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Beschreibung
QUERVERWEIS AUF VERWANDTE ANMELDUNGEN

[0001] Diese Anmeldung nimmt die Prioritat der am 30. September 1996 eingereichten Patentanmeldung mit
der Seriennumer 60/026,855 in Anspruch.

ALLGEMEINER STAND DER TECHNIK
Polysaccaridenzyme

[0002] Sowohl prokaryontische als auch eukaryontische Zellen verwenden Polysaccaridenzyme als Spei-
cherstoff. In der prokaryontischen Zelle ist Glycogen der wichtigste Speicherstoff. Obwohl Glykogen eine Ahn-
lichkeit mit der Starke, die in den meisten GefalRpflanzen auftritt, aufweist, verfligt es tber unterschiedliche Ket-
tenlangen und Polymerisationsgrade. In manchen Pflanzen wird Starke als wichtigstes Speicherpolysaccharid
verwendet. Starke wird in verschiedenen Geweben der starkehaltigen Pflanze gespeichert. Starke besteht in
den meisten Fallen aus zwei Komponenten, ndmlich einerseits Amylose und andererseits Amylopectin. Amy-
lose besteht aus linear angeordenten Glycanen und Amylopektin aus verzweigten Glycanketten. Typische
Starke weist ein Verhaltnis von 25% Amylose zu 75% Amylopektin auf. Unterschiede im Amylose:Amylopek-
tin-Verhaltnis in einer Pflanze kdnnen die Eigenschaften der Starke beeinflussen. Aullerdem weisen Starken
aus unterschiedlichen Pflanzen haufig unterschiedliche Eigenschaften auf. Es scheint, da sich Maisstarke
und Kartoffelstarke aufgrund des Vorhandenseins bzw. Fehlens von Phosphatgruppen unterscheiden. Die Ei-
genschaften von Starke unterschiedlicher Pflanzen unterscheiden sich auf Grund von Mutationen, die in das
pflanzliche Genom eingeflihrt worden sind. Mutierte Starken sind gut aus Mais, Reis und Erbsen und derglei-
chen bekannt.

[0003] Die Veranderungen bei den Verzweigungen der Starke oder dem Verhaltnis der Starkekomponenten
fuhren zur unterschiedlichen Starkeeigenschaft. Eine Eigenschaft der Starke ist die Bildung von Starkekérnern,
die insbesondere in Blattern, Wurzeln, Knollen und Samen gebildet werden. Diese Kérner werden wahrend der
Starkesynthese gebildet. Gewisse Starkesynthasen, insbesondere die starkekorngebundene Starkesynthase,
die I6slichen Starkesynthasen und die Verzweigungsenzyme, sind Proteine, die innerhalb des Starkekorns bei
dessen Bildung "eingekapselt" werden.

[0004] Die Verwendung von cDNA-Klonen von tierischen und bakteriellen Glycogensynthasen sind in der in-
ternationalen Patentanmeldung mit der Verdffenlichungsnummer W094/09144 beschrieben. Die Nukleotid-
und Aminosauresequenzen der Glycogensynthase sind aus der Literatur bekannt. So kann man die Nukleo-
tidsequenz fir das glgA/Gen aus E. coli, das fir die Glycogensynthase codiert, aus der Datei GenBank/EMBL
(SWISSPORT) unter der Zugangsnummer J02616 (Kumar et al., 1986, J. Biol. Chem., 261: 16256-16259) ent-
nehmen. Strukturgene fir das Glycogen-Biosyntheseenzym aus E. coli wurden auch von Okita et al. (1981, J
Biol. Chem. 256(13): 6944-6952 kloniert.

[0005] Das Glycogensynthasestrukturgen glgA wurde von Leung et al. (1987, J. Bacteriol., 169(9):
4349-4354) aus Salmonella thyphimurium LT2 kloniert. Die Sequenzen der Glycogensynthase aus Skelett-
muskel des Kaninchens (Zhang et al., 1989, FASER J., 3: 2532-2536) und menschlichem Muskel (Browner et
al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 1443-1447) sind ebenfalls bekannt.

[0006] Uber die Verwendung von cDNA-Klonen von pflanzlichen 18slichen Starkesynthasen ist berichtet wor-
den. Die Aminosauresequenzen der l6slichen Starkesynthase aus der Erbse mit den Isoformen | und |l wurden
von Dry et al. (1991, Plant Journal, 2: 193202) verdffentlicht. Die Aminosauresequenz der |6slichen Starkesyn-
thase aus Reis (soluble starch synthase = SSTS) wurde von Baba et al. (1993, Plant Physiology) beschrieben.
Die letztgenannte Sequenz (Reis-SSTS) zitiert falschlich die N-terminale Sequenz und ist daher irrefihrend.
Dies beruht vermutlich auf einem Extraktionsfehler, bei dem ein Proteaseabbau stattgefunden hat, oder einer
anderen inharenten Labilitat in dem extrahierten Enzym. Die richtige N-terminale Sequenz (die mit AELSR be-
ginnt) liegt in der sogenannten Transitpeptidsequenz der Reis-SSTS vor.

[0007] Die Sequenz des Verzweigungsenzyms | aus Mais wurde von Baba et al., 1991, BBRC, 181: 8794,
untersucht. Das Starkeverzweigungsenzym Il aus Maisendosperm wurde von Fisher und Shrable (1993, Plant
Physiol., 102: 10451046) untersucht. Uber die Verwendung von cDNA-Klonen von pflanzlichen, bakteriellen
und tierischen Verzweigungsenzymen ist berichtet worden. Die Nukleotid- und Aminosauresequenzen fir bak-
terielle Verzweigungsenzyme (BE) sind aus der Literatur bekannt. So haben zum Beispiel Kiel et al. das Ver-
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zweigungsenzym glgB aus Cyanobacterium synechococcussp PPC7942 (1989, Gene (Amst), 78(1): 918) und
aus Bacillus stearothermophilus (Kiel et al., 1991, Mol. Gen. Genet., 230(12): 136-144) kloniert. Die Gene glc3
und ghal aus S. cerevisiae sind Allele und codieren fur das Glycogenverzweigungsenzym (Rowen et al., 1992,
Mol. Cell Biol. 12(1): 22-29). Matsumomoto et al. haben an dem Glycogenverzweigungsenzym aus Neurospo-
ra crassa (1990, J. Biochem., 170: 118-122) geforscht. Die GenBank/EMBL enthalt auch Sequenzen fir das
glgB-Gen aus E. coli, das fir Verzweigungsenzym codiert.

[0008] Die Starkesynthase (EC 2.4.1.11) verlangert Starkemolekiile und soll sowohl auf Amylose als auch auf
Amylopektin einwirken. Eine Starkesynthase (STS)-Aktivitat findet sich in Assoziation sowohl mit den Grana
als auch im Stroma des Plastiden. Die Kapazitat des Enzyms gebundene Starkesynthase fiir die Assoziation
von Starke ist gut bekannt. Es ist nun bekannt, daf} verschiedene Enzyme, die an der Starkebiosynthese be-
teiligt sind, unterschiedliche Bindungsaffinitdten, wie dies von Mu-Forster et al. (1996, Plant Phys. 111:
821-829) beschrieben wurde, aufweisen. Die Aktivitat der starkekorngebundenen Starkesynthase (granu-
le-bound starch synthase, (GBSTS) ist stark mit dem Produkt des waxy-Gens korreliert (Shure et al., 1983, Cell
35:225-233). Es wurde gezeigt, dal die Amylosesynthese in verschiedenen Arten wie Mais, Reis und Kartoffel
von der Expression dieses Gens abhangt (Tsai, 1974, Biochem Gen 11: 83-96; Hovenkamp-Hermelink et al.,
1987, Theor. Appl. Gen 75: 217-221). Visser et al. beschrieben die molekulare Klonierung und teilweise Cha-
rakterisierung des Gens fiir die starkekorngebundene Starkesynthase aus der Kartoffel (1989, Plant Sci. 64(2):
185192). Visser et al. haben auch die Hemmung der Expression des Gens fir die starkekorngebundene Star-
kesynthase in der Kartoffel durch Antisense-Konstrukte beschrieben (1991, Mol. Gen. Genet. 225(2): 289296).

[0009] Nach den bahnbrechenden Arbeiten von Frydman und Cardini (Frydman und Cardini, 1964, Biochem.
Biophys. Res. Communications 17: 407-411) sind die anderen STS-Enzyme aus lI6slicher Starkesynthase be-
kannt geworden. In jingster Zeit ist jedoch der Begriff "l0slich" angesichts von Entdeckungen, daf} diese En-
zyme mit dem Korn assoziiert sind, jedoch auch in der I6slichen Phase vorliegen, in Frage gestellt worden (De-
nyer et al., 1993, Plant J. 4: 191-198, Denyer et al., 1995, Planta 97: 57-62; Mu-Forster et al., 1996, Plant Phy-
siol. 111: 821-829). Es wird allgemein angenommen, dal} die Amylopektinbiosynthese die Wechselwirkung
von l8slichen Starkesynthasen und Starkeverzweigungsenzymen beinhaltet. Unterschiedliche Isoformen der
I6slichen Starkesynthase sind in der Erbse (Denyer und Smith, 1992, Planta 186: 609-617; Dry et al., 1992,
Plant Journal, 2. 193-202), in der Kartoffel (Edwards et al., 1995, Plant Physiol. 112: 89-97; Marshall et al.,
1996, Plant Cell 8, 1121-1135) sowie in Reis (Baba et al., 1993, Plant Physiol. 103: 565-573) identifiziert und
kloniert worden, wahrend es scheint, daf? die Gerste multiple Isoformen enthalt, von denen einige mit dem Star-
keverzweigungsenzym assoziiert sind (Tyynela und Schulman, 1994, Physiol. Plantarum 89: 835-841). Eine
Eigenschaft, die den STS-Klonen gemeinsam ist, ist das Vorhandensein einer KXGGLGDV-Konsensus Se-
quenz, von der angenommen wird, daB sie die ADP-Glc-Bindungsstelle des Enzyms darstellt (Furukawa et al.,
1990, J Biol. Chem. 265: 2086-2090; Furukawa et al., 1993, J. Biol. Chem. 268: 23837-23842).

[0010] In Mais sind zwei I6sliche Formen der STS, die als Isoform | und Isoform Il bekannt sind, identifiziert
worden (Macdonald und Preiss, 1983, Plant Physiol. 73: 175-178, Boyer und Preiss, 1978, Carb. Res. 61:
331-334, Pollock und Preiss, 1980, Arch Biochem. Biophys. 204: 578-588; Macdonald und Preiss, 1985 Plant
Physiol. 78: 849-852; Dang und Boyer, 1988, Phytochemistry 27: 1255-1259; Mu et al., 1994, Plant J. 6:
151-159), es sind jedoch keine dieser beiden Isoformen kloniert worden. In jungster Zeit wurde die STSI-Akti-
vitat des Maisendosperms mit einem 76 kDA grof3en Polypeptid, das sowohl in I6slichen als auch in starke-
kornassoziierten Fraktionen auftritt, korreliert (Mu et al., 1994, Plant J. 6: 151-159). Die Polypeptididentitat der
STSIl ist nach wie vor unbekannt. Die STSI und Il weisen unterschiedliche Enzymcharakteristika auf. Die STSI
weist eine primerunabhangige Aktitivat auf, wahrend die STSII einen Glycogen-Primer erfordert, um den Gly-
cosyltransfer zu katalysieren. Es wurde berichtet, dal’ die I6slichen Starkesynthasen einen hohen Stromkon-
trollkoeffizienten fir die Starkeablagerung (Jenner et al., 1993, Aust. J. Plant Physiol. 22: 703-709, Keeling et
al., 1993, Planta 191: 342-348) und bei erhéhten Temperaturen ungewdhnliche kinetische Eigenschaften auf-
weisen (Keeling et al, 1995, Aust. J Plant Physiol. 21 807-827). Die jeweiligen Isoformen in Mais weisen so-
wohl bezuglich der Temperaturoptima als auch der Temperaturstabilitat wesentliche Unterschiede auf.

[0011] Sequenzen der pflanzlichen Starkesynthase (und der Glycogensynthase aus E. coli) beinhalten die
Sequenz KTGGL, von der bekannt ist, da® sie die ADPG-Bindungsdomane darstellt. Die Gene fir ein beliebi-
ges Starkesynthaseprotein dieser Art kdnnen in erfindungsgemafen Konstrukten eingesetzt werden.

[0012] Das Verzweigungsenzym [a1,4DGlycan: a1,4DGlycan 6D(a1,4DGlycano)transferase (E.C.2.4.1.18)],
das manchmal Q-Enzym genannt wird, wandelt Amylose in Amylopektin um. Ein Abschnitt einer
a1,4DGlycankette Uber bakterielle Verzweigungsenzymgene und pflanzliche Sequenzen ist berichtet worden
(Reisendosperm: Nakamura et al., 1992, Physiologia Plantarum, 84: 329-335 und Nakamura und Yamanou-
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chi, 1992, Plant Physiol., 99: 1265-1266; Erbse: Smith, 1998, Planta, 175: 270-279 und Bhattacharyya et al.,
1989, J. Cell Biochem., Suppl. 13D: 331; Maisendosperm: Singh und Preiss, 1985, Plant Physiology, 79:
34-40; VosScherperkeuter et al., 1989 Plant Physiology, 90: 75-84, Kartoffel: Kossmann et al., 1991, Mol. Gen.
Genet., 230(12): 39-44; Cassava: Salehuzzaman und Vissar, 1992, Plant Mol Biol, 20: 809-819).

[0013] Aufdem Gebiet der Polysaccharidenzyme existieren Berichte Uber Vektoren fir die Beeinflussung der
Modifikation im Starkebiosyntheseweg von Pflanzen dadurch, da® man verschiedene Starkesynthesegene in
verschiedenen Pflanzenarten einsetzt. Es ist gut bekannt, daR einige dieser Polysaccharidenzyme an Cellulo-
se oder Starke bzw. Glycogen binden. Ein spezifisches typisches Beispiel fir die Verwendung eines Polysac-
charidenzyms zeigt die Verwendung von Glycogenbiosyntheseenzymen fir die Modifikation von pflanzlicher
Starke. In dem an Shewmaker ausgegebene US-Patent Nr. 5,349,123 wird ein Vektor gelehrt, der DNA fir die
Bildung von Glycogenbiosyntheseenzyme innerhalb von pflanzlichen Zellen enthalt. Dieses Patent bezieht
sich spezifisch auf die Veranderungen in Kartoffelstarke aufgrund der Einfiihrung dieser Enzyme. Uber andere
Starkesynthesegene und ihre Verwendung ist ebenfalls berichtet worden.

Hybridpeptide (Fusionspeptide)

[0014] Hybridproteine (auch "Fusionsproteine" genannt) sind Polypeptidketten, die aus zwei oder mehr Pro-
teinen, die miteinander zu einem einzigen Polypeptid fusioniert sind, bestehen. Haufig ist eines der Proteine
ein Ligand, der an eine spezifische Rezeptorzelle bindet. Vektoren, die fur Fusionspeptide codieren, werden in
ersten Linie dazu verwendet, um heterologe Proteine durch Fermentation von Mikroorganismen zu produzie-
ren. Die produzierten Fusionsproteine kbnnen dann mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden. Der
Bindungsteil von einem der Polypeptide wird dazu verwendet, um das Hybridpolypeptid an eine Affinitatsmatrix
anzuheften. So kénnen zum Beispiel Fusionsproteine mit beta-Galactosidase gebildet werden, die an eine
Saule gebunden werden kdnnen. Dieses Verfahren ist fir die Bildung von Virus-Antigenen eingesetzt worden.

[0015] Eine weitere Verwendung besteht darin, eines der Polypeptide des Hybridpolypeptids zu gewinnen.
Fir die Spaltung des fusionierten Peptids sind chemische und biologische Methoden bekannt. Fiir die Abspal-
tung der Peptide kann ein niedriger pH-Wert eingesetzt werden, wenn eine saurelabile Aspartyl-Prolin-Bindung
zwischen den Peptiden eingesetzt werden kann und die Peptide nicht von der Saure angegriffen werden. Hor-
mone sind mittels Cyanobromid gespalten worden. Weiterhin wurde ber Spaltung durch ortsspezifische Pro-
teolyse berichtet. Weitere Verfahren der Proteinaufreinigung wie die lonenchromatographie sind durch die Ver-
wendung von Polyarginin-Schwanzen verbessert worden, die die Gesamtbasizitat des Proteins erhdhen, wo-
durch die Bindung an lonenaustauschsaulen geférdert wird.

[0016] Verschiedene Patente haben Verbesserungen bei Verfahren zur Herstellung von Hybridpeptiden oder
spezifischen Hybridpeptiden, die spezifischen Verwendungszwecken dienen, umrissen. Das an Pastan et al.
ausgegebene US-Patent umreil3t eine Verbesserung von Hybridproteinen. In diesem Patent wird iber einen
ringfdrmig permutierten Ligangen als Teil des Hybridpeptids berichtet. Dieser Ligang weist eine Spezifitdt und
gute Bindungsaffinitat auf. Uber eine weitere Verbesserung bei Hybridproteinen wird in dem an Kuliopulos aus-
gegebenen US-Patent Nr. 5,648,244 berichtet. Dieses Patent beschreibt ein Verfahren zur Herstellung eines
Hybridpeptids mit einem Tragerpeptid. Diese Nukleinsaureregion erzeugt, wenn sie von einer Restriktionsen-
donuklease erkannt wird, ein nichtpalindromartiges Uberstehendes Ende mit 3 Basen. Dieses gestattet die
Spaltung des Vektors.

[0017] Uber ein Beispiel fiir ein spezifisch adressiertes Hybridprotein wird in dem US-Patent 5,643,756 be-
richtet. Dieses Patent berichtet Gber einen Vektor flr die Expression von glycosylierten Proteinen in Zellen. Die-
ses Hybridprotein ist fir eine Verwendung in der richtigen Immunreaktivitat von HIV gp120 adaptiert. Die Iso-
lation von gp120-Domanen, die stark glycosyliert sind, wird durch diesen Vektor, Uber den berichtet wurde, ver-
bessert.

[0018] In den US-Patenten 5,202,247 und 5,137,819 werden Hybridproteine mit Polysaccharidbindungsdo-
manen sowie Verfahren und Zusammensetzungen fir die Herstellung von Hybridproteinen, die zur Bindung an
eine Polysaccharidmatrix fahig sind, diskutiert. Das US-Patent 5,202,247 lehrt spezifisch ein Hybridprotein,
das eine Cellulasebindungsregion mit einem interessierenden Peptid verknlipft. In dem Patent wird beschrie-
ben, dal’ das Hybridprotein nach Expression in einem bakteriellen Wirt durch Affinitdtschromatographie an Cel-
lulose aufgereinigt werden kann.

[0019] Die Entwicklung von gentechnischen Verfahren hat es erméglicht, Gene von verschiedenen Organis-
men und Pflanzen in andere Organismen oder Pflanzen einzufihren. Obwohl Starke friher mittels Transfor-
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mation und Mutagenese verandert worden ist, besteht noch immer ein Bedarf an einer weiteren Modifikation
von Starke. Zu diesem Zweck sind Vektoren erwiinscht, die die Verkapselung von gewinschten Aminosauren
oder Peptiden innerhalb der Starke, spezifisch innerhalb der Starkekérner, erméglichen. Die entstandene Star-
ke ist modifiziert, und das Gewebe der Pflanze mit dem Vektor ist modifiziert.

DARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0020] Die vorliegende Erfindung stellt ein rekombinantes Nukleinsaurekonstrukt, das einen Promoter, der
dahingehend adaptiert ist, da® er die Expression eines interessierenden Polypeptids in einem starkehaltigen
Gewebe einer Pflanze wahrend der Starkesynthese beeinflulit, eine Nukleinsaure, die fiir ein Transitpeptid co-
diert, das das interessierende Polypeptid zu einem Amyloplasten zu transportieren vermag, eine Nukleinsaure,
die fur eine starkebindende Region codiert, eine Nukleinsaure, die fir das interessierende Polypetid codiert;
sowie eine Terminatorsequenz umfalt, bereit, wobei das Konstrukt die Expression eines Hybridpolypeptids,
das die starkebindende Region und das interessierende Polypeptid umfalit, steuert, wobei das Hybridpolypep-
tid innerhalb von Starke der Pflanze eingekapselt ist.

[0021] Die Erfindung stellt auRerdem einen Expressionsvektor, der das rekombinante Nukleinsdurekonstrukt
umfaldt; eine Pflanzenzelle, die mit dem Konstrukt transformiert ist und die das in einem Amyloplasten verkap-
selte Hybridpolypeptid zu exprimieren vermag; eine aus der Pflanzenzelle regenerierte Pflanze; einen Samen
der Pflanze, der das Konstrukt umfaft und das in Starke verkapselte Hybridpolypeptid zu exprimieren vermag;
sowie eine modifizierte Starke, die das von dem Samen abstammende Hybridpolypeptid umfalyt, bereit.

