30yZ den Banden, die 32 und 26 kD entsprachen. Die héheren Banden kénnten Produkten ent-
sprechen, die aufgrund von posttranslationellen Modifikationen entstanden sind. Keine solche posttranslatio-
nelle Modifikation wurde in den transformierten Maisendospermen nachgewiesen. Dieses Ergebnis legt nahe,
daf} die Modifikation dann erscheinen dirfte, wenn diese Proteine in einem heterologen System wie Arabidop-
sis thaliana exprimiert werden.

6) Expression von rekombinanten an Lysin angereicherten y-Zeinen in Mais
Methode:

[0150] Nach der Gewinnung der transgenen Pflanzen werden diese mit einer nichttransformierten mannli-
chen Linie gekreuzt. Bei einer Ein-Locus-Insertion werden also 50% der geernteten Koérner transgen sein. Um
die an Lysin angereicherten a-Zeine in den transgenen Pflanzen zu analysieren werden die Proteine aus 6 Kor-
nern pro Transformante extrahiert.

[0151] Die Endosperme werden dadurch herausprapariert, da® man die Embryonen und Pericarpe von den
Kdrnern entfernt. Die Endosperme werden gemahlen und 50 mg Mehl werden fir die selektive Extraktion ein-
gesetzt. Zuvor werden die a-Zeine dreimal mit 70%igem Ethanol extrahiert. Nach dem Zentrifugieren wird das
Ethanol im Vakuum abgedampft. Die in Ethanol unléslichen Proteine (hauptsachlich die y-Zeine und die an Ly-
sin angereicherten y-Zeine) werden von dem Pellet mit einem Laemmli-Puffer, der 10% Mercaptoethanol ent-
halt, extrahiert (100 pl Puffer pro 10 mg Mehl). AnschlieBend werden die Gesamtproteine mittels Silberfarbung
analysiert (Morrissey, J.H., 1981, Ann. Biochem. Band 117, S. 307-310). Die y-Zeine und die an Lysin ange-
reicherten y-Zeine werden mittels Immunblotting mit den Antikérpern aG2 (Verdiinnung 1/2000) bzw. aPL (Ver-
dinnung 1/500) analysiert. Als Sekundarantikérper im Immunblot wird ein mit alkalischer Phosphatase gekop-
pelter Antikdrper gegen Antikérper aus dem Kaninchen verwendet. Die Extrakte werden verdiinnt, um auf die
SDS-PAGE nach dem verwendeten Analyseverfahren aufgetragen werden zu kénnen.

Ergebnisse:
Anhaufung von an Lysin angereicherten y-Zeinen in den transgenen Maispflanzen 20yZ und 45vyZ:

[0152] Abb. 13 zeigt den Immunblot der Proteinextrakte nach Nachweis mit Antiserum aPL (A, B) und die Ge-
samtproteine nach Silberfarbung (C). Wie aus Abb. 13A ersichtlich, wurden 6 transgene 20yZ-Pflanzen mit
dem Antiserum aPL geprift, und an Lysin angereichertes y-Zein wird in den transgenen Pflanzen A1 und D2
exprimiert (Bahn 1 bzw. 6). Bei der Pflanze C1 (Bahn 4) werden nur Spuren von an Lysin angereichertem y-Ze-
in beobachtet. Wenn die Extrakte der 6 transgenen Pflanzen 45yZ auf das Gel aufgetragen werden und mit
dem Antiserum aPL markiert werden (Abb. 13B), so beobachtet man bei den Transformanten B1 und C1 eine
starke Reaktion mit dem Antikdrper (Bahn 3 bzw. 4).

[0153] Esistanzumerken, dal die Antikdrperreaktion bei den Extrakten von Endospermen der Pflanzen 45yZ
B1 und C1 starker ist als bei den Extrakten der Pflanzen 20yZ A1 und D2. Dieses Ergebnis wird nach Anfar-
bung der Gele mit Silber bestatigt (Abb. 13C), wo die beiden y-Zein-Typen, namlich endogenes und an Lysin
angereichertes Zein, angefarbt werden. Das an Lysin angereicherte y-Zein weist ein scheinbares Molekular-
gewicht von 30 kDa und das endogene y-Zein ein scheinbares Molekulargewicht von 28 kDa auf. Die Expres-
sion des an Lysin angereicherten y-Zeins ist in der Pflanze 45yZ B1 schwacher als bei C1 (Bahn 2 bzw. 3). Bei
den Bahnen 1 bis 6 in Abb. 13C wurde eine identische Verdiinnung der Proteine von Extrakten der Endosper-
me der Pflanzen 45yZ und 20yZ auf das Gel aufgetragen. Bei dieser Verdinnung wird die Expression des an
Lysin angereicherten y-Zeins nur bei den Endospermen der Pflanzen 45yZ B1 und C1 nachgewiesen. Wird
jedoch ein hoher konzentrierter Extrakt der 20yZ-Proteine auf das Gel aufgetragen (40ug Protein pro Bahn),
so wird bei den Endospermen 20yZ A1 und D2 eine schwache Bande (siehe Pfeil), die dem an Lysin angerei-
cherten y-Zein entspricht, nachgewiesen. Aus diesem Ergebnis geht hervor, daf} die 45yZ-Pflanzen wesentlich
mehr erfindungsgemalie Proteine anhdufen als die 20yZ-Pflanzen. Dies beruht vermutlich auf den unter-
schiedlichen Promotoraktivitdten. Die 45yZ-Pflanzen waren mit einem Konstrukt transformiert worden, das das
erfindungsgemale y-Zein unter der Kontrolle des y-Zein-Promotors (1,7 kb) enthalt, wahrend die 20yZ-Pflan-
zen mit der gleichen Codiersequenz, jedoch unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors, transformiert wor-
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den waren. Die Silberfarbung ist eine allgemeine Proteinfarbetechnik, die dunkelbraune Farbe wird jedoch in
erster Linie beim Vorhandensein von basischen Proteinen beobachtet. Da die a-Zeine wie oben beschrieben
aus Mehl extrahiert worden waren, fehlen sie in der SDS-PAGE-Analyse von Abb. 13C.