[0022] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Hybridpolypeptid bereit, das von den erfindungsgemafen re-
kombinanten Nukleinsaurekonstrukten codiert wird und das eine starkebindende Region (SBR) von einem
starkebindenden Enzym in Fusion mit einem "Payload"-Polypeptid, das bezlglich dieser starkebindenden Re-
gion nicht endogen ist, d. h. das nicht naturlich an die starkebindende Region gebunden vorkommt, umfafit.
Das Hybridpolypeptid eignet sich zur Herstellung von modifizierten Starken, die das "Payload"-Polypeptid um-
faldt. Solche modifizierten Starken kdnnen dazu eingesetzt werden, um mit gewissen Aminosauren angerei-
cherte Kérnerfutter bereitzustellen. Solche modifizierten Starken eignen sich auch fur die Bereitstellung von
Polypeptiden wie Hormonen und sonstigen Medikamenten (z. B. Insulin) in starker verkapselter Form zwecks
Resistenz gegenlber Abbau durch Magensauren. Die Hybridpolypeptide eignen sich auch fur die Herstellung
der "Payload"-Polypeptide in leicht aufgereinigter Form. So kénnen zum Beispiel solche Hybridpolypeptide, die
in Kérnern hergestellt werden, aus den modifizierten Starken, mit denen sie assoziiert sind, durch fachbekann-
te Techniken isoliert und aufgereinigt werden.

[0023] Der Begriff "Polypeptid" bedeutet im vorliegenden Zusammenhang eine Vielzahl von identischen oder
unterschiedlichen Aminosauren und umfal3t auch die Proteine.

[0024] Der Begriff "Hybridpolypeptid" bedeutet ein Polypeptid, das aus Peptiden oder Polypeptiden von min-
destens zwei verschiedenen Ausgangsmaterialien aufgebaut ist, z. B. eine starkebindende Region eines stéar-
kebindenden Enzyms in Fusion mit einem anderen Polypeptid wie einem Hormon, wobei mindestens zwei
Komponententeile des Hybridpolypeptids nicht in der Natur miteinander fusioniert vorkommen.

[0025] Der Begriff "interessierendes Polypeptid", auch "Payload-Polypeptid" genannt, bedeutet ein Polypep-
tid, das bezlglich der starkeverkapselnden Region, die in Kombination mit dieser Region exprimiert werden
soll, nicht endogen ist, um eine modifizierte Starke, die das "Payload"-Polypeptid enthalt, zu exprimieren. Wird
das "Payload"-Polypeptid zur Erhéhung des Aminosauregehalts von bestimmten Aminosauren in der modifi-
zierten Starke eingesetzt, so besteht es vorzugsweise aus nicht mehr als drei unterschiedlichen Arten von Ami-
nosauren aus der Gruppe bestehend aus: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro,
Ser, Thr, Trp, Tyr und Val.

[0026] Das "Payload"-Polypeptid kann ein Hormon, z. B. Insulin, ein Wachstumsfaktor, z. B. Somatotropin,
ein Antikdrper, ein Enzym, ein Immunglobulin oder ein Farbstoff sein oder ein biologisch aktives Fragment der
genannten Substanzen, wie dies in der Fachwelt bekannt ist. Solange das Polypeptid eine biologische Wirk-
samkeit aufweist, mufl es sich dabei nicht um ein natirlich vorkommendes Polypeptid handeln, sondern es
kann mutiert, verklirzt oder auf sonstige Art und Weise modifiziert sein. Solche biologisch aktiven Polypeptide
kdnnen modifizierte Polypeptide, die nur biologisch aktive Abschnitte von biologisch aktiven Polypeptiden ent-
halten, sein. Sie kbnnen auch Aminosauresequenzen mit Homologie zu nattrlich vorkommenden biologisch
aktiven Aminosauresequenzen (vorzugsweise mindestens ungefahr 75% Homologie), die die biologische
Wirksamkeit beibehalten, sein.
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[0027] Die starkebindende Region des Hybridpolypeptids kann eine starkebindende Region eines beliebigen
fachbekannten starkebindenden Enzyms sein, z. B. eines Enzyms, das aus der Gruppe bestehend aus der 16s-
lichen Starkesynthase I, der I6slichen Starkesynthase Il, der I6slichen Starkesynthase lll, der starkekorngebun-
denen Starkesynthase, des Verzweigungsenzyms |, des Verzweigungsenzyms lla, des Verzweigungsenzyms
[Ib und von Glycoamylasepolypeptiden ausgewanhlt ist.

[0028] Soll das Hybridpolypeptid eingesetzt werden, um das "Payload"-Polypeptid in reiner oder teilweiser
aufgereinigter Form herzustellen, so umfaft das Hybridpolypeptid vorzugsweise eine Spaltstelle zwischen der
starkebindenden Region und dem "Payload"-Polypeptid. Das Verfahren zur Isolation des aufgereinigten "Pay-
load"-Polypeptids beinhaltet in diesem Fall den Schritt, da® man das Hybridpolypeptid mit einem fir diese
Spaltstelle spezifischen Spaltungsmittel in Kontakt bringt.

[0029] Die vorliegende Erfindung stellt auch rekombinante Nukleinsdure (RNA oder DNA)-Molekile, die fur
die Hybridpolypeptide codieren, bereit. Solche rekombinanten Nukleinsauremolekiile umfassen vorzugsweise
Kontrollsequenzen, die an die Expression des Hybridpolypeptids in dem ausgewahlten Wirt adaptiert sind. Der
Begriff "Kontrollsequenzen" beinhaltet Promoter, Introns, bevorzugte Codonsequenzen fur den jeweiligen
Wirtsorganismus sowie andere fachbekannte Sequenzen, um die Expression von DNA oder RNA in bestimm-
ten Wirten zu beeinflussen. Die Nukleinsauresequenz, die fur die Starkeverkapselung der Region und das "Pa-
yload"-Polypeptid codieren, kénnen natirlich vorkommende Nukleinsduresequenzen oder biologisch aktive
Fragmente davon oder auch biologisch aktive Sequenzen mit Homologie zu solchen Sequenzen, vorzugswei-
se mindestens ungefahr 75% Homologie zu solchen Sequenzen, sein.

[0030] Zu den Wirtsorganismen zahlen Bakterien, Pflanzen und Tiere. Bevorzugte Wirte sind Pflanzen. So-
wohl einkeimblattrige Pflanzen (monokotyle Pflanzen) als auch zweikeimblattrige Pflanzen (dikotyle Pflanzen)
sind geeignete Wirte fur die Expression der erfindungsgemafen Hybridpolypeptide.

[0031] Die vorliegende Erfindung stellt auch Expressionsvektoren bereit, die die Nukleinsauren, die fir die er-
findungsgemaRen Hybridproteine codieren, umfassen. Diese Expressionsvektoren werden fir das Hinein-
transformieren der Nukleinsauren in Wirtsorganismen eingesetzt und kdnnen auch Sequenzen umfassen, die
die Expression der Nukleinsaure in dem Wirtsorganismus unterstiitzen. Die Expressionsvektoren kénnen Plas-
mide, modifizierte Viren oder DNA- oder RNA-Molekile oder sonstige Vektoren, die sich fir die fachbekannten
Transformationssysteme eignen, sein.

[0032] Gemal dem erfindungsgemafien Verfahren werden transformierte Pflanzenzellen erzeugt, die die re-
kombinanten Nukleinsduremolekiile, die die erfindungsgemafen Hybridpolypeptide zu exprimieren vermdgen,
umfassen. Es kann sich dabei um Pflanzenzellen handeln, die in Pflanzen regeneriert werden kénnen, von de-
nen das Hybridpolypeptid geerntet werden kann, oder es kénnen solche Pflanzenzellen zu fruchtbaren Pflan-
zen mit Samen, die die fiir das Hybridpolypeptid codierenden Nukleinsauren enthalten, regeneriert werden. In
einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalten solche Samen modifizierte Starke, die das "Payload"-Polypeptid
umfafit.

[0033] Der Begriff "modifizierte Starke" bedeutet, da die natirlich vorkommende Starke dahingehend modi-
fiziert wurde, dal sie das "Payload"-Polypeptid umfalit.

[0034] Bevorzugte rekombinante erfindungsgemafe Nukleinsduremolekiile umfassen DNA, die fur starke-
verkapselte Regionen codieren, die aus den in den Tabellen angegebenen starkesynthetisierenden Gense-
quenzen ausgewahlt sind.

[0035] Bevorzugte erfindungsgemalle Plasmide sind an die Verwendung mit spezifischen Wirten angepal3t.
Plasmide, die einen Promoter, eine Plastidenzielsteuerungssequenz, eine fir eine starkeverkapselnde Region
codierende Nukleinsduresequenz sowie eine Terminatorsequenz umfassen, werden hier bereitgestellt. Solche
Plasmide eignen sich fur die Insertion von DNA-Sequenzen, die fir "Payload"-Polypeptide und starkeverkap-
selnde Regionen codieren, zwecks Expression in ausgewahlten Wirten.

[0036] Plasmide der vorliegenden Erfindung kénnen gewilinschtenfalls einen Spacer bzw. eine Linker-Einheit
in der Nahe der Fusionsstelle zwischen den fir die SBR codierenden Nukleinsduren und den fir das "Pay-
load"-Polypeptid codierenden Nukleinsauren beinhalten. Die vorliegende Erfindung beinhaltet Plasmide, die
Promoter umfassen, die fiir pflanzliche Wirte adaptiert sind. Solche Promoter kdnnen auch spezifisch fiir die
Expression in einkeimblattrigen oder in zweikeimblattrigen Pflanzen adaptiert sein.
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[0037] Ein Verfahren zur Bildung von erfindungsgemafer peptidmodifizierter Starke beinhaltet die folgenden
Schritte: Bereitstellen eines Plasmids mit einem Promoter, der mit einer Nukleinsauresequenz, die fiir eine star-
kebindende Region codiert, assoziiert ist, wobei die fir die starkebindende Region codierende Nukleinsdure-
sequenz mit einer Nukleinsaureregion, die fir ein "Payload"-Polypeptid codiert, verbunden ist, sowie Transfor-
mieren eines Wirts mit dem Plasmid, wodurch der Wirt peptidmodifizierte Starke exprimiert.

[0038] Die vorliegende Erfindung umfallt weiterhin starkehaltige Kérner umfassend: einen Embryo, Nahrge-
webe, sowie modifizierte Starkekorner, in denen ein Protein verkapselt ist, das bezlglich der Starkekorner des
Korns, die nicht modifiziert sind, nicht endogen ist. Solche starkehaltigen Kérner kénnen Kdrner sein, in denen
der Embryo ein Maisembryo, ein Reisembryo oder ein Weizenembryo ist.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0039] Fig. 1a zeigt das Plasmid pEXS114, das das synthetische GFP (Green Fluorescent Protein) in pBSK
der Fa. Stratagene subkloniert enthalt.

[0040] Fig. 1b zeigt das Plasmid pEXS115.

[0041] Fig. 2a zeigt das Waxy-Gen mit Restriktionsstellen, das in ein im Handel erhaltliches Plasmid subklo-
niert wurde.

[0042] Fig. 2b zeigt das Plasmid pET-21 A, das im Handel von der Fa. Novagen erhaltlich ist, und in das das
GFP-Fragment aus pEXS115 subkloniert wurde.

[0043] Fig. 3a zeigt das in pPEXSWX subklonierte Plasmid pEXS114, sowie die GFP-FLWX-Karte.
[0044] Fig. 3b zeigt das Plasmid GFP-Bam HIWX.

[0045] Fig.4 zeigt das SGFP-Fragment von pEXS115, das in pEXSWX subkloniert wurde, sowie die
GFP-Nco-WX-Karte.

[0046] Fig. 5 zeigt eine lineare Darstellung eines fir einkeimblattrige Pflanzen adoptierten Plasmids.
[0047] Fig. 6 zeigt das Plasmid pEXS52.

[0048] Fig. 7 zeigt die sechs Einbringungsplasmide, die fur die Bildung von pEXS51 und pEX560 eingesetzt
wurden.

[0049] Fig. 7a zeigt pEXS adh1. Fig. 7b zeigt pEXS adh1-nos3'.
[0050] Fia. 7c zeigt PEXS33. Eig. 7d zeigt pEXS10zp.
[0051] Fig. 7e zeigt pEXS10zp-adh1. Eig. 7f zeigt pEXS10zp-adh1-nos3'.

[0052] Fig. 8a und Fig. 8b zeigen die Plasmide pEXS50 bzw. pEXS51, die das MS-SIII-Gen, bei dem es sich
um ein Gen fur starkel6sliche Synthase handelt, enthalten.

[0053] Fig. 9a zeigt das Plasmid pEXS60, das das in pEXS50 gezeigte Intron nicht enthalt, und
[0054] Fig. 9b zeigt das Plasmid pEXS61, das das in pEXS60 gezeigte Intron nicht enthalt.
DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

[0055] Die vorliegende Erfindung stellt, grob gesagt, ein Hybridpolypeptid, ein Verfahren zur Herstellung ei-
nes Hybridpolypeptids sowie Nukleinsauren, die fir das Hybridpolypeptid codieren, bereit. Ein Hybridpolypep-
tid besteht aus zwei oder mehr Untereinheiten, die gemeinsam zu einer Peptidkette fusioniert sind. Die Unter-
einheiten kdnnen Aminosauren oder Peptide oder Polypeptide sein. Eine der Untereinheiten ist eine starkebin-
dende Region. Hybridpolypeptide kdnnen also an Starkekdrner, die von Pflanzen, die die Hybridpolypeptide
exprimieren, produziert werden, adressiert werden.
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[0056] Ein Verfahren zur Erzeugung der Hybridpolypeptide innerhalb von Zellen beinhaltet die Herstellung ei-
nes DNA-Konstrukts, das mindestens ein DNA-Fragment umfalt, das fir eine Sequenz codiert, die dahinge-
hend fungiert, dal® sie das Expressionsprodukt der verknupften DNA in ein Starkekorn bindet, wobei dieses
Fragment mit einer DNA-Sequenz, die fur das interessierende Polypeptid codiert, ligiert ist. Dieses Konstrukt
wird innerhalb einer pflanzlichen Zelle exprimiert. Das Hybridpolypeptid kann zur Herstellung von aufgereinig-
tem Protein oder zur Immobilisierung eines interessierenden Proteins innerhalb des Schutzes eines Starke-
korns oder zur Herstellung von einem Samenkorn, das heterologe Aminosauren oder Peptide enthalt, einge-
setzt werden.

[0057] Das erfindungsgemafe Hybridpolypeptid weist drei Regionen auf.

‘ Interessierendes Polypeptid (X) ‘ Zentrale Position (ZP)* Starkebindende Region (SBR) |

X bedeutete eine beliebige Aminosaure oder ein beliebiges interessierendes Peptid.
* Optionale Komponente

[0058] Das Gen fir X kann in 5'- oder 3'-Stellung innerhalb des unten beschriebenen DNA-Konstrukts ange-
ordnet werden.

[0059] Die ZP ist eine zentrale Position, bei der es sich um eine Abgangsstelle, eine Spaltstelle oder einen
Spacer handeln kann, wie dies fachbekannt ist. Eine Spaltstelle wird von einem Spaltungsenzym erkannt. Ein
Spaltungsenzym ist ein Enzym, das Peptide an einer bestimmten Stelle spaltet. Zu Beispielen von Chemikalien
und Enzymen, die fiir die Spaltung von Peptiden eingesetzt worden sind, zédhlen Thrombin, Trypsin, Cyanobro-
mid, Ameisensaure, Hydroxylamin, Collagenase und Alasubtilisin. Ein Spacer ist ein Peptid, das die Peptide,
die das Hybridpolypeptid umfassen, verbindet. Ublicherweise hat es keine spezifische Aktivitat auBer daR es
die Peptide miteinander verbindet, oder eine gewisse Minimaldistanz garantiert oder die Faltung, Ladung oder
Wasseraufnahme des Proteins beeinfluRt. Spacer kénnen beliebige Peptidsequenzen sein, die die biologische
Aktivitat des Hybridpolypeptids nicht stéren.

[0060] Die starkebindende Region (SBR) ist diejenige Region des vorliegenden Polypeptids, die eine Bin-
dungsaffinitat fiir Starke aufweist. Ublicherweise ist die SPR aus der Gruppe bestehend aus Peptiden umfas-
send starkebindende Regionen von Starkesynthasen und Verzweigungsenzyme von Pflanzen ausgewahilt,
kann jedoch starker bindende Domanen aus anderem Ausgangsmaterial wie Glycoamylase und dergleichen
beinhalten. In den bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung beinhaltet die SBR Peptidprodukte von Ge-
nen, die natlrlich im Starkebiosyntheseweg vorkommen. Diese Untergruppe von bevorzugten SBRs wird als
starkebildende Bindungsregionen (SFBR) definiert. Eine weitere Untergruppe von im vorliegenden Zusam-
menhang bevorzugten SBRs ist die spezifische starkebindende Region (SSBR) von den spezifischen Enzy-
men Starkesynthase (STS), starkekorngebundene Starkesynthase (GBSTS) und Verzweigungsenzyme (BE)
von starkehaltigen Pflanzen. Das am starksten bevorzugte Genprodukt dieser Gruppe ist die GBSTS. Zusatz-
lich sind die Starkesynthase | und das Verzweigungsenzym Il nitzliche Genprodukte. Vorzugsweise sind die
SBR (sowie alle oben diskutierten Untergruppen) verkirzte Versionen des Vollangen-Starkesyntheseenzym-
gens so dald der verkiirzte Abschnitt die starkebindende Region beinhaltet.

[0061] Das DNA-Konstrukt fiir die Expression des Hybridpolypeptids innerhalb des Wirts lautet grob ausge-
driickt folgendermallen:

Promoter Intron* Transitpep- X SBR Terminator
tid-Codierregi-
on

* Optionale Komponente. Andere optionale Komponenten kdnnen ebenfalls eingesetzt werden.

[0062] Wie in der Fachwelt bekannt ist, ist ein Promoter eine DNA-Region, die die Transkription kontrolliert.
Unterschiedliche Arten von Promotern werden flir unterschiedliche Werte ausgewahlt. Lac- und T7-Promoter
funktionieren gut in Prokaryonten, der 35S-CaMV-Promoter funktioniert gut in zweikeimblattrigen Pflanzen,
und der Polyubiquitin-Promoter funktioniert gut in vielen einkeimblattrigen Pflanzen. Es kénnen im Rahmen der
Erfindung beliebig viele verschiedene fachbekannte Promoter eingesetzt werden.

[0063] Wie ebenfalls fachbekannt ist, ist ein Intron eine Nukleotidsequenz in einem Gen, die nicht fir das
Genprodukt codiert. Ein Beispiel fir ein Intron, das haufig die Expression in einkeimblattrigen Pflanzen ver-
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starkt, ist das Adh1-Intron. Diese Komponente des Konstrukts ist optional.

[0064] Die Transitpeptid-Codierregion ist eine Nukleotidsequenz, die fiir den Transport des Proteins in Orga-
nellen wie Plastiden codiert. Vorzugsweise wird ein Transitpeptid gewahlt, das mit dem Wirt, in dem das Tran-
sitpeptid eingesetzt wird, kompatibel ist und erkannt wird. In der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei
den Plastiden um den Amyloplasten.

[0065] Das Hybridpolypeptid ist im Amyloplasten in Zellen wie Pflanzenzellen, die Starke in Amyloplasten
synthetisieren und speichern, lokalisiert.

[0066] Ein Terminator ist eine DNA-Sequenz, die die Transkription abbricht.

[0067] Xist die Codierregion fir das interessierende Polypeptid, das ein beliebiges Polypeptid oder beliebige
Ketten von Aminosauren sein kann. Sie kann ein nitzliches Fragment einer bzw. bis zu die gesamte Sequenz
eines bekannten Polypeptids umfassen. Das interessierende Polypeptid kann ein Polypeptid, ein Fragment da-
von oder ein biologisch aktives Protein, bei dem es sich um ein Enzym, ein Hormon, einen Wachstumsfaktor,
ein Immunglobulin, einen Farbstoff usw. handelt, sein. Zu Beispielen fir einige der interessierenden Polypep-
tide, die in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden kénnen, zahlen Prolactin (PRL), Serumalbumin,
Wachstumsfaktoren und Wachstumshormone, d. h. Somatotropin, was jedoch keine Einschrankung darstellen
soll. Zu Serumalbuminen zahlen Rinder-, Schaf-, Pferde-, Vogel- und Human-Serumalbumin. Zu Wachstums-
faktoren zahlen der "Epidermal Growth Factor (EGF)", der "Insulin-like Growth Factor" | (IGF-I), der "Insulin-like
Growth Factor" Il (IGF-Il), der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), der transformierende Wachstumsfaktor
alpha (TGF-Alpha), der transformierende Wachstumsfaktor beta (TGF-Beta), der Nerven-Wachstumsfaktor
(NGF), der "plateletderived" Wachstumsfaktor (PDGF) sowie die rekombinanten menschlichen "Insulin-like
Growth Factors" | (rHUlGF-I) und Il (rHulGF-Il). Zu Somatotropinen, die in der Durchfiihrung der vorliegenden
Erfindung eingesetzt werden kénnen, zahlen Rinder-, Schweine-, Schaf-, Pferde-, Vogel- und Human-Soma-
totropin, was jedoch keine Einschrankung darstellen soll. Schweine-Somatotropin beinhaltet delta-7 rekombi-
nantes Schweine-Somatotropin, wie es in der europaischen Patentanmeldung mit der Verdffentlichungsnum-
mer 104,920 (Biogen) beschrieben und beansprucht wird. Bevorzugte interessierende Polypeptide sind Soma-
totropin, Insulin-A und -B-Ketten, Calcitonin, beta-Endorphin, Urogastron, beta-Globin, Myoglobin, das
menschliche Wachstumshormon, Angiotensin, Proline, Proteasen, beta-Galactosidasen und Cellulasen.

[0068] Das Hybridpolypeptid, die SBR-Region und die interessierenden Polypeptide kénnen auch fachbe-
kannte posttranslationelle Modifikationen wie Glycosylierung, Acylierung und sonstige Modifikationen, die die
gewinschte Aktivitat des Polypeptids nicht stéren, beinhalten.

Entwicklung eines Hybridpolypeptids

[0069] Die SBR-Region liegt in Genen, die an der Starkesynthese beteiligt sind, vor. Zu Verfahren zur Isola-
tion solcher Gene zahlen das Screening von genomischen DNA-Bibliotheken und von cDNA-Bibliotheken.
Gene kénnen durch Ligation, mutagene Mittel, Verdau, Restriktion und sonstige Vorgange dieser Art wie sie
zum Beispiel in Maniatis et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Labs, Cold Springs Harbor, N. Y. umris-
sen sind, geschnitten und verandert werden. Ausgezeichnete Ausgangsmaterialien fir die Gewinnung der
SBR-Region beinhalten zum Beispiel die folgenden, was jedoch keine Einschrankung darstellen soll: Die Star-
kesynthasen |, II, lll, IV; die Verzweigungsenzyme |, lIA und B sowie die starkekorngebundene Starkesynthase
(GBSTS). Diese Gene liegen in starkehaltigen Pflanzen wie Reis, Mais, Erbsen, Kartoffeln, Weizen und der-
gleichen vor. Mit einer SBR-Sonde aus genomischer DNA oder cDNA oder mRNA oder Antikérpern gegen die
SBR kénnen nitzliche Gene fur die Klonierung isoliert und identifiziert werden. Die fur Starkeenzym codieren-
den Sequenzen kénnen modifiziert werden, solange die Modifikationen nicht die Fahigkeit der SBR-Region,
assoziierte Polypeptide zu verkapseln, storen.

[0070] Werden Gene, die fir Proteine codieren, die in das Starkekorn verkapselt werden, lokalisiert, so kon-
nen, wie dies in der Fachwelt bekannt ist, verschiedene Ansatze fir die Isolation der SBR eingesetzt werden.
Ein Verfahren besteht darin, das Gen an unterschiedlichen Stellen mit Restriktionsenzymen zu schneiden, wo-
bei Abschnitte vom N-terminalen Ende deletiert werden und das erhaltene Protein exprimieren gelassen wird.
Das exprimierte verkirzte Protein wird dann an einem Starkegel aufgetrennt, um die Assoziations- und Disso-
ziationskonstante des verbleibenden Proteins auszuwerten. Fachbekannte Markergene, z. B. das "Green Flu-
orescent Protein"-Gen, kdnnen an das verkirzte Protein angefligt werden und zur Bestimmung des Vorliegens
des Markergens im Starkekorn verwendet werden.
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[0071] Sobald die SBR-Gensequenzregion isoliert worden ist, kann sie in der Herstellung der Genfragment-
sequenz, die das in Starke verkapselte interessierende Polypeptid exprimieren wird, eingesetzt werden. Die
SBR-Gensequenz und die Gensequenz, die flir das Polypeptid codiert, kdnnen miteinander verkniipft werden.
Die erhaltene Fusions-DNA kann dann in verschiedene Vektorkonstrukte zwecks Expression in verschiedenen
Wirten eingeflihrt werden. Die erfindungsgemafen Wirte bilden Starkekorner in Amyloplasten, die SBR kann
jedoch leicht in bakteriellen Wirten wie E. coli ausgetestet werden.

[0072] Die fir das interessierende Polypeptid codierende Nukleinsdauresequenz kann von DNA, RNA, geno-
mischer DNA, cDNA, mRNA abgeleitet werden oder kann ganz oder teilweise synthetisch hergestellt werden.
Die Sequenz des interessierenden Polypeptids kann dahingehend manipuliert werden, dal sie Mutationen ent-
halt, so dal es sich bei dem erzeugten Protein um ein neues, mutiertes Protein handelt, solange die biologi-
sche Funktion beibehalten wird.

[0073] Wenn das interessierende Polypeptid, das flir die Nukleinsauresequenz codiert, mit der fiir SBR co-
dierenden Sequenz ligiert ist, dann ist die Gensequenz fir das interessierende Polypeptid vorzugsweise mit
dem Ende der SBR-Sequenz, die fir den N-Terminus codiert, verbunden. Obwohl das N-terminale Ende be-
vorzugt ist, scheint es, dal} es fur die Erfindung nicht kritisch ist, ob das interessierende Polypeptid mit dem
N-terminalen Ende oder dem C-terminalen Ende der SBR ligiert ist. Es ist klar, dafl3 das Verfahren zur Bildung
der erfindungsgemafen rekombinanten Nukleinsauremolekiile, egal, ob synthetisch oder mittels Klonierung
und Ligation, fur die vorliegende Erfindung nicht kritisch ist.

[0074] Die Zentralregion des Hybridpolypeptids ist optional. Fir manche Anwendungen der vorliegenden Er-
findung kann es sehr nitzlich sein, DNA, die fir eine geeignete Proteasespaltstelle in dieser Region codiert,
in das rekombinante Nukleinsauremolekiil, das fiir die Expression des Hybridpolypeptids verwendet wird, ein-
zubrennen. Es kann jedoch auch sehr nitzlich sein, DNA, die fiir eine Aminosauresequenz, die pH-sensitiv ist,
codiert, einzuflhren, um die Zentralregion zu bilden.

[0075] Besteht der Einsatz der vorliegenden Erfindung darin, ein reines Protein zu entwickeln, das aus dem
Starkekorn durch eine Protease oder dergleichen extrahiert und freigesetzt werden kann, so ist eine Protea-
sespaltstelle nutzlich. Weiterhin kann, wenn das Protein in einem Tier verdaut werden soll, eine Proteasespalt-
stelle nitzlich sein, um die Enzyme im Verdauungstrakt des Tiers bei der Freisetzung des Proteins aus der
Starke zu unterstltzen. Bei anderen Anwendungen und bei vielen Einsatzen im Zusammenhang mit der Ver-
dauung ware die Spaltstelle Gberflissig.

[0076] Die Zentralregionsstelle kann einen Spacer umfassen. Ein "Spacer" bezieht sich auf ein Peptid, das
das Protein, welches ein Hybridpolypeptid umfaRt, verbindet. Ublicherweise hat es keine spezifische Aktivitat,
auler, die Proteine miteinander zu verbinden, um eine Minimaldistanz zu gewahrleisten oder um die Faltung,
Ladung bzw. Hydrophobie oder Hydrophilie des Hybridpolypeptids zu beeinflussen.

Konstruktentwicklung

[0077] Sobald die ligierte DNA, die fiir das Hybridpolypeptid codiert, gebildet ist, werden Klonierungsvektoren
oder Klonierungsplasmide hergestellt, die zum Ubertragen der DNA auf einen Wirt zwecks Expression der Hy-
bridpolypeptide fahig sind. Die rekombinante Nukleinsduresequenz der vorliegenden Erfindung wird in einen
geeigneten Klonierungsvektor bzw. ein geeignetes Klonierungsplamid insertiert. Fir die vorliegende Erfindung
ist der bevorzugte Wirt ein Wirt, der Starkekorner erzeugt. Es kénnen jedoch auch bakterielle Wirte eingesetzt
werden. Besonders eignen sich bakterielle Wirte, die dahingehend transformiert worden sind, dal} sie einige
oder alle der Starkesynthesegene einer Pflanze enthalten. Dem Durchschnittsfachmann ist klar, da® das Plas-
mid an den Wirt angepalt ist. So beinhalten zum Beispiel in einem bakteriellen Wirt Promoter, die die Trans-
kription regulieren, lac, TAC, trp und dergleichen. Zusatzlich wirde DNA, die fir ein Transitpeptid codiert,
héchstwahrscheinlich nicht verwendet werden, und ein Sekretions-Leader, der stromaufwarts des Struktur-
gens liegt, kann dazu verwendet werden, das Polypeptid ins Medium zu beférdern. Alternativ dazu wird das
Produkt im Wirt zurlickgehalten und der Wirt wird lysiert und das Produkt mittels Starkeextraktionsverfahren
oder dadurch, da® man das Material an eine Starkematrix (oder eine starkeartige Matrix wie Amylose oder
Amylopektin, Glycogen oder dergleichen) bindet, um das Produkt zu extrahieren, isoliert und aufgereinigt.

[0078] Der erfindungsgemale Wirt ist eine Pflanze, und das Plasmid ist daher dahingehend adoptiert, dal3 es
sich fur eine Pflanze eignet. Das Plasmid sollte einen Promoter enthalten, vorzugsweise einen Promoter, der
dahingehend adaptiert ist, dal® er die Expression des Proteins in das starkehaltige Gewebe in der Pflanze
adressiert. Der Promoter kann fir verschiedene Gewebe wie Samen, Wurzeln, Knollen und dergleichen spe-
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zifisch sein, oder es kann sich um einen konstitutiven Promoter flir die Genexpression in allen Geweben der
Pflanze handeln. Zu gut bekannten Promotern zahlen der 10 kD groRe Zein(Mais)-Promoter, der CAB-Promo-
ter, Patastin-, 35S und 19S-Blumenkohlmosaikvirus-Promoter (die bei zweikeimblattrigen Pflanzen sehr niitz-
lich sind), der Polyubiquitin-Promoter (der sich fur einkeimblattrige Pflanzen eignet), sowie deren Verbesserun-
gen und Modifikationen, wie sie in der Fachwelt bekannt sind.

[0079] Der Klonierungsvektor enthalt Codiersequenzen fiir ein Transitpeptid, um das Plasmid an die richtige
Stelle zu steuern. Beispiele fir Sequenzen, die fir Transitpeptide codieren, sind in den Sequenztabellen dar-
gestellt. Es kdnnen Codiersequenzen fir andere Transitpeptide eingesetzt werden. Bevorzugt sind Transitpep-
tide, die natirlich in dem zu verwendenden Wirt vorkommen. Fir Mais bevorzugte Regionen, die fir Transit-
peptide codieren, sind in den Tabellen und ihren Abbildungen dargestellt. Zweck des Transitpeptids ist die Ziel-
steuerung des Vektors an die korrekte Zone innerhalb der Zelle.

[0080] An die Sequenz, die fur das Transitpeptid codiert, ist die DNA-Sequenz angehangt, die fir das N-ter-
minale Ende des interessierenden Polypeptids codiert. Die Richtung der Sequenz, die fir das interessierende
Polypeptid codiert, hangt davon ab, ob eine sense- oder antisense-Transkription erwinscht ist. Erfindungsge-
male DNA-Konstrukte, die spezifisch im vorliegenden Text beschrieben sind, weisen die Sequenz auf, die fur
das interessierende Polypeptid codiert, am N-terminalen Ende, aber die fiir SBR codierende Region kann auch
am N-terminalen Ende liegen und die Sequenz des interessierenden Polypeptids danach. Am Ende des
DNA-Konstrukts befindet sich die Terminatorsequenz. Solche Sequenzen sind in der Fachwelt gut bekannt.

[0081] Der Klonierungsvektor wird in einen Wirt hineintransformiert. Das Einbringen des Klonierungsvektors,
vorzugsweise eines Plasmids, kann mit verschiedenen fachbekannten Transformationstechniken erfolgen.
Diese Techniken kdnnen je nach dem Wirt schwanken, es zéhlen jedoch der Beschul mit der Genkanone, die
Mikroinjektion, die Transformation mit Agrobacterium, die "Whiskers"-Technology (US-Patent Nr. 5,302,523
und Nr. 5,464,765), die Elektroporation und dergleichen dazu. Ist der Wirt eine Pflanze, so kénnen Zellen re-
generiert werden, um Pflanzen zu bilden. Verfahren zur Regeneration von Pflanzen sind in der Fachwelt be-
kannt. Sobald der Wirt transformiert ist und die Proteine in ihm exprimiert werden, ist das Vorliegen der DNA,
die fur das interessierende "Payload"-Polypeptid codiert, in dem Wirt bestatigbar. Das Vorliegen von exprimier-
ten Proteinen kann mittels Western-Blot oder ELISA oder auch auf Grund einer Veranderung in der Pflanze
oder Zelle bestatigt werden.

Verwendung von verkapseltem Protein

[0082] Die vorliegende Erfindung hat verschiedene Anwendungen. Das Hybridpolypeptid kann in reiner Form
von der Starke abgespaltet werden (es kdnnen Spaltstellen eingebaut werden) und das reine Protein kann ge-
wonnen werden. Es kann jedoch auch das verkapselte interessierende Polypeptid innerhalb der Starke in Roh-
form eingesetzt werden, um Protein an verschiedene Teile des Verdauungstrakts des aufnehmenden Tiers zu
liefern (der Begriff "Tier" soll Saugetiere, Vdgel und Fische umfassen). Ist zum Beispiel die Starke, in die das
Material verkapselt ist, verdauungsresistent, so wird das Protein langsam in den Darm des Tiers freigesetzt,
wodurch ein Abbau des wertvollen Proteins im Magen vermieden wird. Aminosduren wie Methionin und Lysin
kdnnen eingekapselt werden, um direkt in das Samenkorn, das dem Tier geflttert wird, eingebaut zu werden,
wodurch es sich erlbrigt, die Ration mit diesen Aminosauren in anderen Formen anzureichern.

[0083] Die vorliegende Erfindung ermdglicht es, da® Hormone, Enzyme, Proteine, proteinartige Nahrstoffe
und proteinartige Arzneimittel an bestimmte Verdauungsareale im Verdauungstrakt von Tieren adressiert wer-
den. Proteine, die normalerweise im oberen Verdauungstrakt verdaut werden und die in Starke verkapselt sind,
vermoégen unverdaut den Magen zu passieren und kdnnen ganz oder teilweise vom Darm absorbiert werden.
Wenn die interessierenden Polypeptide die Darmwand zu passieren vermdgen, kénnen sie fir die Verabrei-
chung von Arzneimittel an ein Tier oder fir die Bereitstellung von Hormonen wie Wachstumsfaktoren, z. B. So-
matotropin, fiir die Impfung eines Tiers oder fliir die Verbesserung der Nahrstoffe, die fur ein Tier verfigbar sind,
eingesetzt werden.

[0084] Ist die eingesetzte Starke nicht gegentber Verdauung im Magen resistent (zum Beispiel ist die "sugary
2"-Starke hochverdaulich), so kann das zugesetzte Protein dahingehend adressiert werden, daf} es im oberen
Verdauungstrakt des Tiers absorbiert wird. Dies wirde es erforderlich machen, daf3 der fir die Produktion der
modifizierten Starke eingesetzte Wirt dahingehend mutiert oder transformiert wird, daf® eine Starke des "sugary
2"-Typs erzeugt wird. Die vorliegende Erfindung umfafit die Verwendung von mutierten Organismen, die als
Wirte modifizierte Starke bilden. Zu einigen Beispielen fur diese mutierten Wirte zahlen Reis und Mais und der-
gleichen, die "sugary 1"-, "sugary 2"-, "brittle"-, "shrunken"-, "waxy"-, "amylose extender"-, "dull"-, "opaque"-
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und "floury"-Mutationen und dergleichen aufweisen. Diese mutierten Starken und Starken aus unterschiedli-
chem pflanzlichen Ausgangsmaterial weisen unterschiedliche Verdaulichkeitsniveaus auf. So kann dadurch,
dafd man den Wirt auf Expression der DNA und des Tiers, dem die modifizierte Starke verfittert wird, auswahlt,
das Hybridpolypeptid dort verdaut werden, wohin es adressiert wird. Unterschiedliche Proteine werden am
wirksamsten von unterschiedlichen Teilen des Kdrpers absorbiert. Dadurch, dal® man das Protein in Starke mit
der gewahlten Verdaulichkeit verkapselt, kann das Protein an irgendeinen Ort im Verdauungstrakt sowie zu
spezifischen Zeitpunkten wahrend des Verdauungsvorgangs geliefert werden.

[0085] Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist die Fahigkeit, unterschiedliche Glycosylierungsni-
veaus des gewinschten Polypeptids zu hemmen oder zu exprimieren. Das Verkapselungsverfahren kann es
dem Protein ermdglichen, innerhalb des Korns in einem unterschiedlichen Glycosylierungszustand exprimiert
werden als wenn es von anderen DNA-Molekulen exprimiert wird. Die Glycosylierung hangt vom Grad der Ver-
kapselung, dem eingesetzten Wirt und der Sequenz des Polypeptids ab.

[0086] Verbesserte Kulturpflanzen mit den oben beschriebenen Eigenschaften kbnnen dadurch erzeugt wer-
den, dal® man Pflanzen, von denen bekannt ist, dal3 sie andere glinstige Eigenschaften aufweisen, genetisch
manipuliert. Dadurch, da® man die Nukleotidsequenz eines Starkesyntheseenzymgens manipuliert, ist es
moglich, die Menge an Schlisselaminosauren-Proteinen oder -Peptiden, die in einer Pflanze erzeugt werden,
zu verandern. Ein oder mehrere genetisch veranderte(s) Genkonstrukt(e), das/die pflanzlichen, pilzlichen, bak-
teriellen oder tierischen Ursprungs sein kann/kénnen, kann/kénnen in das pflanzliche Genom durch generati-
ves Kreuzen oder durch Transformation eingefiihrt werden. Veranderte Gene kdnnen zusatzliche Kopien von
Wildtyp-Genen umfassen oder kénnen fir modifizierte oder allele oder alternative Enzyme mit neuen Eigen-
schaften codieren. Der Einbau solch eines Genkonstrukts bzw. von solchen Genkonstrukten kann je nach Art
und Menge des eingefiihrten Gens, bzw. der eingefiihrten Gene (in sense- oder antisense-Orientierung) un-
terschiedliche Auswirkungen austiben. Er kann die Fahigkeit der Pflanze, ein bestimmtes Protein oder Peptid
zur Produzierung oder eine verbesserte Aminosaurezusammensetzung bereitzustellen, erhdhen.

Klonierung der an der Starkebiosynthese beteiligten Enzyme

[0087] Um die erfindungsgemafien DNA-Konstrukte bereitzustellen, kann man sich bekannter Klonierungs-
techniken bedienen. Das Ausgangsmaterial der speziellen Formen der SSTS, der GBSTS, des BE, der Glyco-
gensynthase (GS), des Amylopektins oder von anderen Genen, die bzw. das im vorliegenden Zusammenhang
verwendet werden, kann ein beliebiger Organismus sein, der Starke oder Glycogen erzeugen kann. Kandida-
ten flr Donatororganismen werden gescreent und identifiziert. Danach kann man zwei Ansatze verfolgen: (a)
mittels Enzymaufreinigung und Erzeugung von Antikdrpern/Sequenzen nach den im vorliegenden Text be-
schriebenen Vorschriften; (b) mit SSTS, GBSTS, BE, GS, Amylopectin oder sonstigen cDNAs als heterologe
Sonden zur Identifikation der genomischen DNAs fiir SSTS, GBSTS, BE, GS, Amylopectin oder sonstige star-
keverkapselnde Enzyme in Bibliotheken des jeweiligen Organismus. Gentransformation, Pflanzenregenerati-
on und Testvorschriften sind in der Fachwelt bekannt. In diesem Fall ist es erforderlich, Genkonstrukte fiir die
Transformation herzustellen, die Regulationssequenzen enthalten, welche die Expression wahrend der Star-
kebildung gewahrleisten. Diese Regulationssequenzen sind in vielen kleinen Samenkdrnern sowie in Knollen
und Wurzeln vorhanden. So sind diese Regulationssequenzen leicht im Mais-Endosperm in DNA, die fir die
starkekorngebundene Starkesynthese (GBSTS), die I6sliche Starkesynthase (SSTS) oder Verzweigungsenzy-
me (BE) codiert, oder in anderen Enzymen des Starkebiosynthesewegs des Maisendosperms verfiigbar. Diese
Regulationssequenzen aus dem Endosperm gewahrleisten eine Proteinexpression zum korrekten Entwick-
lungszeitpunkt (z. B. ADPG-Pyrophosphorylase).