Aufspaltung

[0154] Da im Fall eines einzigen Locus bei allen transgenen Pflanzen 50% Aufspaltung auftritt, wurde eine
Einzelkornanalyse durchgefiihrt, um den Gehalt an an Lysin angereichertem y-Zein fir jede Transformante
quantitativ zu bestimmen. Die Analyse wurde nur mit den 45yZ-Transformanten, die das hdchste Expressions-
niveau aufwiesen, durchgefiihrt. In Abb. 14 sind die Silberfarbung (A) und der Immunblot mit aPL (B) von 5
unterschiedlichen Endospermen von 45yZ B1 und C1 dargestellt. Die in allen Bahnen vorhandene schwache
elektrophoretische Bande (siehe A, Bahn 1 bis 10) entspricht dem endogenen y-Zein. Wie aus Abb. 14A er-
sichtlich wird bei 2 der 5 Endosperme an Lysin angereichertes y-Zein angehauft siehe Bahn 3, 4 und 6, 7). Es
werden also bei ungefahr der Halfte der Kérner betrachtliche Mengen an an Lysin angereicherten Proteinen
angehauft. Angesichts der Tatsache, dal} gleiche Proteinmengen auf das Gel aufgetragen wurden, wird beob-
achtet, dal die Transformante 45yZ C1 mehr an Lysin angereichertem y-Zein angehauft hat als B1. Dieses
Ergebnis stimmt also mit den Beobachtungen bei der Silberfarbung der Endosperm-Mischextrakte berein
(Abb. 13C, Bahn 3). Der Beweis daflr, daf’ an Lysin angereichertes y-Zein in diesen Endospermen vorliegt,
wird in Abb. 14B verdeutlicht. Der Immunblot mit dem Antiserum aPL zeigt, dal® 2 Endospermextrakte von
45yZ B1 (Bahn 3 und 4) sowie von 45yZ C1 (Bahn 4 und 6) an Lysin angereichertes y-Zein anhaufen. Um die-
sen Prozentsatz der transgenen Korner zu bestatigen wurden 10 weitere Kérner der Transformante 45yZ C1
mittels Immunblot unter Verwendung des Antiserums aPL analysiert (Abb. 15A). Wie erwartet werden unge-
fahr die Halfte der Koérner als transgen nachgewiesen. In den Endospermextrakten wurde eine immunreaktive
Bande nachgewiesen (Bahn 1, 2, 9 und 10).

Quantitative Schatzung der an Lysin angereicherten y-Zeine in den Endospermen der 45yZ-Transformanten:

[0155] Bei aG2 handelt es sich um ein polyklonales Antiserum, das die endogenen y-Zeine und die an Lysin
angereicherten y-Zeine erkennt. Die Reaktionsfahigkeit dieses Antiserums mit den Extrakten der Endosperme
45yZ C1 wurde fir die quantitative Bestimmung der erfindungsgemafRen an Lysin angereicherten y-Zeine in
den Endospermen der transformierten Pflanzen eingesetzt.

[0156] Abb. 15B ist eine Darstellung des Immunblots von 5 Proteinextrakten, die 5 45yZ-C1-Endospermen
entsprechen (Bahn 1 bis 5). Wie erwartet wiesen nur 2 Endosperme ein fiir die transgenen Kérner charakte-
ristisches Immunreaktionsprofil auf. Die obere Bande mit 30 kDa entspricht dem an Lysin angereicherten y-Ze-
in (Pfeil in Bahn 1 und 2) und die untere Bande entspricht dem endogenen y-Zein. Es ist festzustellen, dal bei
den Endospermen von nichttransgenen Pflanzen die obere Bande fehlt (Bahn 3, 4 und 5). Uberraschender-
weise scheint es, dall der endogene y-Zein-Gehalt in den Extrakten von transgenen Pflanzen niedriger ist als
bei den nichttransgenen Pflanzen (siehe Pfeile in Bahn 1 und 5).

[0157] Aufden ersten Blick wurde also folgendes beobachtet:
i) in den transgenen Endospermen 45yZ C1 betragt das Verhaltnis zwischen an Lysin angereichertem y-Ze-
in und endogenem Zein 7/3. Die Menge an erfindungsgemafiem modifiziertem Protein ist daher mindestens
zweimal héher als die Menge an endogenem Protein.
ii) die Menge an endogenem y-Zein in den nichttransgenen Endospermen (siehe Bahn 3, 4 und 5) ent-
sprach derjenigen des an Lysin angereicherten y-Zeins in den transgenen Endospermen (siehe Bahn 1 und
2).

7) Expression von rekombinanten an Lysin angereicherten y-Zeinen in Weizen

[0158] Wie in Beispiel 6) kann das Vorliegen von erfindungsgemafen an Lysin angereicherten y-Zeinen in
Weizen gezeigt werden.

[0159] Die Transformation von Weizen kann insbesondere nach der bei Weeks et al., 1993, Plant Physiol.,
Band 102:

Seiten 1077-1085 beschriebenen Methode oder nach der in EP-709462 beschriebenen Methode durchgeflihrt
werden.
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Sequenzprotokoll

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: BIOCEM
(B) STRASSE : Campus Universitaire des
Cezeaux - 24 avenue des Landais
(C) ORT: AUBIERE
(E) LAND: FRANKREICH
(F) POSTLEITZAHL: 63170

(ii) ANMELDETITEL: AN AMINOSAUREN, INSBESONDERE AN
LYSIN ANGEREICHERTES MAIS-y-ZEIN, ANGEREICHERTE
PFLANZLICHE SPEICHERPROTEINE. PFLANZEN, DIE DIESE
PROTEINE EXPRIMIEREN.

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 11

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM:
(A) DATENTRAGER: Diskette

(B) COMPUTER: IBM PC kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version

#1.30 (EPA)

(v) VORLIEGENDE PATENTANMELDUNG:
ANMELDENUMMER: PCT/FR 97/00167

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 44 Basenpaare

(B) ART: Nukleotid
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
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(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: /desc = ”"OLIGONUKLEOTID"“

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 1:
CGATGAATTC AAACCAAAGC CAAAGCCGAA GCCAAAAGAA TTCA 44
(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(B) LANGE: 46 Basenpaare
(C) ART: Nukleotid
D

( STRANGFORM: Einzel

)
(E) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsdure
(F) BESCHREIBUNG: /desc = “OLIGONUKLEOTID"
(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 2:
AGCTTGAATT CTTTTGGCTT CGGCTTTGGC TTTGGTTTGA ATTCAT 46
(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 3:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 17 Aminosduren
(G) ART: Aminosaure
(H) STRANGFORM: Einzel
(I) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 3:
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ile Glu Phe Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu Phe Leu Gln
5 10 15

Pro

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 28 Aminos&duren
) ART: Aminosaure
)  STRANGFORM: Einzel
)  TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 4:
Ile Glu Phe Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu Phe Lys Pro

1 5 10 15

Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu Phe Leu Gln Pro
20 25

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 20 Aminosduren
)  ART: Aminosaure
) STRANGFORM: Einzel
) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 5:

Asp Gly Ile Asp Glu Phe Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu
1 5 10 15