[0088] Bei diesem Verfahren messen wir die Starkebindungskonstanten von starkebindenden Proteinen mit-
tels Elektrophorese von nativem Protein in Gegenwart von geeigneten Konzentrationen an Kohlenhydraten wie
Glycogen oder Amylopectin. Starkeverkapselnde Regionen kénnen dadurch aufgeklart werden, dal man die
ortsgerichtete Mutagenese sowie sonstige Verfahren der Gentechnik, mit denen der Fachmann vertraut ist,
einsetzt. Neue kinetisch veranderte Proteine, die neue Peptide oder Aminosadurekombinationen enthalten kén-
nen, kénnen mit den im vorliegenden Text beschriebenen Verfahren ausgewertet werden.
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BEISPIELE

Beispiel Eins:
Verfahren zur ldentifikation von starkeverkapselnden Proteinen
Isolation von Starkekornprotein:

[0089] 12,5 g Samenkdrner in 25 ml Extraktionspuffer homogenisieren (50 mM Tris-Acetat, pH 7,5, 1 mM ED-
TA, 1 mM DTT, 3 x 20 Sekunden im Waring-Blender mit 1 minttigen Abstanden zwischen dem Mixen). Proben
auf Eis aufbewahren. Durch Miracloth filtrieren und 30 min bei 6000 U/min zentrifugieren. Uberstand verwerfen
und verfarbte Feststoffe, die als Schicht auf dem weilen Starkepellet liegen, abschaben. Pellet erneut in 25 ml
Puffer suspendieren und erneut zentrifugieren. Waschschritte noch zweimal wiederholen. Gewaschenes Pellet
erneut in Aceton bei —20°C suspendieren, Pellet bei —20°C absetzen lassen. Wiederholen. Starke im Luftstrom
trocknen. Bei —20°C aufbewahren.

Proteinextraktion:

[0090] 50 mg Starke mit 1 ml 2% SDS in Eppendorf-Hiitchen vermischen. Im Vortex-Mixer mischen, bei
18.000 U/min 5 Minuten lang bei 4°C zentrifugieren. Uberstand abgieRen. Zweimal wiederholen. Mit 1 ml Pro-
benpuffer (4 ml destilliertes Wasser, 1 ml 0,5 Tris-HCI, pH 6,8, 0,8 ml Glycerin, 1,6 ml 10% SDS, 0,4 ml B-Mer-
captoethanol, 0,2 ml 0,5% Bromphenolblau) versetzen. Eppendorf-Hitchen 10 Minuten lang kochen, dabei
Deckel mit Loch versehen. Abkiihlung, 10 Min lang bei 10.000 U/min zentrifugieren. Uberstand in frisches Ep-
pendorf-Hitchen abdekantieren. 4 Minuten lang gemeinsam mit Standards kochen. Abkiihlung.

SDS-PAGE-Gele: (nicht denaturierend)

10%iges Trenngel 4%iges Sammelgel
Acryl/Bis 40%ige Stammldsung 2,5 mi 1,0 mi
1,5 M Tris pH 8,8 2,5 mi -
0,5 M Tris pH 8,8 - 2,5ml
10% SDS 100 pl 100 pl
Wasser 4,845 ml 6,34 ml
15 min entgasen, frisch zugeben
10% Ammoniumpersulfat 50 pl 50 pl
TEMED 5ul 10

[0091] Mini-Protean Il Doppelgel-Zelle; 3,5 ml Trennpuffer pro Gel. Mit 4%igem Sammelgel Uberschichten.
Das Gel wird bei 200 V Gleichspannung laufen gelassen. 10 x Laufpuffer (250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1%
SDS, pH 8,3).

MeRverfahren von starkebindenden Regionen:

[0092]
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Extraktionspuffer:

Sammelpuffer:
Trennpuffer:
10 X Puffer fiir untere Elektrode:

Puffer fir obere Elektrode:
Saccharose Losung:

30% Acryl/Bis-Stammldsung (2,67%C):

15% Acryl/Bis-Stammldsung (20%C):

Riboflavinlésung:

SS-Assay-Mix:

lodlésung:

Ldésungen:

50 mM Tris-Acetat pH 7,5, 10 mM EDTA, 10% Sac-
charose, 2,5 mM DTT (frisch)

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

30,3 Tris + 144 g Glycin gs auf 1 | (pH betragt -8,3,
wird nicht eingestellt). Fir Gebrauch verdiinnen.
Wie fiir untere Elektrode

18,66 g Saccharose + 100 ml dH,0O

146 g Acrylamid + 4 g Bis + 350 ml dH,O. Auf 500 ml
Auffillen. Filtrieren und bis zu 1 Monat lang im Dun-
keln bei 4 C aufbewahren.

6 g Acrylamid + 1,5 g Bis + 25 ml dH,0. Auf 50 ml Auf-
fullen. Filtrieren und bis zu 1 Monat lang im Dunkeln
bei 4 C aufbewahren.

1,4 g Riboflavin + 100 ml dH,O. Bis zu 1 Monat lang
im Dunklen aufbewahren.

25 mM Natriumcitrat, 25 mM Bicin-NaOH (pH 8,0), 2
mM EDTA, 1 mM DTT (frisch), 1 mM Adenosin-5'-di-
phosphoglucose (frisch), 10 mg/ml Kaninchenleber-
glycogen Typ Il (frisch)

2 glod + 20 gKiI, 0,1 N HCI auf 1 Liter

Extrakt:

Extrahieren:

* 4 ml Extraktionspuffer + 12 g Endosperm. Homogenisieren.
* Durch Miracloth oder 4 Lagen Mull filtrieren, 20 min bei 4°C bei 20.000 g (14.500 U/min, SM-24-Rotor)

zentrifugieren.

« Uberstand mit Glaspipette entfernen

* 0,85 ml Extrakt + 0,1 ml Glycerin + 0,05 ml 0,5%iges Bromphenol Blau.
» An Vortex-Mixer mischen und 5 min in der Mikrozentrifuge bei Hochstgeschwindigkeit zentrifugieren. Di-
rekt verwenden oder in flissigem Stickstoff einfrieren und bis zu 2 Wochen lang bei —80°C aufbewahren.

Giellen der Gele:

[0093] Gelbond PAG Film (FMC Industries, Rockland, ME) auf die (Innenseite der) duferen Glasplatte mit
doppelseitigem Klebeband mit der hydrophilen Seite nach oben anbringen. Klebeband und Film werden so
knapp und gleichmaRig wie mdglich an den unteren Teil der Platte angeglichen. Der Film ist etwas kleiner als
die Platte. Zwischen Film und Platte Wasser spritzen, um den Film haften zu lassen. Uberschiissiges Wasser
mit einem Tuch herausdriicken. Platten wie Ublich anordnen, dann Unterseite der Platten mit Klebstoff ver-
schlieRen. Die Kassette wird in die GieRanlage passen, wenn der graue Gummi von der GieRanlage entfernt
wird. Das Gel polymerisiert mit dem Film und bleibt wahrend aller folgenden Arbeitsschritte daran haften.

[0094] GieRen von 4,5%igem Mini-Trenngel (0,75 mm):

2,25 ml dH,0O

+ 3,75 ml Saccharoselésung

+ 2,5 ml Trennpuffer

+ 1,5 ml 30% Acryl/Bis-Stammldsung

+ verschiedene Mengen Glycogen fur jedes Gel (d. h. 0-1,0%)

15 MIN LANG ENTGASEN
+ 50 pl 10% APS
+ 5yl TEMED

30 MIN ODER UBER NACHT POLYMERISIEREN

3,125%iges SammelgelgielRen:
1,59 ml dH,O
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+ 3,75 ml Saccharoselésung

+ 2,5 ml Sammelpuffer

+ 2,083 ml 15% Acryl/Bis-Stammlésung

NICHT ENTGASEN

15 pl 10% APS

+ 35 pl Riboflavinlésung

+ 30 yl TEMED

2,5 STUNDEN IN DER NAHE EINER GLUHBIRNE POLYMERISIEREN

[0095] In 4°C Abkuhlen, bevor die Khmme herausgezogen werden. Man kann auch keine Kdmme verwenden
und einfach einen Zentimeter Sammelgel gielen.

[0096] Das obengenannte Verfahren:
* kann bei unterschiedlichen Temperaturen laufen gelassen werden; Gele und Lésungen vorinkubieren
* 15 min bei 200 V vorlaufen lassen
* Gel laden: 7 pl pro Schlitz oder 115 pl falls kein Kamm verwendet wurde
* Bei 140 V laufen lassen, bis die Farbstofffront in der Nahe des unteren Endes ist. Verschiedene Lauftem-
peraturen werden dadurch erzielt, dafd man die gesamte Gelanordnung in ein Wasserbad gibt. Elektropho-
rese kann gelegentlich gestoppt werden, um einen Temperaturfiihler in das Gel einzufihren.
* Enzym-Assay: Gele bei Farbstofffront abschneiden. In SS-Assaymix tber Nacht bei Raumtemperatur un-
ter leichtem Bewegen inkubieren. Gele mit Wasser spulen. Mit 12/KI-Lésung Gberschichten.
» Aufnahmen der Gele auf Leuchtkasten machen und Aufnahmen messen. Rm = mm vom oberen Rand des
Gels bis zu der Aktivitatsbande/mm vom oberen Rand des Gels bis zum unteren Rand des Gels, wo es ab-
geschnitten wurde (wo die Farbstofffront lag). % Glycogen gegen 1/Rm auftragen. Der Punkt, wo die Linie
die x-Achse schneidet, ist -K (wo y = 0).

Test- und Auswertungsvorschrift fir die Lange der SBR-Region:

[0097] Die Vorgehensweise der Vorschrift oben fur die Auswahl der SBR-Region erfordert vier grundlegende
Schritte. Zuerst mufd DNA, die fiir ein Protein mit einer Starkebindungsregion codiert, ausgewahlt werden. Die-
se kann unter bekannten Starkesynthesegenen oder Starkebindungsgenen wie Genen fir z. B. Amylasen aus-
gewahlt werden. Das Protein mul extrahiert werden. Es sind verschiedene Proteinextraktionstechniken in der
Fachwelt bekannt. Das Protein kann mit Proteasen behandelt werden, um zu Proteinfragmenten mit unter-
schiedlichen Langen zu gelangen. Die bevorzugten Fragmente weisen Deletionen in erster Linie von der N-ter-
minalen Region des Proteins auf. Die SBR-Region befindet sich ndher zum C-terminalen Ende als zum N-ter-
minalen Ende. Das Protein wird auf den oben beschriebenen Gelen laufengelassen und die Affinitat fur die Gel-
matrix wird ausgewertet. Eine héhere Affinitat zeigt eine starkere Bevorzugung dieser Region des Proteins fur
die Matrix an. Mit diesem Verfahren lassen sich unterschiedliche Proteine vergleichen, um die starkebindenden
Regionen in naturlichen bzw. synthetischen Proteinen zu vergleichen.

Beispiel Zwei:
SBR-Fusionsvektor:

[0098] Die folgenden Fusionsvektoren sind an die Verwendung in E. coli adaptiert. Das Fusionsgen, das mit
der mutmalilichen SBR in diesen Vektoren verbunden war, hat fir das "Green Fluorescent Protein" (GFP) co-
diert. Eine beliebige Anzahl von unterschiedlichen Genen, die fir Proteine und Polypeptide codieren, konnten
in die Vektoren ligiert werden. Es wurde ein Fusionsvektor konstruiert, bei dem die SBR von waxy-Mais mit
einem zweiten Gen oder Genfragment, im vorliegenden Fall GFP, fusioniert war.

[0099] pEXS114 (siehe Fig. 1a): Synthetisches GFP (SGFP) wurde ausgehend von dem Plasmid HBT-SGFP
(von Jen Sheen; Dept. of Molecular Biology; Wellman 1 |, MGH; Boston, MA 02114) mit den Primern EXS73
(5'-GACTAGTCATATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG-3') [SEQ ID NO: 1] und EXS74 (5'-CTAGATCTT-
CATATG CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC-3') [SEQ ID NO: 2] mittels PCR amplifiziert. Die Enden des
PCR-Produkts wurden mit T-DNA-Polymerase abgeglichen, um stumpfe Enden zu erzeugen; anschlieend
wurde das PCR-Produkt mit Spel verdaut. Dieses SGFP-Fragment wurde in die EcoRV-Spel Stellen von pBSK
(Stratagene, 11011 North Torrey Pines Rd. La Jolla, CA.) subkloniert, wodurch man zu pEXS114 gelangte.

[0100] pEXS115 [siehe Fig. 1b]: Synthetisches GFP (SGFP) wurde aus dem Plasmid HBT-SGFP (von Jen
Sheen) mit den Primern EXS73 (siehe oben) und EXS75 (5'-CTAGATCTTGGCCATGGC CTT GTA CAG CTC
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GTC CAT GCC-3') [SEQ ID NO: 3] mittels PCR amplifiziert. Die Enden des PCR-Produkts wurden mit
T-DNA-Polymerase abgeglichen, um stumpfe Enden zu erzeugen; anschlieRend wurde das PCR-Produkt mit
Spel verdaut. Dieses SGFP-Fragment wurde in die EcoRV-Spel Stellen von pBSK (Stratagene) subkloniert,

[0101] Das pEXSWX (siehe Fig. 2a): Mais-WX subkloniert Ndel-Notl in pEP-21a (see Fig. 2b). Die genomi-
sche DNA-Sequenz und assoziierte Aminosauren, von denen ausgehend die mMRNA-Sequenz erzeugt werden
kann, sind in den Tabellen 1a und 1b unten gezeigt; alternativ dazu kénnte die in den folgenden Tabellen an-

gefuhrte DNA eingesetzt werden.

Tabelle 1a

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des waxy-Gens in Mais

LOCUS
DEFINITION

ZUGANGSNUMMER
SCHLUSSELWORTER

HERKUNFT
ORGANISMUS

REFERENZ
AUTOREN
TITEL
ZEITSCHRIFT
STANDARD
KOMMENTAR
MERKMALE

source
repeat_region
repeét_r@ginn
repeat region
repest_region

mize feature

mLec

mige featurs

siter ™
misc feature

CART signal
TATA signal
mieg foature

gite}l™ _
migc feature

axon

- U!’)t
O 00wy
e

\WMM\M\N\N\M
U WA

3
=
g.
1+
Z.
no

£42.

[SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5]

ZMWAXY 4800 Bp DNA PLN

waxy(wx+)-Locus von Zea mays fir UDP-Glucose-Starkeglycosyltrans-
ferase

X03935 M24258

Glycosyltransferase; Transitpeptid

UDP-Glucosestarke, Glycosyltransferase; waxy-Locus

Mais

Zea mays

Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; Liliopsida; Comme-
linidae, Cyperales; Poaceae

1 (Basen 1 bis 4800)

Kloesgen, R. B., Gierl, A., Schwarz-Sommer, Z., und Saedler, H.
Molecular analysis of the waxy locus of Zea mays

Mol. Gen. Genet. 203, 237-244 (1986)

Vollautomatisch

NCBI gi: 22509

Lage/Kennzeichnungen

48@0
ar;sms“aea mays”®

287

e="dirsot rapeat 1
.29?

="direct repert 1”

te”‘GC soretch {pot. regulatory factor binding

L4538

/note="6C stretch (pot. razgulastory factor binding

T68E.

.782

/oote="GC strevch {pot. regulatory factor binding

8i0..

B22

/note="CC gtretch {poi. regulatory factor binding

82i.

.828
/note="target duplisation site (&e?

823i..828

667,.
.. 800
/10L9=‘3C stretch (poi. regulatory factor binding

88

s0G1

/notes"tyrangcriptional start site

303.

B73

. 1080

/numbers=l
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ingron 108)..14:%
I numperel
exon 122¢. . 1883
/numberad
transit peptide 1233..1448
<Bs JOAn(I44%. 1853

$1..2760, 2838, .3301,3212..3394,
Hf <L 4105,4227. 4345

Patedd

cransferaps”

2009.04.30

S 3B85. . 17E5, 18860, 1955, 2055, . 0344,

trgnsiation="ASAGHNVVFVGREHAPWSKTGGLGDVLEGGLPPANAARGHRVEVY

SPRYDQVKDAWDTSVVSEL

RIYGPUASTOYRDNQLIFELLCQAALEAFRIL

LESCYLUERYDEEZ IYRDARTAFCINNISYQORIATS

SLNRRFVFSUPYCRD

et
VVEY

KMODGVETVRFFHCYRRGVDRVFVIRPLFLERVWEOKTEE

CRIOWHETC

CHEVEGRE IHWMIAG SLOADNV L TVS PYYREEL ISGIARGCELDNIHRLTGITGIVRG

KOVSERDPSROKNY JAVAYD
EGPOVMARA I PQLMENVEDVQIVLLITOREESFE
HHIMAGRDVLAYTERFEPLCLY

VDCNVVEPADVRIVATYLORAI KVVET PAY EERVARCN JDLOHRG PARRRENY
GYAGOCRPOVEGERIAFLARENVAAF”

Lntron

latron
exXon

inLron

exen

155¢. . 1484
/rugber=2
1685, .1756%
/numbers3
1766, . 1859
Jnumbess 3
1860, . 21958
PRSP h telad gl
1959, 2084
Jnumper=4
2085, .2344
fuumbery g
23165,.2223
{mumkor=t
2324, .2249
Founpor=Eg
2280, .24132
frumhar=é
2413..2513
/nunmbar=73
2534..2650
/numosgr="7
268Y. V2TR0
inumbeor=§
276), .2BR7
/nunbars=g
28%&..,2301
/numberr §
3102, .3211
/numbersg
3832, .33%4
/number=10
33%8..3365
/netes"tarae
3395, .388%
Jnumparsi0
34RO, L 36EL

CTAVEAKALNBERLOAT

POLPVDRNIPLVAFIGR

E20

RULMSAETHFPGEVBRAVVEPHAZ LA

o

17141

LQSHRYGTPONCASTEOLYDTIIECUTOFHIGRLE

vy gme
LLBL
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Jrnumbar=1]
mise feature I570..3572
- jnotem"target duplication 3ite (Spm 1817
intron 3682..23752
/numbers11
exan 3793..3879
/numbees=1Z2
intron 3B8G..3876
/rnumbersl2
Exon 3877.,.4350%
/humber=1]
intron 43086, .422¢
/aumber=13
axon 4227..4598%
‘numbar=14

palyh _signal 4570..@575
poly2 signal 4593, .4528

pa’VA aite 4595

pa;ya sanal 4557, . 4602
lvh ait 4518

0G‘fh s;te 4825

BASENZAHL 935 A 1413 C 1447 G 1005 T
ORIGIN

1 CAGCUGACCTA TTACALAGCC CGTTOOGLLL CGUGACGTCG GOACACATCT TUTICCCCCT

TTTGCTCRATG CTCTGOTCGE AGCIGTICLG CTCOTIGSAT GTTTSTETOS CAGRTTICATS

o
s

TETTETCTCG TCTCCTCTGC TTCCTEUCTR GCTTGTCTAS TGCASCTGRAT ATCGTCTGRG

C

1
[N
o

CAGGCTTAAA ATTTGCOTCST AGACCAGCAG TACCAGTIACA GUACGTTGRG GATTTCTCOTG

s
w
~

241 CCTCTGRACT GOAACGTCTA GEATTGTCAC ACGCOTTLCT CGUGTIGLST CGCGTOGCST
101 CGATGCGETC GTBAGCAGAC CASCAMNCAGC TGGGCGGLCC ARCSTTGEIT TCCGYTCTCOTT
361 COTORTACST ACGCGLUCGL CCGGGACRLG CAGCAGAGAS CGGAGARGCTA CGCOGTIGIACEG
421 GBGACGCTLCT CTGOAAGTGS AGCCUCSRGT COBGCCGLCT GCGUCLGGTE GUUAACTCCRA
481 ARGTACCCRL GACARASCISAR GGCGCCAAAG CGATCCARGE TCCGGARCSEC ARCAGCATGE
241 GTCOCUTOGG AGAGCCAGCTC ACRAUCABCC GAGAACCUGAA CCHGTGGOLG ACGCCICATG
601 GGACCGACDSC GGGCOACGCOT TCCARACGGSE CCACGTACGC CGGCSTETEC GTUGCOGYGOAG
651 ACGACTAAGCC RAGGCGAGSC ASGCCCCLGAT CGCGARRSCE TTTTGGELGL QAGUGCTGGC
721 STGCGGGTCA CTOCCTGSTS COCAGTECIG GGEGGAAUGE GTATCGTIRSG GOGCECGEGT
81 GGAGGAGAGS CTCGCGAGHS CLCAGAGCAS CGCGUCGGTICG GOTCACGTAA CGEGUCCCTAL
841 GTACTGLECT COOCCTTCCT GUGCGOTAGA RATACCGAGG TUTGGACOGE GLETOGRTCC
01 CGTCACATLC ATCCATTGAC CGRTCTOATCG CCACAGCUAR CACCACCCGD CGASGLGACG
851 CGACAGLCRC CAGGAGGAARG GAARTRAACTC ACTGCCASCC AGTGARAGGGES GAGRAGTGTA

23 CTGLTECHTC GACCAGTGCG COUADCGOUD GOGTAGGGCTG CTCATITCCT CGACGACCRS
1081 GTTCTETTOC GTTCCGATEC GATCCGATLC TETCLCITGAG TTTCRTOCAS ATCUTGLCGC

41 CTATCTGCET GTUTTGRTGAT CCASGTTCTT CGRACCTAAR TCICTCCGTS CATACQGTITT
1201 fTP”CTCT”T CCOTRCGCAGT GLGATTRATCSS GCATGRLCCC TCTEGLCUACG TCICAGLTICS

12631 TCGCOAAUGLG COCCGGUTTS GGCOTCLCGG RCUTETCTAC GTTCCGORGT GOCGCCELET
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2941
3gal
3061
3i21
3181
324l

3301

RGGGCOTGRG
[aleste]eletsleicy
TCCTGTGCGT
GCARGRCTOGE
COLGUACTCGA
ATGCATGTET
GTRGGCGRAT
CTGGGRCRCC
CACACRLCGT
TCARGATEGG
ACCGLSTGTT
GATRCGCAAT
GTCCCTGGTT
CGGACTACAS
ACTACRACTT
TGCACGGCAGT
SRCCATACGG

AGGARGCSGC

CCTGOTACCT
TCTCTGAACT
GETGGTGCTT
STALTACCAG
CGACTACCTS
GTCYGTTTTC
TGCTGGTTCA
GGAAGATCRA
CCTACTACGC
TGCGUCTCAT
GCAGGGACAR
TTETGCTGCL
TACGTGCST

GGCGCTGLAG

CGGCAGGCTG

CRGCGLCGER
CGGOCTCGGT
GRCATGCATC
TTLCTCCTGE
SGGCRCCGTC

EGCGTCOGTGT

CATATGAACC

AGRTGGGTAC
CGTTGACTAC
TAZCRCCCOR
TCAGETTTGT

GGRCRACCAG

CRTATCATCT &

ACTTGARGCT
TAAGAGTTGC
CCATCRGACG

KEGGOAGGRC

CARGAGCAAC

GAACARCSGCT

CTCTGAGRAR

CTGLCTGCAT
TTATCTGALC
CTGGATGARNG
CEAGGRGCTL
CGGCRTCRCC
CTACATCLCC
TEETCCTCCTY
CGACGGTGGT

GCGGRGCTCS

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

GLGTOGGLGG

CRGUACCAGS
ATGAACGTCG
CACGTCLTCS
CGTIGGATCG
CTTCTGTILS
TCATCETCCT
COGAGGTALG
TITCTCTGCT
GAGACGGTCA
CCACTGTTCO
TTCTAAGTAG
GGRAAGACCS
CTGCLATTCA
TATGCAGCA
CCAAGUGATCC

ARGTCTTCGTA

CTRACTGAARA

CCATCCACAA

STGAACATTC
TCGATTGCATT
GUCGGGATCT
ATCTCCGGCA
CGCATCGTCA
GTGARGTACG

CCTCATCATS

GCGGLOTEEC
CGTCTTCTTC
TGTATGTGAC
CTOTCCOCET
GCCACCGAGA
CTGETGCOYG
GGTTCTTCCA
TGGEGAGCET
TTACRGTGAS
AGGRGARGAT
GCCTGCTRIG
GTRTACACTS
TGAGCCTCRA
TATATATCTS
TTACACTGAT
TCTGCARCGA
ACGGCATCTA
TCCATGETCS
CTGACTGUAT
CATCTCCTAC
ATTCARGTCS
ATGRATGGTA
ATTGCAGCT,

TCGAGGTCGR

ACG

GGACCGGAALD

COTCATCGCG

= CGC

GCTCAGCATG
GGGCAGGTTC
"CRGATG
GCCGGCLATG
GTECTCTTEC
GTGTTTGTTC
TACGACCAGT
COAGRTTCAG
CRACTGCAAR
CTGCT#CAAG
GAGACCGAGAT
CTTTTTTICC
CTACGGGTCT
CCARGGTCAGE
KRTCAGRARTG
CAACRACCCA
TTGRGCTCSA
TRCTGCTCCT
CTGECACACC
ChGGGACGCA
TATATACCTC
GTCTGTCTGA
CAGGGCCLET
TCCTTCGRTT
ARLCTACARCT
COAGRAGLOC
CAGGGTCCTC
CTGCGAGCTC
COTCRGOGAD
GGTRAGCTGG
ACTTGRCGLCE
GCCAAGGCGC
ATCCCGCTGS

GCCGCTATCT
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COGRCCAGCS
CLGTCOLTCG
[rleiciainieyeles )
GCUGTARGCS
CGCGTGCATG
GOGCATGCAT
ACRAGGARCEC
ATCACAGTCR
TGCRTGCAGR
CGCGGAGTGEG
CTGATCALTC
CCTCEGCITS
GTCSTTTEARAA
TGGTTTGGT
CATGCTETTC
TACTTCTICG
GARTCTTCAC
GCTCTTITGTC
SECCCTCTCT
RRCGGTTGCCT
GTCTGGTAST
CCATCTYCAC
TLECCTICTC
TCRTTGACGS
GTTUGEGTCC
CTGCARGGUC
ACCETCARGCC
GRCRACATCA
TGCGACCOCR
CTRGCTCTG

CRAGTGTACG
TGAATAAGGA
TGCTETTCRT

CGCRGTTLAT



. BHEAGAETCET

TTLCORGGLA
[alvcidisiciain
CHEGEEATEC

GRCRGAGALR

SAGGRUIGTCC

ACCTCUTCGL

GATACGGAAT

CGACTCTTIGRE

1 GUCAARTACCS

TETTTCTTCT

TLEFTPCTRCY
GRRGAAGTTC
LOTOETCRAG

DGTTALTAGT

CLITCATIGR

CTEOECETRL

APGTATGTRY

Pl
A

GERPCTECTLT

FTOCRGLEC
CATGRTTCAG
AGRSCOOCAA

CQUTGGTTTAN

. GOCTCRGHRGT

21 AGGRGBACGT

i OTGUARAGRTS

TUGCGRGTRY
TERTCELTTC

TETCARATTY

LOCUS
DEFINITION

CATOGACUGA

TITGCGARAT
CETOGROGGH

SLCOGLOTQD

ATHBATEGAC

TCETATAGRT AY

CTRTRTCORTT

ACBTRCREOH

TEOTOEGOAC

©GRARGGITACE

TOGERCCGALT
SOGCAGESLT
GAROCCRGLAG

TCHEARGAGTTC

GHGCGONTGES
TITRALGOGE

CECTTEGRGT

AARRPEIALA
TTTGARTTIGH
HCCGETEGAC
AQLETCSALT
CARTOAGLAC
GUTCACLEAT
GLOGECETAL
TRCLGOUTUGCT

ACARLSTANGT

TOETERATE

TLGHTCORT

TLETLGACAT
TRAGCCTRGC
CLCTETICTY
STCEAGRAGE
GRAGGALATSS
cogLooesor

SoCEoeeTs

s CTGLRORGART

GRAGATOGOR

s GUOCCTGATC

. LCAGGARARG

% CORCRTTATG

CRTCCRGOIG
TGACCAGRGG
FETCCCOCTG

CRTCATCUAR

GTPLCETLRT
TORCCRTTART
TERUGARCTG

COGCTAGAGL

GTRCTACTCA
CCCCTCAQOTA

TORGUGLEETE

TUYCTTATRTR TYIRTTPCAT ATGGADRAGT

GUTAGTETRA ¢ TCRTEGCLAL TOOCATAARCC

TGUTTCGOTTE TOTAGTINAS TACCORTICSE TARATITTRTA

COAGTAAATA ATCOOTGUTEG TTCRGTETIN

STACATTITT CPOTOPCTEA ATLCTIAROEYT

AOTCTERAAT TTOTCCOTITIC CAAAMGRGARE CRTACOUTET

GETTETYTCGE

GRITOTGECR COITCTCGCT ACCARARAGCUTY GOTECLESROT

Tabelle 1b

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des waxy-Gens in Reis

ZUGANGSNUMMER
SCHLUSSELWORTER

HERKUNFT
ORGANISMUS

REFERENZ
AUTOREN
TITEL
ZEITSCHRIFT

R. J.

STANDARD
REFERENZ
AUTOREN
TITEL
ZEITSCHRIFT
STANDARD
KOMMENTAR
MERKMALE

[SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7]

OSWX 2542 Bp RNA PLN

O. sativa Waxy mRNA

X62134 S39554

Glycosyltransferase; Starkebiosynthese; waxy-Gen

Reis

Oryza sativa Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; Liliop-
sida; Commelinidae, Cyperales; Poaceae

1 (Basen 1 bis 2542)

Okayaki, R. J

Direkte Einreichung

Eingereicht (12-SEP-1991) bei den EMBL/GenBank/DDBJ-Datenban-
ken

Okayaki, Univeritat Florida, Institut fir Gemusekulturen, 1255 Fifield
Hall, 514 IFAS, Gainesville, Florida 32611-0514, USA
Vollautomatisch

2 (Basen 1 bis 2542)

Okagaki, R. J

Nukleotidsequenz einer langen cDNA des wayx-Gens aus Reis
Plant Mol. Biol. 19, 513-516 (1992)

Vollautomatisch

NCBI gi: 20402

Lage/Kennzeichnungen
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source 1..2542
/organ:sm—' ryza sativa“
dwv stage="immature sesd”
'“vasue typﬂ"“saed"

cns «33..2282
/qene="Wx"
/standard ﬁdme-"waxy gene”
/BC number="2.4.1,21"
note:"%cai Qi 26403"
jcodon start=l
"uqctxon=“s.ar”b biosynthesis”

[progust="gtarch {bacterial glycogen) synthase

/translavion="MFALTTSQL LATSATGFGIADRSAPSSLLRHGFRGLEFPREPAGSD
kTSLSUTTsARATPKQQRSVQ&GSRRF?SVVVEATGAGHHUVFVSREMA?WSXTGGLG
DVLGGLPPAMAANGHRVMVISPRYDQYKDAWDTSVVA AREIKVADRYERVRFFHCYKRGV

DRYF IDHPSFLEKVRSKLTGEK I YGPDTGVDY KORQMRFSLLCOAALEAPRILNLNRRP

©

YPKGTYGEDVVFVONDWHTCPLASY LRRNYQPHGI YRRAKVAFCIHNISYQGRFAFED
YPELNLSERFRESFOFIOGCYDTPVEGRK I NWMKACI LEADRVLTVSPYYARELISGIA
RGCELDNIMRLTGITC IVNGHDVSEWDPSKDKY ITAKYDATTAIEAKALNKEALQOAER
GLPVORKIPLIAFIGRLEEQKGPDVHMAAAIPELMQEDVQIVLLETGKKKFEKLLKSME
FKYPCKVRAVVKFNAPLAHL IMAGARVLAVPSRFEPCOLIQLOGKRYGTFCACASTGS

LVD*VI»GYTG“HMuRlSVDChvJ“PSDVR‘“AATLKRAIkVVG“PRVE:HVPNC“&Q

DLSWEGPAEKNWENVLLGLGVAGSRPGIEGDETAPLAKENVAAP”

3°UTR 2283..2535

polyh site 2535
BASENZAHL 610 A 665 T £93 G 574 T
CRIGIN

1 GAATTCAGTS TGRAGGAATA GATTCTCTTC ARRACAATTT RRTCATTCAT

&

21/141
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€1 CARRGCTCTG TOCATLTOCS GOTICRRLIGE CCASGATATT TRITCTGCALD TABRAARATC
121 TCATIRICCOD TAGDUACCOR AGRBACTGUT CLTTARGTCT TTATRIMGERD ATATGCIRTT
1831 GTRETRTATA TCTTIGAGTY TTAGCGACARR TTTITITAAA ARDTUTTGET CCTTTTTATG
241 AACGTTTTALE CTTTLACIET CTTTITITYY CORATTITAR KPETRAGUTTC RARTTCTARTY
301 OOTCAATECH AATTGTAATA AACTTICORATT CTCCTARITAR BOCRPETTAAT TURDITATIT
361 GRARRCCROT TCRARTTCTT TTTAGGCTCR CCARMCCITA AACRATTCRRE TTCAGTGCRG
425 ACATCTTCCA CRAGUAACAOC TAGBGARCCA CCATGICGGC TUTCARLCALG TCCEARCTCR
4Bl CCASCTOGGS CACCEGCITC GGCATCSGOCE ACAGETCGEC TGCLGTCOICH CTGCTTTECC
541 ACGOOTTCCE GGGOCTCARG CTCCCGCARGOLT CCECUGTECEG CGRIC CACE TOGCTCAGLS
601 TCACGACCARL CODGUGCHAG ALGCCCARAGC AGCARGULGTC GETGLAGLEGT GGTRAGLOGGA
662 SOTTOSOCTS COTCGTCGTE TACGOCATCS GOGLUUSGTAT GARLGTCGTE TICCTOSLTG
721 COGRGATGEC GOCCTGOAST RAGERLUGGCG GOUTCGETEA STLLTCGET GRCELTOCoen
181 CPGCCATGGC TGCGARTGGE CACAUGETCA TGGTGATCIC TCUPIGGTAL GACLCAGTACK
&a: AGOALGOTTC GORTRICAGE GTTETCGUTG AGATTAMGET TOUAGACRGE TACGAGARGGE
901 TOAGGTTTTT COATTGOTAC AAGCGTGONG TOGARCOTET STTCATLORC CATCCGTCAT
G061 TOCTCGRGAR GOGTITOGGGA RAGACCGCTG AGRAGATCTA CGOACCTBAC AUTCGAGTYEC
1021 ATTACREAGA CRACCACATG CGTTTCASCC TTOTTIGUIR SGUAGCACTC UGAGCCTICTA
1083 GGATCCTAAR DCTCAACARAC ARCCCATACT TCARAGGAAC TTATGSTCAL GATSTTOTST
£141 TECTCTSCAR CHACTGOSORS ACTGGILCAC TOGLGAGCTA CUTGAAGAAC RACTAICAGC
1201 "CCARTGGCOAT OTACAGGART. GCRARGOTTG CTTTUTRCAT CCACRADRTC TCOTROCRGS
1261 GOOGTTTCCC TTTCCAGGAT TACCOIGAGT TGARCUICTL CLAGAGGTTC AGGTCORTOCT
1321 TLCATTTCAT CGRCCGOTAT GARCACCCOSS TGORGHRCAG GAAGRTIAAL TGORTIARGG
1381 COGOAATCCT GCAAGCCGAC AGGGTGCTCHE COGTGAGCCE TTACTACSCL GAGGEAGTICH
1445 TOTCNGGOAT CGCCAGGGGR TGCGAGOTCSG AUAACETCAT GUEGCTCALC GHTRTCRETE
1503 GCATCGTCRA COGGCATEGAC CTCAGCGAGT GGGATCCTRG CARAGGACAAG TACATCALUSG
1541 CORARSTACGR OGCAARCCACG GCRATCGAGG CGRRGEISCT GAAUARGTAG GLGTTGTAGS
1621 COGGAGELGGE TOTTCCGETC GACAGCRARR TCOCRCIGAT CEUSTTORATL GGTAGBSLTGL
1481 AGGAACAGBR GHGLCCTGAT GTUARTGHCCS CCGCCRTLCC BLAGCTCATE CAGGAGGALCG
17431 TCCAGATOET TCTTCTGHGT RCITGGAARRGR AGARSTTCGH GARGCTGOTC ARGRGCATGG
1801 AGGAGAAGTHA TCCGGGCARG GTGAGGGUGG TEGTGAAGTT CRASHCSCCE CITRCTCATC
1561 TCATCATGGE CGGASCCGAL GTSCTCGUCG TCCCCAGCCE CTTCLAGCLC TOTCGASTCA
1931 TOCAGCTGURA GUGUGRTLAGA TACGOARCGL COTGTLCTIG LUCETCOACT GGTUGELTES
1981 TGGACACGGT OATCGABRGGC AAGACTGGTT TOCACATGOG LUSTCTCAGC GTCGRALTGCA
2043 AGGTOOTGGH GLCARGCGRC GTRAAGARRCC TCROGGLTAC CUTGHA CCOO GUCATCARGR
2I01 WOOTIGCORE GOCOUENTAD GAGSAGATSG TCAGGHAITE CATCIALCAHG
2151 GORAGIGHCE TGUCHRAGHAL TOCGAGRRTS TOCTOCTRGS CQUYGHRONTL GCLH

z4G3
24861

2521

COCnGGLGT

.
2

CORAGGCGAL

CAGRTEGLGT

et s are]
LArte § bans

TALTTRATRY

oV )

GGRGHACETG

CARGAGRITE
CLARTERRCT

T3 g e
W« #

1y f o
FE T

TETSIGTCTG

RIGTTRTRYT

AGRTCTACAT ATCGAGTGAT

AGTOQTTTGT

RTRE T RAMBE

TIGTTGTRGT
TCTTCTELRT
BATAATATTA

A

SRATTTETAG
CTGCTTARES

ALTARNTARONG
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CTATAGCCAR
RYCTTATCDS

GCTYDRTTAT

AGCACTATAY GGATG

TTATATAGGD
ACCCTGARATT

ARTTRTTATATY
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Tabelle 2

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Gens fur |6sliche Starkesynthase lla in Mais
[SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9]

AKTENBEZEICH- MSS2C.SEQ SEQUENZ:NORMAL 2007 BP
NUNG:

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1-2007

TRANSLATIONSREGION 1-2007

*** DNA-TRANSLATION ***

SOT GAG GOT GAG GCC GUG GGC RAG GAD GUG CU8 COE GAG AGE AGU GGC 48

L E &» £ A © G K D A P P E R 5§ G 16

2% GAC GOC GCC AGE TTG CCC €60 60T 006 CGU AKT GUG OTC TCC RAA NG 3¢
17 ol 2 A ® i I i A R R N A Y 5 ¥ B 32
7 ABG QAT 00T OTT OB CCG GTC GGT UGG TRC wen TCL GCG ALG GGR ARC i4é
2 R o b3 L o b4 v G B Y G s & T a " 48
145 RCC GCC AGG ACC CGC GO GG TLC TCL CAG ART GEC BCA TTCG 826 GAC 183
g T & R T [+ A A ] C 8] H ) A i P2 ] %]
183 GTT OAC ATC TTT GAL RTC ARG TOC AT GTC GOC GCG CCG CC8 ADG AGC 240
g v £ he s £ I K 5 I v B 3 P o T s B0
241 pTE GTG LAG TTC CCA GGG CGC GGG TTA CRG GAT GRT CCT TCC 270 6o 28R
83 I V K F P & R & n g L B P S8 L W ag
380 GAD ATH OCA T0G GAG ADT SOTU COTC CCA GCU CCG ARG CCR CTIC AT GhRA 335
7 b} I A o) £ T @ - P A P R I i 4] E 112
37 TCCE OUT GG OTT CRD GOGA GAT TUR ART GU BT GCA CCT CCT /A GTT 384
13 S j A ¥ ] e o s ® 1 A P B T v 128
385 ARG COCA 0B GTA CAG GAC GLOT ACT TGE GAT TS AAL RAA TRL ARTC QU7 432
129 E P v o £ A T W o F ®B K Y 1 © 148
33 TTT GAC SAL COT GAC GAR UCG ARG QAT GAT TCC AGE GTT OGOT QLA LAY 480
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228