Phe Lys Leu Asp
20

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 6:
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(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 672 Basenpaare
(B) ART: Nukleotide
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA

(xi) Merkmale:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE: 1..669
(D) WEITERE INFORMATIONEN: / note =

"CODIERSEQUENZ DER c¢cDNA DES GAMMA-ZEINS UND
ENTSPRECHENDE AMINOSAURESEQUENZ"

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 6:
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ATG AGG GTG TTG CTC GTT GCC CTC GCT CTC CTG GCT CTC GCT GCG AGC 48
Met Arg Val Leu Leu Val Ala Leu Ala Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ser
1 5 10 15
GCC ACC TCC ACG CAT ACA AGC GGC GGC TGC GGC TGC CAG CCA CCG CCG 9%
Ala Thr Ser Thr His Thr Ser Gly Gly Cys Gly Cys Gln Pro Pro Pro
20 25 30
CCG GTT CAT CTA CCG CCG CCG GTG CAT CTG CCA CCT CCG GTT CAC CTG 144
Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu
35 40 45
CCA CCT CCG GTG CAT CTC CCA CCG CCG GTC CAC CTG CCG CCG CCG GTC 192
Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val
50 55 60
CAC CTG CCA CCG CCG GTC CAT GTG CCG CCG CCG GTT CAT CTG CCG CCG 240
His Leu Pro Pro Pro Val His Val Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro
6% 70 75 80
CCA CCA TGC CAC TAC CCT ACT CAA CCG CCC CGG CCT CAG CCT CAT CCC 288
Pro Pro Cys His Tyr Pro Thr Gln Pro Pro Arg Pro Gln Pro His Pro
85 90 95
CAG CCA CAC CCA TGC CCG TGC CAA CAG CCG CAT CCA AGC CCG TGC CAG 336
Gln Pro His Pro Cys Pro Cys Gln Gln Pro His Pro Ser Pro Cys Gln
100 105 110
CTG CAG GGA ACC TGC GGC GTT GGC AGC ACC CCG ATC CTG GGC CAG TGC 384
Leu Gln Gly Thr Cys Gly Val Gly Ser Thr Pro Ile Leu Gly Gln Cys
115 120 125
GTC GAG TTT CTG AGG CAT CAG TGC AGC CCG ACG GCG ACG CCC TAC TGC 432
Val Glu Phe Leu Arg His Gln Cys Ser Pro Thr Ala Thr Pro Tyr Cys
130 135 140
TCG CCT CAG TGC CAG TCG TTG CGG CAG CAG TGT TGC CAG CAG CTC AGG 480
Ser Pro Gln Cys Gln Ser Leu Arg Gln Gln Cys Cys Gln Gln Leu Arg
145 150 155 160
CAG GTG GAG CCG CAG CAC CGG TAC CAG GCG ATC TTC GGC TTG GTC CTC 528
Gln Val Glu Pro Gln His Arg Tyr Gln Ala Ile Phe Gly Leu Val Leu
165 170 175
CAG TCC ATC CTG CAG CAG CAG CCG CAA AGC GGC CAG GTC GCG GGG CTG 576
Gln Ser Ile Leu Gln Gln Gln Pro Gln Ser Gly Gln Val Ala Gly Leu
180 185 190
TTG GCG GCG CAG ATA GCG CAG CAA CTG ACG GCG ATG TGC GGC CTG CAG 624
Leu Ala Ala Gln Ile Ala Gln Gln Leu Thr Ala Met Cys Gly Leu Gln
195 200 205
CAG CCG ACT CCA TGC CCC TAC GCT GCT GCC GGC GGT GTC CCC CAC 669
Gln Pro Thr Pro Cys Pro Tyr Ala Ala Ala Gly Gly Val Pro His
210 215 220
TGA 672

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 7:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 223 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
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Met

Ala

Pro

Pro

His

65

Pro

Gln

Leu

Val

Ser

145

Gln

Gln

Leu

Gln

(2)

(ii)

(x1)

Arg

Thr

Val

Pro

50

Leu

Pro

Pro

Gln

Glu

130

Pro

val

Ser

Ala
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(D) TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKULS: Protein

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO:

Val Leu

Ser Thr
20

His Leu
35

Pro Val

Pro Pro

Cys His

His Pro
100

Gly Thr
115

Phe Leu

Gln Cys

Glu Pro

Ile Leu

180

Ala Gln
195

Pro Thr Pro

210

Leu
5
His
Pro
His
Pro
Tyr
85
Cys
Cys
Arg
Gln
Gln
165
Gln

Ile

Cys

Val Ala Leu

Thr

Pro

Leu

Val

70

Pro

Pro

Gly

His

Ser

150

His

Gln

Ala

Pro

INFORMATIONEN ZU

(1)

Ser

Pro

Pro

55

His

Thr

Cys

Val

Gln

135

Leu

Arg

Gln

Gln

Tyr
215

SEQ ID NO:

Gly
Val

40
Pro
Val
Gln
Gln
Gly
120
Cys
Arg
Tyr
Pro
Gln

200
Ala

Ala
Gly

25
His
Pro
Pro
Pro
Gln
105
Ser
Ser
Gln
Gln
Gln
185

Leu

Ala

Leu

10

Cys

Leu

Val

Pro

Pro

90

Pro

Thr

Pro

Gln

Ala

170

Ser

Thr

Ala

8:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
693 Basenpaare

(A)

LANGE:

Leu

Gly

Pro

His

Pro

75

Arg

His

Pro

Thr

Cys

155

Ile

Gly

Ala

Gly
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Ala

Cys

Pro

Leu

60

val

Pro

Pro

Ile

Ala

140

Cys

Phe

Gln

Met

Gly
220

7:

Leu

Gln

Pro

45

Pro

His

Gln

Ser

Leu

125

Thr

Gln

Gly

Val

Cys

205

Val

Ala
Pro

30
Val
Pro
Leu
Pro
Pro
110
Gly
Pro
Gln
Leu
Ala
190

Gly

Pro

Ala

15
Pro
His
Pro
Pro
His

85
Cys
Gln
Tyr
Leu
Val
175
Gly

Leu

His

Ser

Pro

Leu

Val

Pro

80

Pro

Gln

Cys

Cys

Arg

160

Leu

Leu

Gln
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(B) ART: Nukleotid
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA

(ix) Merkmale:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..690
(D) WEITERE INFORMATIONEN: / note =
" CODIERSEQUENZ DER cDNA DES MAIS-H45GAMMA-Z-
ZEINS UND ENTSPRECHENDE AMINOSAURESEQUENZ“

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 8:

ATG AGG GTG TTG CTC GTT GCC CTC GCT CTC CTG GCT CTC GCT GCG AGC 48
Met Arg Val Leu Leu Val Ala Leu Ala Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ser
225 230 235
GCC ACC TCC ACG CAT ACA AGC GGC GGC TGC GGC TGC CAG CCA CCG CCG 96
Ala Thr Ser Thr His Thr Ser Gly Gly Cys Gly Cys Gln Pro Pro Pro
240 245 250 255
CCG GTT CAT CTA CCG CCG CCG GTG CAT CTG CCA CCT CCG GTT CAC CTG 144
Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu
260 265 270
CCA CCT CCG GTG CAT CTC CCA CCG CCG GTC CAC CTG CCG CCG CCG GTC 192
Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val
275 280 285
CAC CTG CCA CCG CCG GTC CAT GTG CCG CCG CCG GTT CAT CTG CCG CCG 240
His Leu Pro Pro Pro Val His Val Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro
290 295 300
CCA CCA TGC CAC TAC CCT ACT CAA CCG CCC CGG ATC GAA TTC ARA CCA 288
Pro Pro Cys His Tyr Pro Thr Gln Pro Pro Arg Ile Glu Phe Lys Pro
305 310 315
AAG CCA AAG CCG AAG CCA AAA GAA TTC AAA CCA AAG CCA AAG CCG AAG 336
Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu Phe Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys
320 325 330 335
CCA AAA GAA TTC CTG CAG CCC CTG CAG GGA ACC TGC GGC GTT GGC AGC 384
Pro Lys Glu Phe Leu Gln Pro Leu Gln Gly Thr Cys Gly Val Gly Ser
340 345 350
ACC CCG ATC CTG GGC CAG TGC GTC GAG TTT CTG AGG CAT CAG TGC AGC 432
Thr Pro Ile Leu Gly Gln Cys Val Glu Phe Leu Arg His Gln Cys Ser
355 360 365
CCG ACG GCG ACG CCC TAC TGC TCG CCT CAG TGC CAG TCG TTG CGG CAG 480
Pro Thr Ala Thr Pro Tyr Cys Ser Pro Gln Cys Gln Ser Leu Arg Gln
370 375 380
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CAG TGT TGC CAG CAG CTC AGG CAG GTG GAG CCG CAG CAC CGG TAC CAG 528
Gln Cys Cys Gln Gln Leu Arg Gln Val Glu Pro Gln His Arg Tyr Gln
385 390 395

GCG ATC TTC GGC TTG GTC CTC CAG TCC ATC CTG CAG CAG CAG CCG CAA 576
Ala Ile Phe Gly Leu Val Leu Gin Ser Ile Leu Gln Gln Gln Pro Gln

400 405 410 415

AGC GGC CAG GTC GCG GGG CTG TTG GCG GCG CAG ATA GCG CAG CAA CTG 624
Ser Gly Gln Val Ala Gly Leu Leu Ala Ala Gln Ile Ala Gln Gln Leu

420 425 430
ACG GCG ATG TGC GGC CTG CAG CAG CCG ACT CCA TGC CCC TAC GCT GCT 672
Thr Ala Met Cys Gly Leu Gln Gln Pro Thr Pro Cys Pro Tyr Ala Ala
435 440 445
GCC GGC GGT GTC CCC CAC TGA 693
Ala Gly Gly Val Pro His
450

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 9:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 230 Aminosauren
(B) ART: Aminoséure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 9:
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Met

Ala

Pro

Pro

His

65

Pro

Lys

Pro

Thr

Pro

145

Glin

Ser
Thr

Ala
225

(2)

Arg

Thr

val

Pro
50

Leu

Pro

Pro

Lys

Pro

130

Thr

Cys

Ile
Gly
Ala

210

Gly

INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 10:

(i

(1

Val

Ser

His

35

Pro

Pro

Cys

Lys

Glu

115

Ile

Ala

Cys

Phe Gly Leu

Leu

Thr

20

Leu

Val

Pro

His

Pro

100

Phe

Leu

Thr

Gln

180

Gln Val Ala

195

Met Cys Gly

Gly Val Pro

Leu

His

Pro

His

Pro

Tyr

85

Lys

Leu

Gly

Pro

Gln
165

val

Gly

Leu
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Leu Ala Leu Ala

Val Ala Leu Ala Leu

Thr

Pro

Leu

val

70

Pro

Pro

Gln

Gln

Tyr

150

Leu

Ser

Pro

Pro

55

His

Thr

Lys

Pro

Cys

135

Cys

Arg

Leu Gln

His

230

Leu Leu

200

Gln Gln
215

10

Gly Gly Cys
25

Val His Leu
4n

Pro Pro Val

Val Pro Pro

Gln Pro Pro
90

Glu Phe Lys
105

Leu Gln Gly
120

Val Glu Phe

Ser Pro Gln

Gln val Glu
170

Ser Ile Leu Gln Gln Gln

185

Gly

Pro

His

Pro

75

Arg

Pro

Thr

Leu

Cys

155

Pro

Cys

Pro

Leu

60

Val

Ile

Lys

Cys

Arg

140

Gln

Gln

Gln Pro
30

Pro Vval
45

Pro Pro

His Leu

Glu Phe

Pro Lys
110

Gly Val
125

His Gln
Ser Leu

His Arg

Pro Gln

190

Ala Ala Gln Ile Ala Gln Gln Leu
205

Pro Thr Pro Cys Pro Tyr Ala Ala
220

) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

ii)

(A)

(B)
(C)
(D)

ART DES MOLEKULS:

LANGE:

723 Basenpaare
ART: Nukleotid

STRANGFORM: Einzel
TOPOLOGIE: linear

cDNA
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Ala

15

Pro

His

Pro

Pro

Lys

95

Pro

Gly

Cys

Arg

Tyr
175

Ser

Pro

Leu

Val

Pro

80

Pro

Lys

Ser

Ser

Gln

160

Gln
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(ix) Merkmale:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..720
(D) WEITERE INFORMATIONEN: / note =
“CODIERSEQUENZ DER cDNA DES MAIS-P20GAMMA-Z-
ZEINS UND ENTSPRECHENDE AMINOSAURESEQUENZ™“

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 10:

ATG AGG GTG TTG CTC GTT GCC CTC GCT CTC CTG GCT CTC GCT GCG AGC 48
Met Arg Val Leu Leu Val Ala Leu Ala Leu Leu Ala Leu Ala Ala Ser
235 240 245

GCC ACC TCC ACG CAT ACA AGC GGC GGC TGC GGC TGC CAG CCA CCG CCG 96
Ala Thr Ser Thr His Thr Ser Gly Gly Cys Gly Cys Gln Pro Pro Pro
250 255 260