721
241

769
257

817

27

1828
1873
625

1821
641

1969
657
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F 5o £ P E ® K D 5 S R V & A
GAT COCT GOT TCT TTT GAR CAT TAT GGG ACA ATG ATT OTC 5GC OTT TGT
» ®& 6 & ¥ E B Y & T ¥ 1 L 6 L ¢
GGG GAG AAT GTIT ATG AAC GTG ATC STG GTG GCT GOT GRA TGT TCT CCA
¢ E N V ¥ ® V¥V I VvV Vv E A E £ 5 B
TGE TEC ARA RCR GBT GOGT CTT GGA GRT GTT CT6 GGA GCT TTh CCC ARG
¥ ¢ K T 6 & L € p vV VvV & & L ® K
GCT TTA GCC RGR hGA GGA CTAT CGT GTT RTG GTT GTC GTA CCA AGSG TAT
A L A R R @ K R ¥ MK ¥ ¥ ¥ P R Y
GG& GAC TAT GTG GRE GCC TTT GAT ATG GGR ATC CGG ARR TAC TAC AAM
¢ Db Y Vv ®E & F D M 6 1 X Y ¥ X
GCT GCA GGA CAG GAC UTA GAR GTG AAC TAT TTC CRT GCA TTT ATT GAT
A ®B G § © L & V N Y P H & F 1 b
GGA GTC GAC TIT GTG TTC ATT GAT GCC TCT TTC CGG CAC CGT CRAA GATD
¢ Vv » f V F ! D A& & Ff R H R Qg D
GAC ATA TAT GGG GGA AGT AGG CAG GAR ATC ATG RAG 0GC ATG ATT T76
B ! Y & © S5 R L B I ¥ K R MW I L
TTT TGC ARG GTT OLT GIT GAG GTT COT TGG CRC GTT CCA TGC GGT GGT
F ¢ ¥ ¥ A VvV B V P ¥ H ¥V P cC & ¢
QTG TGC TAC CGA GAT GGA AAT TTG GTG TTC ATT GCC ATG AAT TGCG CAC
v ¢ ¥ ¢ p & K L V¥ F 1 A M N % 8
ACT GCA CTC CTG ©CT GTT TAT CTG ARG GOR TAT TRC RGA GAC OAT GGG
T A L L P V ¥ L K & Y ¥ ® D B &
TTR ATG CAG TAC ACT CGC TC GTC CTC GTC ATA CAT ARC ATC GGC CAC
. ¥ © ¥ T R S Vv L ¥ I H ® I & H
CRG GGC COT GOT CCT GTA CAT GAR TTC CGG TAC ATC GAC TTG CTC ARG
¢ &6 R & P VvV H E F P Y H p I L 0N
ACT ARC CTT CAA CRT T2C GAG CTG TAL GAT CCC GTC GGT GGC GAG CAC
T ¥ L @ ¥ F E L ¥ © P® ¥ & G E H
GCC AAC ATC TTT GCC GCG TGT GTT OTG ARG ATG GCAR GAC £GG STG GTC
A N I ¥ A A €€ WV L % N & B R YV ¥
BOT GTC AGC CBC GGC TAC COTG TGG GAG OTG ARG ACA GTG GAA GGC GEC
T v R 6 Y L W EBE L K T VvV B ¢ @
TGG GGC CTC CAC GRC ATC ATC CGT TCT AAC GAC TGG AAG ATC RAT GGO
W 6 L B T I I R & N O W K I N G
ATT CCT GAAR COC ATC GRC CAC CRG SRG TGC AAC CCC RAG GTG GAC GTG
{ ® E R I ©» H Q & ® N P K VvV p W
CAT CTC CGG T&H GAC GBC TAC ALC ABAC TRC TCC CTC GAG ACA CTC GAC
4 L R % D G Y T ¥ ¥ §&§ L E T L D
GCT GGA ARG CGG CAG TGC AMG GCC GCC CTG GAG GGG GAC 6T GGS CTG
A ¢ ¥ ® © ¢ X A A L @ E D V¥V & L
GAR GTG CGC GAC GAC STG £CC CTE £TC 4GC TTC ATC 466 COT CTG GAT
E vV R »D ©» ¥ P L L © ¥ I & & L D
GGA CRG RAG GGC GTC GAC RTC ATC GGG GAC GCG ATG CUG TGG ATC GLG
s g ¥ ¢ v p I I ¢ ©B A N B W i »

GGG CAG GAC GTG CAG OTG GTG ATG CTG GGC ACC GGC CCR CCT GAC CTG
¢ 9 b VvV @ L Vv ¥ L €6 T & P P T L
GAR CGA ATG CTC OAG CAC TTG GAG CGG GAG CAT CCC AAC ARG GTG CGC
E R # L o ® L & ®BR E H P K X V K
GGG TCG GTC GGG TTC TCG CTC CTA ATG GTS CAT CGC ATC ACS LG SGC
5 w v © F S Vv L M V¥V E R I T F &
&CC RGC 6TC CTS GTG ATG SCC TOC €GC TIC GCC GGC 6GG CTG ARC CAG
A & Vv L Vv M P S R F A & 6 L N Q0
oTe TAC GCG ATG GITB TAC GGC ACC GTC CCT ¢2G GTG CRC GCC GTG GGC
L Y & M & ¥ G T V P V VvV H A V G
GGG CTC AGG GAC ACC GTG GCG CCS TTC CAC COC TTC GGC GAC GCC GGO
6 L ® D T ¥ A P F D P P & DB A G
CTC GGo TGG AGCT TTT GAC CGC GCC GAG GCC ARC ARG CTG ATC GAG GTG
L 6 ®w T F I R A E A® KN K L 1 B VW
CTC AGC CAC TCC CTC GARC ACG TAL CGA BAC TAC GAG GAG AGC TGO KAG
. § # € L B T ¥ R N Y E E S W K
AGT CTC CAG GCG CGC GGC ATG TCG CAG AAC CTC AGC TGG GAL CAC 6CG
s L Q » R G M S ¢ H L S W D H &
GCT GAG CTC TAC GAG GAC GTC CTT GTC ARG TAC TAG TGG
A E L Y E B ¥V L Vv K ¥ Q W
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160

28
178

576
182
624
208
&72
226
720
240

788
258

Big
272

854
2B8

812
334

360
azo

1608
336

1056
352
1104 -
368

1isz
384

1200
40C

1248
416

1296
432

1344
448

1382
464

144D
48D

1488
498

1536
512



DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Gens fur |6sliche Starkesynthase Ilb in Mais

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

Tabelle 3

[SEQ ID NO: 10 und SEQ ID NO: 11]

AKTENBEZEICH- MSS3FULL.DN SEQUENZ:NORMAL 2097 BP
NUNG:

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1-2097
TRANSLATIONSREGION 1-2097

*** DNA-TRANSLATION ***

1 ATG CSC GGG GCh RTC TCT TCC TCG TCS TCG GCT TIT CTC €TC CCC GTIL 48

i & P & &~ I S S S & s A F L L P ¥ 16
4% ©CG TCC TCC TCG £CG C6G CGC AGG ©CG GGC AGT STG GGT GCT GCT CT6 56
17 » s s s p? KR R R R & 5 ¥ G A A L 3z
97 €GC TCG TAC GGC TAC AGC GGC GGG CAG CTG CGG TTG CAT TGG GCG CGG 144
33 R s Y & Y S 6 A E L R L H ® A R 48
145 CGG GGC CCG CCT CAG GAT GGR GCG GCG TCG GTR CGC GCC GCA GTG G6CA 152
¢ R & P P © D G B A & ¥ R A A A A &
193 CCG GCC GGG GGC GAR AGC GAG GAG GCA GCG AAG AGC TCC TCC TCG TCC 240
¢s ® A G & E & ®E E A A K & & S 35 8 80
241 CAG GOG GGC GOT GTT CAG GGC AGC ALG GOT ARG GCT 6TG GAT TCT oot 288
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(o] 2 G
TCA CCT CCC
) P P
GCh RTG CRA
A ¥ Q
CeG GTS Tec
b4 v 3
AGA GAR ATC
R E I
GOT AGE LCG
A R B
GCT GAT GCA
A o A
AGG GAG GAT
R B D
GTC GTC GTG
v v v
CTT GGA GART
L [ed 44
CAC &LGT GTT
41 R v
GG GRT TTA
22 53 L
GAM UTT ACT
B v T
GTA GAR GCC
S Z A
GHRA AGA TTG
E R L
GTT GAaG GTT
v E v
GOGC ARC TTR
o N L
GTC TAT CTR
v ¥ j*
CGC TCT GTG
R & v
GTR SAC GAC
v D D
TIC RAA CTG
g K L
GG GGG CTI6
e G L
ATG TGG GAG
M 2] E

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

E v ©§ 6 & T A K &
RAT CCT TTG ACA TCT GCT CCG AAG CAA
¥ P L T S A ¥ K @

. RAC GSAL RCG ACT GOS GGO AGC AGC GCG
N & T § & & 5 5 A
GGA CCC AAR GOT GAT CAT CCR TCA GCT
¢ ® £ A D H P S5 &
GAT GCC AGT 8CG GIG AAG CCOR G336 CCC
5 B 85 A ¥ X P B ®
GTG GRA AXGC ATR GGG ATC GCT GAR CCO
y E 85 I & ! & E P
GOT C8G GOT ACA GAT GCG GCG &CG AGT
A 4 A T o} & A A s
AT GAR COT GBC CCT TTG GCT 886 CCT
¥ E ® & P L & G P

GTG GCT TCT GAA TGT GCT OCF TIC TG
v » 8 g £ A ® F ¢C
GIC GTG GGT BCT TTG CCT ARG GOT CF¢
v Vv &6 K L P K &

ATG GTC GTG ATA CCR AGA TAT GCA GAG
¥ Vv ¥ I ® R ¥ 6 E
GET GTA AGE AGR CGT TAC ARG GTA GCT
& v R R R Y K YV A
TRT TTT CAC TOT TAC ATT GAT GGA GTT
y F ® § Y Y p v
CeT CCC TTC C6C CAC CGG CAC AART AAT
3 4 F R ¥ R H N B
GAT ATT TTC ARG £OC ATG ATT TTG TTC
» I L X R ¥ I L F
£CR THC TAT BCT CCA TET GGC GGT ACT
P W Y B2 P T G G T
G TTC ATT GCT RAT GAT TGG CAT ACC
vy ¢ I A& ¥ D W R T
ARG GOC TAT TAC CGG GAC ART GGT TTC
XK A ¥ Y R D B G L
CTT GTCG ATA CAC AAZ ATT GCT CAT UAG
v v 1 # N I & H @
TTC GTC RAT TIT GAL TTG CCT GAR CAC
¥ v ¥ F D L P E H

TRT GAC BAC ATT GGT GGG GAT CAC AGC !
¥ D N I &6 G D H S
ARG RCG GCH GAC CGG GTC GTE ACC GTT
K T & D R VvV ¥ T V
CTC ARG ACT TCG GAR GGC GGG TGG GGT
r K T § B & 6 W &
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ART

»
(Y]
[p]

9}

Ll ]

CAG

GTG

BAG

"

RGT

» GCT

GAT

GAT

cer

GCT

cer

T CAC

3z¢
12

384
ize

4§32

184

480
160

528

176

576
192
624
208
872
224
720
240
Ta8
258

B16
272

862
288

212
304

860
320

1948
338

1058
382

1104
368

lis2
384

1200
4Q0

1z48
418

1296
43

1344
448
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1345 ATA RAC CAG AAC GAC TGG AARG CTG CAG GGC ATC GTE AAC GGC ATC GAC 1392
“45 : nN g N D W XK L Q@ G I v H & 1 D 464
1383 ATG AGC GAG TGG AAC CCC GCT GIG GAC GTG CAC CTC CRC TLC GAC GAC 1440
165 ¥ s E W X P A VvV D V¥V H L ® S D D 480
1441 TARC ADC AAC 'TAC ACG TYC GAG ACC CTG GAC ALC 8CGT RAG CGG ChG TGC 31154
*231 e 7+ N v T ¢ E T L DB T 6 XK R @ € 496
1485 ARG GCC GCC CTG CAG CGC CAG CTG GGC ©TG CAG GTC CGC GAC GAC GTG 1536
467 ¥ A A L @ R @ L 6 L @ V R D D ¥ 512
1537 CCR TG ATC GGG TTC ATC GGG CGG CTG GAC CAC CAG RAG GGC GTG GAC 1584
33 § L * © F I ¢ R L B H Q ¥ & V D 528
- & s G GGG CAG GRAC 6TG CAG CTC 632
1585 RTC ATC GCC GAC GCG ATC CAC TGG ATC GCG GGG CAG
529 I I 4] R I B W T Y G Q D v o] L 524
1633 GTG ATG CTG GGC ACC GGG CGG GCC GAC CTG GAG GAC ATG CTG C6G UGG 1680
545 Vv M L & T G R A D E © K L R R S60

T TCG 1728

L
GTE CBLC GLG TGO GTG GGG T
R 576

1681 TTC GAG TC
: E 8 B s o} K v

561 F

(93
(2]
[T
(2]
(2]
>
(e}
e
(3]
(o]
(4]
x
(21
o

1729 CT6 €LC C

5
o G GAC RTC TG CIG¢ ATGE  177%
577 v F. L 13 H R L

'S G0G CRAC C0GC ATC ALG OCL GSC 6
I

M 552

1777 COCG TCG CGG TTE GAG CCG TGC GGG CTG KRC CAG CTC TAC GCC BTG GCG 1824
5§93 P & R F B P < G L )24 e L Y A ¥ A 608

1825 TAC QGG RCC GTG CCC GTG GTG CAC GQC TG GGG GGG CTC CGG GAT ACG 1872
602 v e " v =3 v v H A v e G L R D T 624

1873 CGTC CCG CCC TYIC GAC GGG TTC ARC GACD ACLC GGG CTC GGG TGG ACG TPT 1820
625 v oA P F D 13 F N b T © L ¢ W T F 640

1821 GAC CGC GCC GAG GCG KRC CGG ATG #.'r-: GAC GCG CTC T CRC TGC CTC 1968
i C
R ;5 e

64 D E AR K R ® I D A s K L 656
1968 ACC ASG TAC CGG BAC TAC ARG GAG ASC TGG CGC GCC TGC AGG GCG CGC 2016
1 T T ¥ ®» N Y ® E & W R A C ® A R £72
2017 GGC BTG GCC GAG GAC CTC AGEL TG GAC CAC BCC GCC GTG CTC TAT GAG 2064
€3 ¢ M A £ p L $ W P H A A Vv L Y E BRE
2065 GAC GTG CTC GTC AAG GTG RAG TRC ORG TGG TGA 2097
688 p Vv L Vv ¥ A K Y pn w = 699

Tabelle 4

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Gens fir 16sliche Starkesynthase | in Mais
[SEQ ID NO: 12 und SEQ ID NO: 13]

AKTENBEZEICH- MSS1FULL.DN SEQUENZ:NORMAL 1752 BP
NUNG:

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1-1752

TRANSLATIONSREGION 1-1752
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CCe OG0 CC6 CTG CCh 4R
Pro Axrg Pro Leu Pro
73i8

Q
')

TGC GTC GCE GaG CTe AG
Cys Val Als Glu Lsu Se:
700 70

AGG GAG GGG CCC
Gly Pro

~i 30

et o

wmaaOon

4

n

{ k
]

[e]

€

[&

0

9]

[#]

CCC GOG OTH CTC8 GCG CCT CCG oTC GT6 Ceo ole [s{eie) S8
Pro Ala Leu Leu Ale Pro ¥ val Pro Phe Leu kla Pro Pro
720 725 T30

63

[N ]

o GRS CCC ACS GCT GAG CCC GORA TCG ALS COG CCC CUL GTG COT GAC 14¢
Ala Gle Pro Thr Gly Giu Pro Ale Ser Thr Pro Pro Pre Val =
733 740 745

GCC G8C CTG GGG GAC Q7T GGT CTC GAA CCT GRA GGG ATT GUT GAR GGT 192
ARla Gly Leu Gly Asp Leu Gly Leu Glu Pro 8lu Gly Ile Ala Glu Gly
750 758 60

TCC ATC GAT ARC ACAR GTA GTT GTG GCA AGT CAG CAA GAYT TCT GAG ATT 240
Ser Ile Asp Asn Thr Val Val ¥val Ala Ser Glu 8ln Asp Ber Clu Ila
765 770 775

GTG GTT GGA ARG GAG CAA GOT CGA GCT AAE GTR ACA CAR AGC ATT GTC 288
val val Gly Lys Glu Gln Alea krg Ala Lys Val Thr Gln Ser Ile Val
780 7838 790 795

CCT TAT GCA ARG TOT GGL SCT CTR GGA 336
Phe Val Thr Sly Glu Rls Ser Pro Tyr Alz Lys Ser Gly Gly Leu Gly
800 805 810

GAT GTT TGT GOT TCAR TTC CCA GTT GCT CTT G 4T GGT CAC CGT 3ge4
Asgp Val Cys Gly Ser Leu Pro Val Ala Leu A Ala khrg Gly His Arg
815 820 825

GTG ATG GTT GTR ATG CCC AGAR TAT TTA AAT GGT ACC TCC GAT ARG AAT $32
Val Met Vai Val Met Pro Arg Tvr Leu &sn Gly Thr Ser Rep Lys asn

TAT GCA AAT GCA TTT TAC ACA GAA AAA CAC ATYT €86 ATT CCOA TGS TTT 40
Tyr Ala agn Ala Phe Tyr Thr Glu Lys His lle Arg Ile Pro Cys Phe
84% 850 . 855

BGC GGT GAR CAT GRAR GTT ACC TTC TTC CAT GRG TAT AGAR GAT TCA &T7T 528
Cly Gly Glu Him Glu Val Thr Phe Phe His Glu Pyr Arg Asp Sar Val
B&0 8656 870 875

GAC TGL GTG TTT GTT GAT CAYT CCC TCA TAT CAC ARGAR CCT GGA ART TTA 874
Asp Trp Val Fhe Val Asp His Proc Ser Tyr His Arg Pro Gly Asn Leu
880 885 860

TAT GGA GAT AAG TTT GGT GCT TTT GGT GAT AART CAG TTC ACGA TAC ACA 624
Tyz Gly Asp Lys Phe Gly Ala Phe Gly Rsp Aan Gln Phe Arg Tyr Thr
8%5 800 SG5

CTC CTT TGC TAT OCT GCA TGT GAG GCT CCT TTC ATC OTY GAA TTG GGA 672
Leu Leuw Cys Tyr Ala ala Cym Glu Ala Pro Leu Ile Leu Glu Leu Gly
910 Qi3 320

GGR TAT ATT TAT GGAR CAG AAT TGZ ATG TTT G GTC AAT GAT TGG CAT 720
Gly Tyr lle Tyr Gly GIn Asn Cys Met Phe Val Val Asn Asp Trp His
928 830 ek

CC AGT CTA STC¢ CCR GTC CTT CTY &CT GCR ARR TAT AGR CCA TAT GGT 768
la Ser Leu Val Pro Val Leu Leu Ala Als Lys Tyr Azg Pro Tyr Glw
a6 SR% 850 - 9RG

GTT TAT ARR GRC TCC C GO ATT CTT GTA ATA CAT AAT TTA GCR CAT 816
Tyr Lys RSp Ser Axg Leu Val Ile His Asn Leu Rix His
360 865 g70

o
©
41
Bt
f
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CRG

Gln

GGT
Gly

TGC
Trp

GAR
Glu

CAT
His

GCUC
Als
1808

GTG RLCAH
Val Thr
1620

GIC
val

ACK
The

KGR
Arg

ARG
Lys

AAC
Agn

oer
Pro
1070

TGG
Trp

Gac
hsp

cre
Leu
1088

TCT
Ser

CeT

Pro

GBT
Gly
1100

TTH

Leu

THET
Tyr

TIG
Leu

cTe
Lau

GAR
Glu
1150

GG
Glu

CTT
Ley

GGA

Gly

feit iy
Arg
1165

TGC
Cys

~r
p 8¢

Gly

ART
REN

CAG
Gin

GCA
Rlie

ACT
Thx

~

GAC

c1

+U

AAT
Asn

T GTA

ccT
Pro

GRG
Slu
97

GGa GCT
Gly

ABp

GRT
Asp

-~

Glu

GCT
Ala

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

AGC

GCA
ia Ser

ALaé

GAG
Glu
1010

GCH

aACT
Thr

[ehige]
Vsl
1028

CRG
Gin

GET
Gly

GGa
Gly

1040

TTA
Val Leu
1083

GCC RCA
&la Thr

GAR
Glu
1335

GAT
Asp

TGG
Trp

GrT
val

GAT
ABp

ATH
Ile

CTh
Lau

TAT
Tyr

&8 G
s Ala

s ATT
Ile

ARC
Asn

ARX
Lys

TGT
Cys
1075

GAC
Asp

TGT
Cys

ARR
Lys
1030

oy
ceT

Pro
1105

GAT GTT
Agp Val

GGC
Gly

ATT

Iie

GART
Asp

T
Phe

cTT

Yal

CAR
Gliln

TCT
Ser
1155

RGA
Ry

ATG
Het

AGT
Ser
0

GGhA

~Y
&

g 3
[ |

e
i
€
-
i

TTA ATC
Leu Met

TG
Leu
1185

GCT
Ala

12C0

T
Leu

GGC
Giy

1€

1215

GAG CTRG
Glu Gln

. GAT
hRap

ACH

Thr

GGT
Gly

ccr
Pro

L TTC
Phe

CCT
Pro

e
ey

oy
(284

val
1140

ACR
Thx

CChR
Pro

GAC CTT GGG TTG COA CCOT 864
aAsp Leu Gly Leu Pro Pro
3es
CCT GARA TGG GCG AGG BGG 812
pro Glu Prp Ala Arg Arg
1000
T TTC ARA GGT GCR GIT 860
Phe Leu Lve Gly Ala ¥al
101
ARG GGT TAT TCG TGS GRG 1408
Lys Gly Tyr Ser Trp Glu
103G 1035
AART GRG CTC TTA AGC TCCT 1056
Asn Glu Leu Leu Sex Sar
1080
GCR ATT GRC ATT AAT GAT 1104
Gly Ile Asp lle Rsn Rsp
1065
TGT CaT TAT TCT GTT GAT 1152
Cys Him Tyr Ser Val Asp
1080
CCA TTG CRG RAG GAG CTG 1200
Ela Leu Gln Lys Glu Leu
1095
AT GG TTT ATT GGA AGG 1248
Iie Gly Phe Ile Gly Arg
13110 1118
CAR CTT ATC ATA CCA GAT 1286
Gin Leu JYle lle Pro Asp
1138
CTT GGA TCT GGT GAC CCh 1344
Ley Cly Ser Gly Asp Pro
1145%
TCG ATC TTC ARG GAT AhAR 1392
Ser 1le Phe Lys Asp Lys
1160
GTT TCC CAL CGA ATA RCT 14490
Va)l Ser His Arg Ile Thr
1178
AGA TTZ GRA CCT TGT GGT 1488
Arg Phe Glu Pro Cys Gly
1130 1188
aca STT CCT GTT GTC CAT 1536
Thr Vali Pro Val vVal His
1210
ARC TTC ARC CCUT TY¥C GGT 1584
Asn Phe Asn Pro Phe Gly
1225
TTC GCA CCC CTA ACC ACK 1632
phe Ala Pro Leu Thrx Thr
1240
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GRA RAC RTG TTT GTG GAC ATT GCG RACL TGC AAT ATC TRU ATA CAG GGA la80
Glu Asn Met Phe Val Asp Ile Ala Asn Cys &zn Xle Tyr Ile Gla Gly
1245 1230 1285
ACR ChRR GTC CTC CTG GGA AGG 6CT BAT GAR GCG ARG CAT CGTC ARR AGA 1728
Thr Gln Val Leu Lew Gly Arg Ala Asn Glu Ala &krg Hie Val Lys arg
1260 1285 1270 1275
A iz

CTT CARC GTG GGA CCR TGS CGL TG
Leu His Vel Giy Pro Cys Arg *®
1280

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13:
(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 584 Aminosiduren

(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:

Lt

G

et

Cys Val &la Glu Leu Ser Arg Giu Gly Pro Ala Pro Rry Prx
X

[F

[ 10w

ot
Lw]
= {

Pro Ala Leu Leuw Ala Pro Pro Leu Val Pro Gly Phe Leu Als Pro Pro
2 25 30
& >

Ala Glu Pro Thr CGly Glu Pro Ala Ser Thr Pro Pro Pro Val Pro Asp

3% 40 45
Ala Gly Leu Gly Asp Leu Gly Leu Glu Pro Glu Gly Ile &la Glu Gly
50 53 £
Ser Ile Asp Asn Thy Val Val Yal ARlz Ser Giu Gln asp Ser Glu Ile
&5 70 75 8¢
Val val Gly Lys Glu Gln Ala Arg als Lys Val Thr Gln Ser Jle Val
a5 20 S5
Phe Val Thr Gly Slu Alz Ser Pro Tyr Ala Lys Ser Cly Gly Leu Gly
100 105 1106
Asp Val Cys Gly Ser Leu Pro ¥al Ala Leu Ala Ala Arg Gly His Arg
215 120 128
Val Met Val Val Met Pro Arg Tyr Leu hksnt Gly Thr Ser asp Lys Asn
130 135 14Q
Tyzr Ala Asn Ala Phe Tvr Thr Glu Lys Hig Ile Arg Ile Prc Cys Phe
i45 154 b §-3:3 180
Gly Gly Giu His Glu Val Thr Phe Phe His CGlu Tyr Arg hgp Ser Val
165 130 175
Asp Trp VYal Phe Val Asp His Pro Ser Tyr Hisg Arg Pro Gly Asn Leuw
180 185 180
Tyr Gly Asp Lye Fha Gly Ala Phe Gly &sp Asn Gln Phe Azrg Tyr Thr
195 200 203
Leu Leu Cyg Tyr Ala Ala Cys Glu Ala Pro Leu Ile Leuw Glu Leuw Gly
210 215 220
Gly Tyr Ile Tyr Gly Gln Asa Cys Met Phe Val Val Asn Asp Trp His
225 230 235 40
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ASH
3BE

Gly i

.

28U

Als

Glu

Glu

845

Leuw

Leu
450

r Leu

Pro

Tyr

Glu

Vai

Sly

Ile

Gln
320

Gly

Leu
500

6Ly

- Glu

Bhe

Leu

Gly
580

Pro
245

Arg ¢

405

Lys

ASp

Ile
48S

Tyr

Asp

550

u Gly

Cys

DE 697 38 587 T2

Leu

sSer

Ser

Glu
285

Het

kap

u s3
L2y

ILie

Ary

Thr

The

Clirn

- A

360

Cys

Cys

Vai

Asp

aAla
Leu
265

Ty

val

Val

Ala
250

Pre

Phe

Ser
330

Ley

; Glv

Leu
410

Ile

Leu
Ser
val
475

Arg

Thy

k35

Ran
555

4 Ala

Py

Hig

: His

380

eu

Lew

Gly

-

Tie
460
Ser
Pha
Val
Phe
Kia
540

Ile

Arg
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Arg

Asn

Gly
284

4 Leu

ABD

et

Gin

Fhe

Iie

Ser

445

Phe

Hiag

Glu

His

Leu I

270

hAla

Gly

Pro

val
510

hrg
Ala
Trp

33

Ser

- ABN

Val

Kap

140 il
9
wwm

Pro

Asp
Asp
Leu
400

Rrg

Lys

Thy
480

Gly
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Tabelle 5
mRNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Verzweigungsenzyms-II-Gens aus Mais und des

Transitpeptids
[SEQ ID NO: 14 und SEQ ID NO: 15]

LOCUS MZEGLUTRN 2725 Bp ss-mRNA PLN

DEFINITION Mais-Starkeverzweigungsenzym-II-mRNA, Volist. CDS.

ZUGANGSNUMMER LO8065

SCHLUSSELWORTER 1,4-alpha-Glucan Verzweigungsenzym; Amylo-Transglykosylase; Glu-
canotransferase; Starkeverzweigungsenzym Il

HERKUNFT Zea mays-cDNA bis mRNA

ORGANISMUS Zea mays

Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; Liliopsida; Comme-
linidae, Cyperales; Poaceae

REFERENZ 1 (Basen 1 bis 2725)

AUTOREN Fisher, D. K., Boyer, C. D.. und Hannah, L. C.
TITEL Starch branching enzyme Il from maize endosperm
ZEITSCHRIFT Plant Physiol. 102, 1045-1046 (1993)

STANDARD Vollautomatisch

KOMMENTAR NCBI gi: 168482

MERKMALE Lage/Kennzeichnungen

32/141



DE 697 38 587 T2 2009.04.30

source l‘,272f
culbivar=s"WH4nx1E82R"
,cev stage="2% days post pollenazion”
/t!sene cypesendosperm”
/organi Bm="Loa maye"”

sig_peptide F1..264
/jcodon _start=1
DS 9:..24%0

P

/Ec_numﬂer=”2bq,1
/notes=*NCBI gi: 1
lfocodon atart=3

/product="gtarch branching enzyma II"

B

{%493k

,tranalatimnz”ﬁRFRVSGhVLGGﬁVRAPRLTGG:EuSuVVRP”G«FLTRGARVCC
SGTHORMRARARLKRRAVMVPEGENDGLASRADIRQFOSOELEVPD ISEETTCCRAGVAD
AOALNRVRVVPPPEDGORIPCIDPHLOGYRYHLEYRYSLYRRIRSDIDEHEGGLEAYS
REYELFGFNASREGITYREWAPGRFSARLVCOVNHWDPHADRMEKNEFGVHE IV LENN
ADCTEP L PHESRVKVRNETPSCIKDSIPAWIRKY SVQAPGEIPYDGIVYDRPEEVRYVF
RHEAQFERPKSLRIYETHVGMESPEPRINTYVNFRDEVLPRIKKLCYNAVQINATQENRS
YYOSFGYHY TN FAPSSRFCTPEDLKSL IDRAHELGLLVLMDYVHSHASSNTLOCLRG
FDGTRTHY FHSGPREGKHHWMHDSRLFNYGHWEVLRFLLSKARWHLEBYKFRGFRFOGYT
SMMY THHGLOV TP TCHENEY POFATDVRAVVY LELVEDLIHGLY PEAVTI IGEDVESCME

CREHMAVADKWIDLLKQSUE TWIMEDIVHTL TNREWLERKCVTY A

)1"

TEPALPVHDGGVGEDY

ESHDOALVGDKT IAFWLMDKOMYDFMALDRPSTPTIDRGIALHKMIRLITAGLGGEGY

r —

LNFMGREFGHPEWIDFPRGPURLFSGKF I PGRNNSYDKCRRRFOLGDADY LRYHGHQE

EaY

FONAMOHLEQKY EPMTSDHOYISREHEEDKVIVEERGDLVFVFNFHCENEYFOYRIGT
RKPGVYKUVLDSDACLFGG SR IHHAAEHPTADCEHDNRPY SFEVYTPESRTCVVYAPY
Eh
miat peptide 283..2487

Jcodon gtart=

b
r
/produtt=“starch branching enzyme II

BASENZAHL 727 A 534 C 715 G 749 T
ORIGIN
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11

O N N e o T

Iy Lot Lag 1D st
VGO AN
. e

P

>
3
ot

541
601
561
121
781
B4l
501
563

1021

ieal

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1581

1621

1681

1741

1801

1853

1821

1981

3641

3101

2361

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2761

GGCLOAGRGL
RGTTCERTCC
Heysoleiteineel
CAUACCLGOC
RTGLGLGLES
CTOGORTINA
PETLEAACGRGA
GTEGTCCOCT
TETRMAGTACL
CRACRTERAG
LOLGCSCARG
GATLEIGTOA
TEEGRARTTT
GTREPGGTCR
TRETCAGIGT
CAGGTARRGT
GAAACRLAT
GATUGARGTCC
ChRAGAGCACT
AGTOGTTTTS
TTCOTAGTIC
ARATOETITTG
RTGTGGGATY
RESGUTPAGAT
TCCATGATET
TTIGCLTTTG
CATGGACTTIT
GUOUTTCCTR
GAORARTGEN
CACARCACTGA
CRAGCATTAG
TECATHECRN
ATORTTIRGRT
GRETITGGRT
RASTTTATTS
GATGUAGALT
GHGCHARRRAT
GRTAAGGTEA
ARCACCTRTT
GACTECGAIG
RCCGLOOCGRITY
ATRTATGTIS
CTEGLGOTGT
CTACAATARG
TCoTCTOTRT
CTTTCCTRARA

AGACCCGGAT
GARTLOGHCTE
TRAGGGCTCC
TOTTLITARS
CHRETLGCESC
GGULTTRUTC
CRAZGTECLRG
CROCARGTGR
ATCTTCACTH
CACECTTEER
GTRTCRCATR
RURARCTGREGEA
TECTECCTRA
GRATGGRTRT
HGGCCCCRGE
BTQTGTTCAG
TLGGARTOAG
TCCCRAGART
CATRTTATGE
GTRCCCTAGA
TCATGGCATGT
ATGRTACAGH
CTCECCTATY
QETGECYCGH
ROCBRCTTACTA
CCALCGATEY
BEIOCTGRGEE
TTCRCGATGS
Treacerre?
CAPATRGGAG
PCGECCACAR
TCGATRGACT
TTATCARTAAT
RTCCTCARRTE
CAGGCRATRA
RICTTAGETA
ATGAATTCRY
TELETEITTCGA
TTGACTACCE
CISCRTTATT
STTCGTRTICA
TLTRTGETCE
CGARTCTGAGS
GTTCTGATAL
ETRTATAMGE
BARARRBBAA
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TrOGCTETTE
CGARGGOGAC
CCGRTTCRCT
TLRGGSTTOOT
SAGGRAGGDE
GQCTCAATTC
TGETGETCTS
PECACRRAAR
FOGETACRGE
AGCCTTICTCT
TCGAGRRTGS
TCORALTS
CAATGCAGAT
TCCATCAGGS
AGARIRTACCH
GCATGCGCAR
TAGCCCGGRR
FRAARRKCTT
RAGCTTTGGA
AGATTTGAAT
GGTTCATAGT
TACACATTAC
TRACTATCGG
GGRATATARG
CGGRTTACKS
AGATGCAGTG
PCTRACCATT
TEOGETAGST
CRAGCRAACT
GTCOTTACAC
GRCTATTGCG
TTCRACTCCT
GGCTITAGGA
GATAGRTITT
CARCRGTTAT

3 PP R P
TEATGATATE

GROATCIGAT
ABABGGGROAT

Laaisa mbad ilcal
THRTTCETTIET

TCCTCGRTTT
TAATAGSCC
AGTGGAGTIGHR
ARRFACTTTT
TYTRATCGAT
COTTCRAGGT
AARAR

GGTCGCTEE
ATRECETTCC
GGCOGLGGG6E
GORGTTOURY
STCRTEGTTIC
TAGTCCGATE
GTIGRTGRTC
ATATTUCRCH
CTCTRTRACRA
COTRGTTRTG
GTTCCTELARS
GRTCCTATGA
CCTACATOAC
BTARACGRTT
TATGATEEGR
COTRAPCGRC
CCGRAGATHRA
GGATAURRTY
TRCCATGTAA
TCTITGRTTG
CATGCGTUAR
TTTCACRCTG
RACTRGGAAG
TETGATEGTT
GTARCHRTTTA
GITTACTTGA
GGITGARGATE
TTTGACTATE
CETCARRLTT
RAGTCTGTRA

TTTTCET TG

ATCETTGATC
GGACABGOLOT
CCARDBAGETC
GRCAEATETC
CARGRGTTTC
CACCAGTATA
TTCCTRITTG
CHARAGTCTG
EGCRGURTCC
TATTCATYCT
TEGCGLGGETR
TTCCHRARACE
GOTGOARAGE
GTCRATTREA
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GETTTTAGCA
SGOTTTCTCS
AGGGTAGTCT
GTTECGEGAL
CTCAGGGCGA
RACTGGAGGT
ARGTCTTOAR
TTCACCCCAT
GRAZCQETTCT
LGRAGTTTEO
CAPTTICTS
GCIBARRTCA
CTATTCCTCA
CARTICTACT
YTTATTATGH
CRAAATCATT
ACRCATATGT
CAGTGCRARAT
TRATTTTTT
ATRGAGCACH
STAATACTCT
GTCCACGTES
TITTARGATT
TCCHTTTTGA
CGEGGARCTT
TGCTGGTARA
TTRGTGCAAT
GGATGCRTAT
BGARGRTCCG
CTTRTGCTGR
FEERCARGGA
GICCEATAGE
ATCTTARTTT
COCRISGRCT
GTOBRAGATT
ATCACGCRRT
TTTCCCGGRAR
TCETCHACTT
SCGTSTATA
ATCACGCAGC
CGCTTTATAC
CTUGTTGRTSG
GGOASRTGCR
CCATGCATCT
CATRGAGTTT

TIGGCTCARTC
GGCRETCTTC
AGTQTTLLGE
GOACEGSELT
GAATGRTGGC
ACCAGRCATY
CAGAGTTIGA
CTIGCARGGL
AGRCRITGAT
ATTTARTGCC
IOCETTEETC
GEITGETIRTIT
TECATCTLGT?
CTGGATCARS
TCCTCCTGARA
CCOORTATAT
RRAACTIZARGE
RATGGTARTC
TGUCCCAASRT
TCAGCTTTGGT
GGATGGGTTG
CCATCACTGG
TCRTCTCTCC
TGEETGTGARCC
CRATGRGTAT
TGRTCTARTY
GUOTARCATTT
GEURGTEELT
TEGRIATTETS
ARGTCATSAT
TATGTATGAT
ATTACARTERG
CATGGGRAAT
TUCLAGTEGTE
TGACCTGGEET
CCRRCATCTE
ACETGRAGGAG

oy pen
LCRCTGOAAC

SGTCETOTTS
CEAGCRTTIC
ACCARGCAGR
CUUGGTATGT
TRCRATGORTEG
CLCTOCETTG

TCUTETITCG
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Tabelle 6
mRNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Verzweigungsenzyms-I-Gens aus Mais und des

Transitpeptids
[SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 17]

LOCUS MZEBEI 2763 Bp ss-mRNA PLN

DEFINITION Mais-Starkeverzweigungsenzym-I-mRNA (BE-I).
ZUGANGSNUMMER D11081

SCHLUSSELWORTER Verzweigungsenzym I;

HERKUNFT Zea mays L (Inzuchtlinie Oh43), cDNA bis mRNA
ORGANISMUS Zea mays

Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; Liliopsida; Comme-
linidae; Poaceae

REFERENZ 1 (Basen 1 bis 2763)

AUTOREN Baba, T., Kimura, K., Mizuno, K., Etoh, H. Ishida, Y., Shida, O. und Arai,
Y.

TITEL Sequence conservation of the catalytic regions of Amylolytic enzymes in
maize branching enzyme-I

ZEITSCHRIFT Biochem. Biophys. Res. Commun. 181, 87-94 (1991)

STANDARD Vollautomatisch

KOMMENTAR Eingereicht (30-APR-1992) beim DDBJ durch: Tadashi Baba

Institut fir angewandte Biochemie
Universitat Tsukuba
Tsukuba, Ibaraki 305
Japan
Tel: 0298-53-6632
Fax: 0298-53-6632
NCBI gi: 217959
MERKMALE Lage/Kennzeichnungen
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gource 1..2763
/organism="Zea meys”
ehs <1..2470

/note="NCBY gi: 217360"

/jcodon start=2

/produftevbranching enzyme-I precursor”

{transiation="LCLVSPSS5PTPLPPPRRIRSHADRAAPPGIARGCGENVRLEVLEY
OCKARRSGYRKVESKFPATRATVREDRIMATAKGDVDHLFIYDLDPKLE IFRDHAFRY RM
KRFLECKGSIEENEGSLESFSKGY LEFGINTREDGTVY REWAPAADERELIGDFRDWN
GCANARMEXDKFGUWSIKIDHYKGKPAI PENSKVKFRILHAGGVRVDRIPRLIRYATVDA
EKFGAPYDGVHWDPPASERY TFKHPRP SKPARAPRIYERHVOMSCEXPAVSTYREFADN
VLPRIRANNYNTVQLMAVMEHSYYASFCYRVTNFPAYBSHSGTPREDLKYLVOKAHSLE

LEVLMDVVHSHASHNVTDGLNGYDVGOSTQES Y FHAGDRGYRKLWO SRLFHY AHWEVL

RELLSNLRYWLDEFMFUGFRFDEVISMLYHKUGINVGPTEHYQEYFSLDTAVDAVVYM .