CCG GTT CAT CTA CCG CCG CCG GTG CAT CTG CCA CCT CCG GTT CAC CTG 144
Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu
265 270 275

CCA CCT CCG GTG CAT CTC CCA CCG CCG GTC CAC CTG CCG CCG CCG GTC 192
Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val
280 285 290

CAC CTG CCA CCG CCG GTC CAT GTG CCG CCG CCG GTT CAT CTG CCG CCG 240
His Leu Pro Pro Pro Val His Val Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro
295 300 305 310

CCA CCA TGC CAC TAC CCT ACT CAA CCG CCC CGG CCT CAG CCT CAT CCC 288
Pro Pro Cys His Tyr Pro Thr Gln Pro Pro Arg Pro Gln Pro His Pro
315 320 325

CAG CCA CAC CCA TGC CCG TGC CAA CAG CCG CAT CCA AGC CCG TGC CAG 336
Gln Pro His Pro Cys Pro Cys Gln Gln Pro His Pro Ser Pro Cys Gln
330 335 340

ATC GAA TTC AAA CCA AAG CCA AAG CCG AAG CCA AAA GAA TTC CTG CAG 384

Ile Glu Phe Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu Phe Leu Gln
345 350 355
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CCC CTG CAG GGA ACC TGC GGC GTT GGC AGC ACC CCG ATC CTG GGC CAG 432
Pro Leu Gln Gly Thr Cys Gly Val Gly Ser Thr Pro Ile Leu Gly Gln
360 365 370
TGC GTC GAG TTT CTG AGG CAT CAG TGC AGC CCG ACG GCG ACG CCC TAC 480
Cys Val Glu Phe Leu Arg His Gln Cys Ser Pro Thr Ala Thr Pro Tyr
375 380 385 330
TGC TCG CCT CAG TGC CAG TCG TTG CGG CAG CAG TGT TGC CAG CAG CTC 528
Cys Ser Pro Gln Cys Gln Ser Leu Arg Gln Gln Cys Cys Gln Gln Leu
395 400 405
AGG CAG GTG GAG CCG CAG CAC CGG TAC CAG GCG ATC TTC GGC TTG GTC 576
Arg Gln val Glu Pro Gln His Arg Tyr Gln Ala Ile Phe Gly Leu Val
410 415 420
CTC CAG TCC ATC CTG CAG CAG CAG CCG CAA AGC GGC CAG GTC GCG GGG 624
Leu Gln Ser Ile Leu Gln Gln Gln Pro Gln Ser Gly Gln Val Ala Gly
425 430 435
CTG TTG GCG GCG CAG ATA GCG CAG CAA CTG ACG GCG ATG TGC GGC CTG 672
Leu Leu Ala Ala Gln Ile Ala Gln Gln Leu Thr Ala Met Cys Gly Leu
440 445 450
CAG CAG CCG ACT CCA TGC CCC TAC GCT GCT GCC GGC GGT GTC CCC CAC 720
Gln Gln Pro Thr Pro Cys Pro Tyr Ala Ala Ala Gly Gly Val Pro His
455 460 465 470
TGA 723

(2) INFORMATIONEN ZU SEQ ID NO: 11:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 240 Aminosduren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 11:
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Met Arg Val Leu Leu Val Ala Leu Ala Leu Leu Ala Leu Ala Al; Ser
1 5 10 1

Ala Thr Ser Thr His Thr Ser Gly Gly Cys Gly Cys Gln P;g Pro Pro
20 25

Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu
35 40 45

Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val
50 55 60

His Leu Pro Pro Pro Val His Vval Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro
65 70 75 80

Pro Pro Cys His Tyr Pro Thr Glm Pro Pro Arg Pro Gln Pro His Pro
85 30 95

Gln Pro His Pro Cys Pro Cys Gln Gln Pro His Pro Ser Pro Cys Gln
100 105 110

Ile Glu Phe Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro Lys Glu Phe Leu Gln

115 120 125

Pro Leu Gln Gly Thr Cys Gly Val Gly Ser Thr Pro Ile Leu Gly Gln
130 135 140

Cys Val Glu Phe Leu Arg His Gln Cys Ser Pro Thr Ala Thr Pro Tyr
145 150 155 160

Cys Ser Pro Gln Cys Gln Ser Leu Arg Gin Gln Cys Cys Gln Gln Leu
165 170 175

Arg Gln Val Glu Pro Gln His Arg Tyr Gln Ala Ile Phe Gly Leu Val
180 185 190

Leu Gln Ser Ile Leu Gln Gln Gln Pro Gln Ser Gly Gln Val Ala Gly
195 200 205

Leu Leu Ala Ala Gln Ile Ala Gln Gln Leu Thr Ala Met Cys Gly Leu
210 215 220

Gln Gln Pro Thr Pro Cys Pro Tyr Ala Ala Ala Gly Gly Val Pro His
225 230 235 240

Patentanspriiche

1. Rekombinante Nukleotidsequenz, die eine Verknlpfung von Nukleotiden, die fiir ein Speicherprotein der
Familie der Zeine codieren, umfal3t, dadurch gekennzeichnet, daf} sie weiterhin ein Oligonukleotid umfaft,
das aus der Reihe
a) Oligonukleotid, das mindestens eine Verknupfung, die fir ein Polypeptid der Formel (P — K)n, in der
—n eine ganze Zahl 2 oder darUber bedeutet,

— P einen Prolin-Aminosaurerest darstellt,

— K einen Lysin-Aminosaurerest darstellt,

das Zeichen ,~" eine Bindung zwischen den beiden Aminosaureresten, insbesondere eine peptidartige Bin-
dung, symbolisiert, wobei die n Einheiten (P — K) untereinander ebenfalls durch solche Bindungen, zum Bei-
spiel peptidartige Bindungen, gebunden sind, codiert, umfalt,

b) Oligonukleotid gemaR a), in dem n eine ganze Zahl 3 oder daruber, vorzugsweise 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 oder
15, bedeutet,

c¢) Oligonukleotid gemaf a) oder b), in dem die Sequenz der n Einheiten (PK) durch einen oder mehrere Ami-
nosaurereste, die von den Resten P oder K verschieden sind, unterbrochen ist,

d) Oligonukleotid gemaf a), b) oder c), das an seinem 5'- und/oder 3'-Ende durch ein oder mehrere Codons
vervollstandigt ist,

e) Oligonukleotid gemaR a), b), c) oder d), das an seinem 5'- und/oder 3'-Ende durch einen Lysinrest am N-ter-
minalen Ende des gebildeten Polypeptids vervollstandigt ist,

f) Oligonukleotid gemaR e), das fiir ein Polypeptid der Formel (P — K)n, der Formel K(P - K), oder der Formel
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2K(P - K), codiert,

stammt,

wobei das Oligonukleotid an einer Stelle der Nukleotidverknlipfung insertiert ist, die so gewahlt ist, dafy

— man durch die Expression der Nukleotidsequenz in einer bestimmten Pflanzenzelle ein modifiziertes Spei-
cherprotein der Familie der Zeine erhalt, das gleich oder ahnlich wie das normale Speicherprotein, das unter
den gleichen Bedingungen in der gleichen Zelle durch die entsprechende codierende Nukleotidverknupfung
exprimiert wirde, lokalisiert ist, und/oder

— das modifizierte Speicherprotein der Familie der Zeine, das von der rekombinanten Nukleotidsequenz codiert
wird, von gegen das entsprechende normale Speicherprotein erzeugten Antikérpern immunologisch erkannt
wird.

2. Rekombinante Nukleotidsequenz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal} das Oligonukleotid
am N- oder C-terminalen Ende der Nukleotidverkniipfung insertiert ist.

3. Rekombinante Nukleotidsequenz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} das Oligonukleotid an
den prolinreichen in Tandemanordnung wiederholten Sequenzen der Nukleotidverkniipfung insertiert ist.

4. Nukleotidsequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal} die Nukleotidver-
knUpfung fir das Mais-y-Zein codiert.

5. Nukleotidsequenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf die fir das Mais-y-Zein codierende
Nukleotidverknipfung der in Abb. 9 dargestellten Sequenz entspricht.

6. Nukleotidsequenz nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, da das Oligonukleotid an der
Stelle oder nach der Pro-X-Domane oder in der Pro-X-Domane, die im Mais-y-Zein natirlich vorkommt, inser-
tiert ist.

7. Rekombinante Nukleotidsequenz, dadurch gekennzeichnet, dal sie eine Nukleotidsequenz nach einem
der Anspriiche 1 bis 6 unter der Kontrolle eines ExpressionsPromotors umfaft.

8. Rekombinante Nukleotidsequenz nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dal sie sich bei dem Pro-
motor um einen fir ein bestimmtes Zellgewebe spezifischen Promotor, zum Beispiel um einen fiir die Expres-
sion in den Samenkdérnern und/oder in den Blattern von Pflanzen spezifischen Promotor, handelt.

9. Nukleotidsequenz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dal} es sich bei dem ExpressionsPromo-
tor um den des Mais-y-Zeins handelt.

10. Nukleotidsequenz nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf} es sich bei dem ExpressionsPro-
motor um den CaMV35S-Promotor handelt.

11. Nukleotidsequenz nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dal sie fir eines der
Polypeptide P20yZ oder H45yZ, die den in Abb. 11 bzw. 10 beschriebenen Sequenzen entsprechen, codiert.

12. Klonierungs- und/oder Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, dald er an einer fiir seine Replika-
tion nicht unbedingt erforderlichen Stelle eine Nukleotidsequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 11 umfaft.

13. Klonierungs- und/oder Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, da es sich um eines der Plasmi-
de pP20yZ (CNCMN [-1640) oder pH45yZ (CNCMNI-1639) handelt, oder dadurch, daf er ein fiir das in Abb. 3
dargestellte Polypeptid H30yZ codierendes Oligonukleotid, umfaft.

14. Polypeptid, das von einer Sequenz nach einem der Anspriche 1 bis 6 codiert wird.

15. An Lysin angereichertes modifiziertes Mais-y-Zein, dadurch gekennzeichnet, dal® es von der Nukleo-
tidsequenz nach Anspruch 5 codiert wird.

16. An Lysin angereichertes modifiziertes Mais-y-Zein, dadurch gekennzeichnet, da® seine Aminosaure-
sequenz mit mindestens einem Polypeptid der Formel (P — K)n oder der Formel K — (P — K)n, in der
— n eine ganze Zahl 2 oder darUber bedeutet,
— P einen Prolin-Aminosaurerest darstellt,
— K einen Lysin-Aminosaurerest darstellt,
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— das Zeichen ,~" eine Bindung zwischen den beiden Aminosaureresten, insbesondere eine peptidartige Bin-
dung, symbolisiert, wobei die n Einheiten (P — K) untereinander ebenfalls durch solche Bindungen, zum Bei-
spiel peptidartige Bindungen, gebunden sind,

modifiziert ist,

wobei das Polypeptid der Formel (P — K)n oder K(P — K)n so in die Aminosaduresequenz des normalen
Mais-y-Zein insertiert ist, da®

—wenn das lysinreiche modifizierte y-Zein in einer Wirtszelle, insbesondere einer Pflanzenzelle produziert wird,
es auf gleiche oder ahnliche Weise wie das normale Mais-y-Zein, das unter den gleichen Bedingungen in der
gleichen Wirtszelle produziert wirde, lokalisiert ist, und/oder

— das modifizierte Mais-y-Zein von gegen das normale Mais-y-Zein gerichteten Antikdrpern erkannt wird.

17. An Lysin angereichertes modifiziertes Mais-y-Zein nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dal}
durch dieses Polypeptid eine in normalem Mais-y-Zein naturlich vorhandene prolinreiche in Tandemanordnung
wiederholte Sequenz ersetzt wird.

18. An Lysin angereichertes modifiziertes Mais-y-Zein nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, da®
das Polypeptid unter Deletion von einer oder mehreren Aminosauren einer prolinreichen in Tandemanordnung
wiederholten Sequenz des normalen y-Zeins insertiert ist.

19. An Lysin angereichertes modifiziertes Mais-y-Zein nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, da®
das Polypeptid einer prolinreichen in Tandemanordnung wiederholten Sequenz des normalen y-Zeins hinzu-
geflgt ist.

20. An Lysin angereichertes modifiziertes Mais-y-Zein nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daf}
das Polypeptid in den N- oder C-terminalen Teil der Aminosauresequenz des normalen Mais-y-Zeins insertiert
ist.

21. Modifiziertes Mais-y-Zein nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dal es sich um das Protein
P20yZ, Abb. 11, oder das Protein H30yZ, Abb. 3, oder das Protein H45yZ, Abb. 10, handelt.

22. Rekombinante Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daf} sie eine Nukleotidsequenz nach einem der
Anspriche 1 bis 11 umfalt.

23. Wirtszelle nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da® es sich um ein Bakterium, z.B. um E. coli
oder Agrobacterium tumefaciens, handelt.

24. Wirtszelle nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daR es sich um eine pflanzliche Zelle handelt.

25. Wirtszelle nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daR es sich um eine Pflanzensamenzelle han-
delt.

26. Wirtszelle nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dalk es sich um eine Maissamen-Endosperm-
zelle handelt.

27. Wirtszelle nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daf sie eine Nukleotidsequenz nach Anspruch
5 stabil in ihr Genom integriert enthalt.

28. Wirtszelle nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dal} sie ein lysinreiches modifiziertes
Mais-y-Zein nach einem der Anspriiche 16 bis 21 produziert.

29. Wirtszelle nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dafl} es sich um eine Soja-, Sonnenblumen-,
Tabak-, Weizen-, Hafer-, Luzerne-, Reis-, Raps-, Arabidopsis- oder Maiszelle handelt.

30. Samen, die ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 16 bis 21 produzieren.
31. Pflanze, die ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 16 bis 21 produziert.
32. Pflanze nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dal} es sich um Mais handelt.

33. Samen, die ein modifiziertes Polypeptid exprimieren und die von Pflanzen nach Anspruch 31 oder 32
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erhalten werden.

34. Verwendung eines Oligonukleotids, das aus der Reihe:
a) Oligonukleotid, das mindestens eine Verknupfung, die fir ein Polypeptid der Formel (P — K) n, in der
—n eine ganze Zahl 2 oder darUber bedeutet,
— P einen Prolin-Aminosaurerest darstellt,
— K einen Lysin-Aminosaurerest darstellt,
das Zeichen ,~" eine Bindung zwischen den beiden Aminosaureresten, insbesondere eine peptidartige Bin-
dung, symbolisiert, wobei die n Einheiten (P — K) untereinander ebenfalls durch solche Bindungen, zum Bei-
spiel peptidartige Bindungen, gebunden sind,
codiert, umfaldt,
b) Oligonukleotid gemaf a), in dem n eine ganze Zahl 3 oder daruber, vorzugsweise 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 oder
15, bedeutet,
c¢) Oligonukleotid gemaf a) oder b), in dem die Sequenz der n Einheiten (PK) durch einen oder mehrere Ami-
nosaurereste, die von den Resten P oder K verschieden sind, unterbrochen ist,
d) Oligonukleotid gemaR a), b) oder c¢), das an seinem 5'- und/oder 3'-Ende durch ein oder mehrere Codons
vervollstandigt ist,
e) Oligonukleotid gemaf a), b), c) oder d), das an seinem 5'- und/oder 3'-Ende durch einen Lysinrest am N-ter-
minalen Ende des gebildeten Polypeptids vervollstandig ist,
f) Oligonukleotid gemaR e), das fiir ein Polypeptid der Formel (P — K)n, der Formel K(P - K), oder der Formel
2K(P - K), codiert,
stammt,
zur Gewinnung eines an Lysin angereicherten Speicherproteins aus der Familie der Zeine.

35. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen oder Samen, die ein modifiziertes Speicherprotein aus der Fa-
milie der Zeine exprimieren, dadurch gekennzeichnet, daf} es die folgenden Schritte umfalfit
a) Transformation einer Pflanzenzelle mit einer Nukleotidsequenz nach einem der Anspriche 1 bis 11 oder ei-
nem Vektor nach einem der Anspriiche 12 oder 13 unter Bedingungen, die die stabile und funktionelle Expres-
sion des von der Nukleotidsequenz codierten modifizierten Speicherproteins gestatten;
b) Regeneration von Pflanzen aus der transformierten Pflanzenzelle aus Schritt a) zur Gewinnung von Pflan-
zen, die das modifizierte Speicherprotein exprimieren, sowie
¢) gegebenenfalls Gewinnung von Samen von in Schritt b) gewonnenen modifizierten Pflanzen.

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dal} es sich bei der Pflanze um Mais und bei
dem Speicherprotein um y-Zein handelt.

Es folgen 17 Blatt Zeichnungen

36/53



DE 697 35580 T2 2007.02.01

Anhangende Zeichnungen

pP20yZ
1 Pst I

ke Sal- I Sph 1

P20 yZ
P35S 1355
tacZ
laci

Abbildung 1
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pH45yZ
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T3 | T7
LacZ
LacZ
f1
r
Amp
Abbildung 2
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Abbildung 7
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Y- Zein

10 20 30 40 50 60

| | | | | i
ATGAGGGTGTTGCTCGTTGCCCTCGCTCTCCTGGCTCTCGCTGCGAGCGCCACCTCCACG
M RV I L VAL ALTLALAASATST

70 80 90 100 110 120

| | | 1 l |
CATACAAGCGGCGGCTGCGGCTGCCAGCCACCGCCGCCGGTTCATCTACCGCCGCCGRTG
H T S 6 6 CGC QP PP PV HL P P P v

130 140 150 160 170 180

| I I | I !
CATCTGCCACCTCCGGTTCACCTGCCACCTCCGGTGCATCTCCCACCGCCGGTCCACCTG
K L P PPV HULPUPUZPVUHLUZPUPUPVHIL

190 200 210 220 230 240

I | ! ! ! l

CCGCCGCCGGTCCACCTGCCACCGCCGGTCCATGTGCCGCCGCCGGTTCATCTGCCGCCG
P PPV HL P P PV HV P P PV HL P P

250 260 270 280 290 300

| ! ! | | I

CCACCATGCCACTACCCTACTCAACCGCCCCGGCCTCAGCCTCATCCCCAGCCACACCCA
P P CHY P TOQUPPRUPQUPHUPQ P H P

310 320 330 340 350 360

! | | ] I I

TGCCCGTGCCAACAGCCGCATCCAAGCCCGTGCCAGCTGCAGGGAACCTGCGGCGTTGGE
C P C QQP HP S PCOQLGQGTTCGV G

370 380 390 400 410 420

| | [ | l l
AGCACCCCGATCCTGGGCCAGTGCGTCGAGTTTCTGAGGCATCAGTGCAGCCCGACGGCE
§$ TPILGQECVETFLRUHQQCSUPTA

430 440 450 460 470 480

! I I | ! I
ACGCCCTACTGCTCGCCTCAGTGCCAGTCGTTGCGGCAGCAGTGTTGCCAGCAGCTCAGG
T P Y C S P Q CQ S L RQOQCTCOQOUL R

490 500 510 520 530 340

| I l - ! l
CAGGTGGAGCCGCAGCACCGGTACCAGGCGATCTTCGGCTTGGTCCTCCAGTCCATCCTG
Q VEPQHRYQQAITFGLVLIQSTIIL

550 560 570 580 590 600

] | | | | |
CAGCAGCAGCCGCAAAGCGGCCAGGTCGCGGGGCTGTTGGCGGCGCAGATAGCGCAGCAA
Q Q QP Q S 6 Q VAGLILAAGQTIM ARQSOQ

Abbildung 9

44/53



DE 697 35580 T2 2007.02.01

610 620 630 640 650 660

| I I [ | |
CTGACGGCGATGTGCGGCCTGCAGCAGCCGACTCCATGCCCCTACGCTGCTGCCGGCGGT
L TAMTCGULOQOQZPTU®PCEPYAHA RAMAM€MGCE

670

|
GTCCCCCACTGA
Vv P B -

Abbildung 9 (Fortsetzung)
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H45vy Z
10 20 30 40 50 60
I I | | I |
ATGAGGGTGTTGCTCGTTGCCCTCGCTCTCCTGGCTCTCGCTGCGAGCGCCACCTCCACG
M RVUILILVATLALTLALA AASATST

70 80 50 100 110 120

I ! ! | ! |
CATACAAGCGGCGGCTGCGGCTGCCAGCCACCGCCGCCGGTTCATCTACCGCCGCCGGTG
H T S G GC G C Q P PP P V HL PP PV

130 140 150 160 170 180

! I | | I ]
CATCTGCCACCTCCGGTTCACCTGCCACCTCCGGTGCATCTCCCACCGCCGGTCCACCTG
H L P P PV HL P P P V H L P P P V HL

190 200 210 220 230 240

! I l l | l

CCGCCGCCGGTCCACCTGCCACCGCCGGTCCATGTGCCGCCGCCGGTTCATCTGCCGCCG
P PPV HL P PPV HV P P PV HL PP

250 260 270 280 290 300

! | | I | |

CCACCATGCCACTACCCTACTCAACCGCCCCGGATCGAATTCAAACCAAAGCCARAGCCG
P P CH Y PTOQPUPRTIETFIKU®PIKU®PKF?EP

310 320 330 340 350 360

| I | I | |
AAGCCAAAAGAATTCAAACCAAAGCCAAAGCCGAAGCCAARAGAATTCCTGCAGCCCCTG
K P K EF KP KPKZPIKTZPIKETFTULQZPL

370 380 390 400 410 4290

I I ! ] | |

CAGGGAACCTGCGGCGTTGGCAGCACCCCGATCCTGGGCCAGTGCGTCGAGTTTCTGAGE
Q 6 T CGV 6 S TU?PIUL GQCV ETFTULR

430 440 450 460 470 480

| ! | ! I I
CATCAGTGCAGCCCGACGGCGACGCCCTACTGCTCGCCTCAGTGCCAGTCGTTGCGGCAG
H QC S ?» TATUPYCS P QCQ S L RQ

490 500 510 520 530 540

I [ | | ! I
CAGTGTTGCCAGCAGCTCAGGCAGGTGGAGCCGCAGCACCGGTACCAGGCGATCTTCGGE |
Q CC Q QL RQVEUPQHIRYOQAITFG

550 560 570 . 580 590 600

I I I ! | !
TTGGTCCTCCAGTCCATCCTGCAGCAGCAGCCGCAAAGCGGCCAGGTCGCGGGGCTGTTG
L V1L Q 5 I L @ Q @ P Q@ S G Q V AGIULL

610 620 630 640 650 660

| I | ! | I
GCGGCGCAGATAGCGCAGCAACTGACGGCGATGTGCGGCCTGCAGCAGCCGACTCCATGC

A A QI AQQLTAMECGIULOQQEZPTU®PSC
Abbildung 10
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670 €80 690

| ! |
CCCTACGCTGCTGCCGGCGGTGTCCCCCACTGA
P Y AA ARG GV P H -

Abbildung 10 (Fortsetzung)
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P20 yz
10 20 30 40 50 60
! I ! | ! |
ATGAGGGTGTTGCTCGTTGCCCTCGCTCTCCTGGCTCTCGCTGCGAGCGCCACCTCCACG
M RV ULLVALALTLATLAASA ATST

70 80 50 100 110 120

| | | I ] I
CATACAAGCGGCGGCTGCGGCTGCCAGCCACCGCCGCCGGTTCATCTACCGCCGCCGGTG
H T S 6 66 C G CQ P P P PV HL P P PV

130 140 150 160 170 180

| I ! I I |
CATCTGCCACCTCCGGTTCACCTGCCACCTCCGGTGCATCTCCCACCGCCGGTCCACCTG
HL P PPV EHEL P PPV HLUPP PV HL

190 200 210 220 230 240

[ I I ! ! {

CCGCCGCCGGTCCACCTGCCACCGCCGGTCCATGTGCCGCCGCCGGTTCATCTGCCGCCG
P PPV HL PP PV HV PP PV HL PP

250 260 270 280 290 300

I I ! | I |

CCACCATGCCACTACCCTACTCAACCGCCCCGGCCTCAGCCTCATCCCCAGCCACACCCA
P P CHY P T QP PR P QP H P QP HP

310 320 330 340 350 360

! | ! ! | I

TGCCCGTGCCAACAGCCGCATCCAAGCCCGTGCCAGATCGAATTCAAACCARAAGCCAAAG
C P CQ QP HP S P CQIETFKPIKPK

370 380 390 400 410 420

| | | ! ! i

CCGAAGCCARAAGAATTCCTGCAGCCCCTGCAGGGARCCTGCGGCGTTGGCAGCACCCCG
P K P K EFLQUPULQ@GTO CGV G S T P

430 440 450 460 470 480

i | | | I !
ATCCTGGGCCAGTGCGTCGAGTTTCTGAGGCATCAGTGCAGCCCGACGGCGACGCCCTAC
I L66Q CVEFULRHQCSU?PTA ATUPY

490 500 510 520 530 540

} I | I | |

TGCTCGCCTCAGTGCCAGTCGTTGCGGCAGCAGTGTTGCCAGCAGCTCAGGCAGGTGGAG
C 8§ P Q CQ S L RQQCCOQOQL RQVE

550 560 570 580 590 600

I | I | I (
CCGCAGCACCGGTACCAGGCGATCTTCGGCTTGGTCCTCCAGTCCATCCTGCAGCAGCAG
P Q HRY QATI F GLVLIOQSTIIULOQOQOQ

610 620 630 640 650 660

I | | I I I
CCGCAAAGCGGCCAGGTCGCGGGGCTGTTGGCGGCGCAGATAGCGCAGCAACTGACGGCG
P Q 5SS G Q VAGILTLARARAQTIARQOQLTA
Abbildung 11 :
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! I i I | |
ATGTGCGGCCTGCAGCAGCCGACTCCATGCCCCTACGCTGCTGCCGGCGGTGTCCCCCAC
M CG6G L Q QP TP CP YA AW AG GGV PR

TGA

Abbildung 11 (Fortsetzung)
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Abbildung 14
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