{LARELMHKLLPERTVVAEDVSGMPVLCRPVDECOVEF DY RLAKA IPDRWI DY LENKD
DSEWSMCE IANTLTNRRY TEKCIAYAESHDQS IVGDKT IAFLLEDKERYTGHEDLEPA
SPTIDRGIALOKMIHFI THALGGDGY LHFMGNEFCHPEWI DY PREGNNWNSYDKCRROW
SLYVDTDHLRYKYMNAFDOAMNALDERFSFLESSKQIVSDMNDEERVIVFERGDLVEVE
NPHBPKKTYESYKVGCDLBEKYRVALUSDALVIGGHGRVGHEVOHFTSPEGVPGYPETN

FRERPRSFEVLEPPRYCVAYYRVDEAGRGRRLEHAKAETGKTEPAESIDVKASRASSKE

transit_peptide
mat._peptide

polyA signal

BASENZAHL

ORIGIN

GCTGTGECICT
CTCCCATGAT
TGTCTIGTCT
CGCTACTIGOA
CORTCTCCCC
COCGGATGRAARN
ATCTTITTCT
TCGTGAATGE
TCGTGORRAC
TCTCRARGGS
TGOCAGTATGS

719 A

DREATAGGRRGWKEFARDPSOQDTK "

2..180
191..24867

/EC number=>2.4.1.18"

+zn )
i

Jcodon start

produtt="branching enzyme-1 precursor”

2734..2739

STETCGELCT
GATCGGRCEG
GTCCAGTGCA
GCTACTGTGC
ATATACGRCC
AGRTTCOCTAG
ARAGGCTATT
GCATCTOCTG
CRTAAGATES
ARARCCTIGECCA
GTTGATCGTA

585 C

CTTCCTCCEC
CACCRCOGGE
AGGCTCGQLS
ARAGAACATAR
TGGACCCUAR
BGCAGRARGG
TCARATTTGS
COCTAGBAGLC
GARGGATAR
TCCCTCRCA
TTCCAGCATT

137 G

GACTCCGCTT
GATCHCEGRT
CTCAGGGGTC
ARCTATGGCA
GUTGGAGRTA
RTCARTTG

SATTARTACHR
AGRGCTTRTT
RTTTGGTGTIT
TTCCRAGCTT
SARTTTGTTAT
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722 T

CCGCTELECGe
GGCGECAATE
CGGAAGCTCA
RCTGCCARRAG
TTCRAGGACC
SAARATERGG
RATCAGLATG
GETGACTTCA
TGGTTGRTCE
ARATTITGLET
GCGACTETTG

2009.04.30

GGCGCTCTCG
TCCCCCTGAS
AGAGTARATT
GCGATGTCGA
ATTTCAGGTR
GAAGTCTTGA
GRACTGTATA
ATGRCTGGAR
AARTTGRCCA
TTCTACKTBS
ATGCCTCTAR



€6l
T3
783
[01
361

1821

1081
1343
1203
1283
1321
1381
1441
1501
1581
1621
1681
1741
150}
186l
1823
igsl
2041
214}
2161
2221
2281
2341
2433
2461
2521
2584
2541
2703

2761

A o s o

RTTTCEAGLOT
TRAGCATCOT
GRETGGIGARA
CRTACCGAGCA
TCCTICLTV0
AGABGROLTS
TETTCLCCAT
ATRARGTACR
TAGTLLGLTS
ATATICGGTTG
GTATCLTLRG
GEACACAGLT
CTIGCCAGRA
RGTPCETCHAA
GATTCACTRAC
TTTIGRCTHAC
TRYTCTTOCGE
GTERGALTTG
TCACTTCATC
TOETCACCCA
CAGARCGRERG
TGRECARALGLCG
CETOAGCEAL
TETTITCAAT
TCOGRARTIE
TECCLACEAC
CTTCRACEAC
TTRECTTETH
GaSSTOTICA
GORLGOGUARRLG
TLCCARRTER

VETCLTRETE
TGCALGLRAGC
RTAARTRATCA
CRCTITGTRT

T
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LOCTRIGRTE
COCLTTT AR
BRGUTAGCAL
ANTAACTATH
GUOTACTRTG
BARTRTLCTG
RGUURATCURA
SONGARETOC?
TTCRACTATG
CLTGARTTCS
SRTRGTRATCA
GITRGATCOLCAE
ECRNZTCTTE
[elviifvicieionty el
SYGRACANTR
BCGROCATATA
GACAARALTA
CAGCCTCCTT
ACRATGGECC
GALTICEGATTG
TGOGRGLCTTE
AUCARTCCGT
ATGARACCATE
PEOCATCOCH
RGRETRECCC
GUBERATCACT
TROELGARCT
SALGRRGCAG

CGTIGRGIGTIA TT

GUTUOTTECA
AGCCATERGT
TACTEGACTA
TEETETCTTA
GRGATGOATS
STACAGGALT

GTTOTCATIC
AGCCTGOTET
TAAGCACARTA
HUACESTTCA
TOAZARATTT
TYGRTARGEL
CTRATAATET
ATTTTCRTET

CTRALICEGA

GGATCLTCOT
TOCAOGTATEC
TAGSGRATTT
GTTGATGGOA
CTITRUGLTY
o0 Kat:teyw g aet
CREAGLRGOY
GGRESTRGH
GRTATTARGSG

TETITORTGE
KTGTGOGETT
TTGTTTRCAT
TTGCTGAARGA
COTTIGATTR
ABRGATCACTC
CTGAARAATS
TITGCATTTCT
CACCTACAAT
TTGGAGGTGA
RCTTTCCRAG
TOGALACTIGA
TCGATSAGRS
AGGAALAGET
AGUARACTTA
TESATTLTGA
TCALGTOGCC
CETTCRRAGT
GUEUTLCRCG
CROGTTAR
RGRACCGATG
CCTTOSTCRG
[ristoreia sceiowg
TLALTGAGCA
SATGETEZEY

e ~erp
BECTTTLCGTC

COTCLCCRATET
THLTOGRARL
GATGLLTOCE
TETPTCARGT
TORUCTRGCA
TCRETCGTLE
CATCGCATAT
CCTSATGEAD
TGATCORCEG
TCGLTRGTTG
AGARGCGAAC

e’ g o

TCACTTLLGE

GCITOTGARRA
TATGRAGTEC
GUAGKCARTE
GTTATGEAGE
AGCALBCAGAT
GUTITHROGAL
TURNLSGGCT
GUTYRTCETR
TETLETCTTY
GRTEORSTER
THRECHEGSART
RAGURTTTAA
LICLCCETLC
ATGACTLTCT
RIQCGRGTGARAA
GCTGRGRGLC
AASGRARATGT
ATTCCROTOC
AATITTTATGEG
RARCTGGRGCT
TADARGTREA

ATTTICCTTC
TARTTETRTTY
CGAGQGCTAL
TGCTCTLCTC
TGARSGUGTS
CCTTILTCTT
ATCTLTTCAL
EQCITTLORGA
SHRAGDITTONG
[of:Zog geivitonned
GUGLCoTISG
GHCAGGRRLIY
RTTHCLTATC

» &ow e
THROCANT HARS

Tabelle 7

CTTTCCTECT
CRARLLTECAC
RARGUGGEAT
TTEGCTGGRS
CCREEGETEC
CeoLBeacsT
LUGARAGLRE
GUTRETRCGCH
CREOCACTCRR
ELTECCLELLE
ARCOETLLTT
GUTTOTATAG
THELTAGRLS

ARRRALCTTOT

et
4

CACRCRTY
FRRGGTRT
GLCALE
GTATTA
GERACAZC
CPCTGATEGA
ATCATCTTCG
AACTTTESEGA
TTARACCTGRS
CATCRATOIT
ATTICAGTTT
TGCACHRARST
TTTGECCEGCe
CTCNTREATG
THGCELATRE
BIGATCAGTC
ACHTTGGOAT
ARBRGATCAT
CRARTCAGTT

ATGATRAATS
TEARTGLGTT
CARRARGLAGRT
ATTTREITTY
GOGRYTIDECC
ETGUAAGRRTY
COCABACLAA
CIGTEEOTTA
REACRGGRAR
RAGARGACAR
COGHTCARGR
SCCTCTTHEY
TCCTSTAGCT
CTTTPCTAGA
TCUATGTOUT
TELEEEETYT

REE RS
1990
30
€3 +1 23

ps
WTT
o~

¢
97

Codiersequenz und abgeleitete Aminosauresequenz fir die Transitpeptidregion des Gens fur I6sliche Starke-
synthase | aus Mais
[SEQ ID NO: 18 und SEQ ID NO: 19]

AKTENBEZEICH- MSS1TRTP.DN SEQUENZ:NORMAL 153 BP

NUNG:
CODONTABELLE:
SEQUENZREGION
TRANSLATIONSREGION

UNIV.TCN

1-153
1-153

*** DNA-TRANSLATION ***

1 ATG GCC ACT OO0 TOD S0 GTG GGC 600 GO0 TGC CTC OTC OTC GCG GG &8
1 ¥ K T ¥ S A Y G A A z L L L A R 16
£9  GCC GOC T56 ©OG GCC GO GTC GGC GAT 86 GOG 60 08 C4G RGG COTC ag
7 A A % ¥ A A ¥ & DT R A B P B B i 32
G7 ARG 00 GTD OTC LD OGD £06 TOC OTC GCG OAG CIG AGT ASL GAG GGG 1464
331 ¢ ® Vv L R R R © ¥ & E L S B £ =& 48
185  0OCC CAT ATC 153
48 P 0N ¥ 53
GFP-Konstrukte:

1. GFP ausschlieBlich in pET-21a:

pEXS115 wird mit Ndel und Xhol verdaut, und das 740 Bp Fragment, das die SGFP-Codiersequenz enthalt,
wird in die Ndel- und Xhol-Spaltstellen von pET-21a (Novagen 601 Science Dr. Madison WI) subkloniert.
(Siehe Karte in Eig. 2b GFG-21a).

2. GFP, das leserastergerecht am 5'-Ende des reifen Vollangen-WX subkloniert wurde:

Das 740 Bp grofe Ndel-Fragment, das SGFP enthielt, aus pEXS114 wird in die Ndel-Spaltstelle von
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pEXSWX subkloniert (siehe Karte in Fig. 3b GFG-FLWX).

3. GFP, das leserastergerecht am 5'-Ende des N-terminal verkiirzten WX subkloniert wurde:

WX, das um 700 Bp am N-Terminus verkirzt wurde. Das 1 kB groRe BamHI-Fragment, das flir den C-Ter-
minus von WX codiert, aus pEXSWX, wird in die Bglll-Stelle von pEXS115 subkloniert. Anschliel3end wird
das gesamte um SGFP verkurzte WX-Fragment als Ndel-Hindlll-Fragment in PET21a subkloniert (siehe
Karte in Fig. 3b GFP-BamHIWX).

4. GFP, das leserastergerecht am 5'-Ende des N-terminal verkirzten WX subkloniert wurde:

WX, das um 100 Bp am N-Terminus verkiirzt wurde. Das 740 Bp groRe Ndel-Nco-I-Fragment, das SGFP
enthalt, aus PEXS115, wird an den Ndel- und Ncol-Spaltstellen in pEXSWX subkloniert (siehe Karte in
Fig. 4 GFP-NcoWX).

Beispiel Drei:

Plasmid-Transformation in Bakterien:

[0102] Praparation von kompetenten Escherichia coli-Zellen:

1. 2,5 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie des gewinschten E. coli-Stamms inokulieren: Der gewahlte
Stamm war XLIBLUE DL2IDE3 von (Statagene); inklusive geeignete Antibiotika. Bei 37°C, 250 U/min Uber
Nacht zlchten.

2. 100 LB-Medium mit einer 1:50-Verdiinnung der Ubernachtkultur inokulieren, inklusive geeignete Antibi-
otika. Bei 37°C, 250 U/min solange zlchten, bis die ODg,, = 0,3-0,5 betragt.

3. Kultur in sterile Zentrifugenflasche Uberfiihren und 15 Minuten lang auf Eis kihlen.

4. 5 Minuten bei 3000 x g (4°C) zentrifugieren.

5. Pellet erneut in 8 ml eiskaltem Transformationspuffer suspendieren. 15 Minuten auf Eis inkubieren.

6. 5 Minuten bei 3000 x g (4°C) zentrifugieren.

7. Pellet erneut in 8 ml eiskaltem Transformationspuffer 2 suspendieren. In aliquote Teile teilen, in flissigem
Stickstoff schockgefrieren, bei —70°C aufbewahrt.

[0103]
Transformationspuffer 1 Transformationspuffer 2
RbCI 1,2g MOPS (10 mM) 0,209 g
MnCl,4H,0 0,999 RbCL 0,12¢g
Kaliumacetat 0,294 g CaCl, 2H,0 1,149
CaCl,2H,0 0,15¢ Glycerin 15¢
Glycerin 15¢g dH,O 100 ml
dH,O 100 ml pH auf 6,8 mit NaO H
pH auf 5,8 mit 0,2 M Essigsaure Sterilfiltrieren
Sterilfiltrieren

[0104] Transformation von Escherichia coli mittels der Rubidiumchlorid-Hitzeschockmethode: (Hanahan, D.

(1985) in DNA cloning: a practical approach (Hrsg.: D. M. Glover), S. 109-135, IRL Press.

1. 1-5 pl DNA 30 Minuten mit 150 yl kompetenten E. coli-Zellen auf Eis inkubieren.
2. 45 Sekunden Hitzeschock bei 42°C.

3. Sofort 2 Minuten lang auf Eis geben.

4. Mit 600 pl LB-Medium versetzen und 1 Stunde lang bei 37°C inkubieren.

5. Auf LB-Agar, der die entsprechenden Antiobitika enthalt, ausplattieren.

[0105] Dieses Plasmid wird das Hybridpolypeptid, das das "Green Fluorescent Protein" enthalt, innerhalb der
Bakterien exprimieren.

Beispiel Vier:
Expression des Konstrukts in E. coli:

1. 3 ml LB mit E. coli, der das interessierende Plasmid enthalt, inokulieren. Geeignete Antibiotika mitver-
wenden. 37°C, 250 U/min, Gber Nacht.
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2. 100 ml LB mit 2 ml Ubernachtkultur inokulieren.

Geeignete Antibiotika mitverwenden. Bei 37°C, 250 U/min zilchten.

3. Bei einer ODg,, von ungeféahr 0,4-0,5 bei Raumtemperatur aufbewahren, 200 U/min.

4. Bei einer ODg,, von ungefahr 0,6-0,8 mit 100 pl 1M 1PTG induzieren. IPTG-Endkonzentration betragt 1
mM.

5. Bei Raumtemperatur, 200 U/min, 4-5 Stunden ziichten.

6. Zellen abzentrifugieren.

7. In flussigem Stickstoff schochgefrieren und bei —70°C bis zur Verwendung aufbewahren.

[0106] Die Zellen kénnen erneut in dH,0 suspendiert und unter UV-Licht (A, = 395 nm) auf Eigenfluoreszenz
beobachtet werden. Die Zellen kénnen jedoch auch mit Ultraschall behandelt werden und ein aliquoter Teil des
Zellextrakts kann mittels SDS-PAGE aufgetrennt und unter UV-Licht zum Nachweis der GFP-Fluoreszenz be-
oachtet werden. Handelt es sich bei dem verwendeten Protein um ein "Green Fluorescent Protein", so kann
das Vorhandensein des Proteins in dem lysierten Material unter UV bei 395 nm im Leuchtkasten ausgewertet
werden und das typische griine Leuchten kann identifiziert werden.

Beispiel Funf:
Plasmidextraktion aus Bakterien:

[0107] Es folgt nun eines der vielen allgemein verwendeten Plasmidaufreinigungsprotokolle mittels alkali-
scher Lyse, das sich fir die Durchfihrung der vorliegenden Erfindung eignet.
1. 100200 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie von mit einem der oben beschriebenen Plasmide trans-
formierten E. coli inokulieren. Geeignete Antibiotika mitverwenden. Bei 37°C, 250 U/min Uber Nacht zuch-
ten.
2. 10 Minuten bei 5,000 x g (4°C) zentrifugieren.
3. Zellen erneut in 10 ml Wasser suspendieren, in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen tuberfihren und die Zen-
trifugation wiederholen.
4. Pellet erneut in 5 ml 0,1 M NaOH (0,5% SDS) suspendieren. 10 Minuten auf Eis inkubieren
5. Mit 2,5 ml 3 M Natriumacetat (pH 5,2) versetzen, vorsichtig umdrehen und 10 Minuten auf Eis inkubieren.
6. 5 Minuten bei 15.000-20.000 x g (4°C) zentrifugieren.
7. Uberstand mit einem gleichen Volumen Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) extrahieren.
8. 10 Minuten bei 6.000-20.000 x g (4°C) zentrifugieren.
9. WaRrige Phase in sauberes Réhrchen Uberflihren und mit 1 Volumenteil Isopropanol fallen.
10. 15 Minuten bei 12.000 x g (4°C) zentrifugieren.
11. Pellet in 0,5 ml TE 16sen, mit 20 yl 10 mg/ml RNase versetzen und 1 Stunde bei 37°C inkubieren.
12. Zweimal mit Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) extrahieren.
13. Einmal mit Chloroform extrahieren.
14. WalRrige Phase mit 1 Volumenteil Isopropanol und 0,1 Volumenteil 3 M Natriumacetat fallen.
15. Pellet einmal mit 705%igem Ethanol waschen.
16. Pellet im SpeedVac trocknen und Pellet in TE suspendieren.

[0108] Dieses Plasmid kann nun in andere Wirte insertiert werden.

Tabelle 8

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz der Starkesynthase-Codierregion aus pEXS52
[SEQ ID No: 20 und SEQ ID NO: 21]

AKTENBEZEICH- MSS1DELN.DN SEQUENZ:NORMAL 1626 BP
NUNG:

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1-1626

TRANSLATIONSREGION 1-1626

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 20
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o~

TGC CTC GCG GAG CPG AGT AGG GAG GAT CTC 66T CTC GAR CCT GAA GGG 48
Cys ¥Val Ala Giu Leu Ser Arg Glu Agp Leuw Gly Leu Glu Pro Glu Gly
55 &6 85

ATT GOT GRR GGT TCC ATC GAT AAC ACA OTA GTT GTG GUA AGT GAG Caa 96
Tle Ala Glu Gly Ber Ile &sp Asn Thr val Val Val Ala Ser Glu Gin
70 75 80

GAT TCT GAG ATT GTG GTT GGR ARG GAG TAA GLT CGA GCT AAM GTR BCH 144
Asp Ser Glu Ile Val Val Gly Lys Glu Gln Rlz Arg Rla Lys Val Thr
85 8G kR

CAK AGC ATT GTC TTT GTA ACC GGC GAA GCT TCT CCT TAT GUA ARG TCT 192
Gin Ser Ile Val Phe Val Thr Gly CGlu Ala Ser Pro Tyr hklaz Lys Ser
100 1as 110 11%

GCT CTT OCT G 240

GGG SGT CTR GGA GAT GTT GST TCA c GTT
Pro Val Ala Leu BRla Als

Gly Gly Leu Gly Asps Val Cys CGly Ser
124

wen

]
(IS

TAT TTA RAT GGT ACC 2EBB
arg Tyz Leu Asn Gly Thr

o
[

-
o
oy
i
Rta g s |
<

&

GTG ATG CTT GTA RTG

CGT GGT CaC
i Mer Val val Het

kryg Gly

20
NG
Q ¢
bt
1
>
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1is 140 45
TCC BAT ARG RAT TAT GCh RAT GCA TTT TAC ACR GAA AAR CRU ATT CGG 3¢
Ser hsp Lvs Asn Tyr Ale Asn xia Phe Tyr Thr $lu Lys Hie Ile Arg
150 155 160
ATT COCA TGC TTT 660 GGT GRR CAT GAL GTT RCC TTC TYC CAT GRG TAT 384
fle Pro Cys Phe Gly 6ly Glu Bis Glu Val Thr Phe Phe His Glu Tyr
185 17¢ 175
AGR GAT TCA GTT GAC TGG GTG TTT GTT GAT CAT CCC TCx TAT CAC AGA 432
Arqg Aap Ser Val ksp Trp Val Phe Val Aap His Pro Ser Tyr His BArg
189 185 190 195
20T GGA AAT TTA TAT GOR QAT AAG W GGT GCT TTT GGT GAT AAT CRG 480
Pro Gly asn Leu Tyr Gly Aep Lys Phe Gly Ala Phe Gly Asp Asn &ln
200 208 210
TTC AGA TRC ACA CTC CTT TGC TAT GCT GCA TGT GAG 6C? CCT TTC ATC 528
Phe Arg Tyr Thr Lew Leu Cys Tyr Ala Ala Cys Glu Ala Pro iLeu lle
Z21% 220 225
7T GAR TTG GGA GGR TAT ATT TAT GGAR CAG AAT TGC ATG TTT GTT GTC 576
zeu G6lu Leu Gly Gly Tyr Ile Tyr Gly Gin Asn Cys Met Phe Val Val
230 23% 243
ART GAT TGG CAT GCC AGT CTA GTG CCA GTC CTT CTT GCT GCA ARA TRT 624
Asn Asp Trp His Rla Ser Leu Val Pro val Leu Len Rla Aia Lys Tyr
24% 25%C 255
RGA OCA TAT GGT GTT TAT ARA GAC TCC CGC AGT ATT CTT GTA ATK CAT 672
Arg Pro Tyr Gly Val Tyvr Lys Aep Ser srg Ser Ile Leu Val Ile His
280 ZE8 270 278
AAT TTR GOh ORT ChG GGT GTA GAG ooT GCA AGC ACA TAT CCT GAC CTT 720
BRsn Leu Ala His Gln Gly val Glu Pro Ala Ser Thr Tyr Pro Asp Lew
280 285 ° 29C
GGG TTG CCA CCT GAR TGG TAT GCA GCP CTG GAGC TGO GTA TTC CIUT GAA 768
Gly Leu Proc Pro Glu Trp Tyr Gly Rla Leu Glu Trp Val Phe Pro Glu
295 306 30%
TGG GCG AGC AGG CAT GCC CTT GAT ARG GGT CRG GTA GTT RAT TTT TTC 816
Trp Ala Arg Arg Eis Ala Leu ASp Lys G6ly Glu Ala Val Asn Phe Leu
310 31% 320
ARA GGT GCA GTT GTG ACA GCA GAT CGR ATC GTG ACT GTC AGT AAG GGT 8464
Lys Gly Rla Val Val Thr Ala Asp Arg Ile val Thr val Ser Lys Gly
325 330 335
TAT TCG TGG GAG GTC ACA ALT G GAR GGT GGA CAG GGC CTC AAT GAG 912
Tyr Ser Trp Glu Val Thr Tnr Ala Clu ©ly Gly Gln Gly Leu Rsn Glu
340 345 350 355
CTC TTA AGC TOC ACA ARG AGT GTA TTA AAC GGA ATT GTA ART GGR RTT 950
Leu Leu Ser Ser Arg Lys Ser Val Leu Asn Gly Ile Val Ren Cly 1lis
360 3565 37C
SAC ATT AAT GAT T4G ARC CCT GCC RCA GAC AAR TGT ATC CCC TGT CAT 1008
Asp Ile Asn Asp Trp Asn Pro Aia Thr Asp Lys Cys Ile Pro Cys His
373 380 385
TAT TCT GTT GAT GAC CTC TCT GGA ARG GCC AXA KRAR GCT GCA TTC 1056

T
Tyr Ser Val Asp Rsp Leu Ser Gly Lys Ala Lys C
390 395 200
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Phe
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Glu
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ccr
Pro
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~
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Iis
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GAG
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Gly

CCa
Pro

Ile Gin

563

GTC
Wal
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e
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*
pn
4

G GGA
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INFORMATION ZU SEQ ID NO:

S

[ =
[

Gee

cTe

y Lev

GCA
Bia
520

* GAG

.y
Goy

GhAA

Glu

ACH
Thr

crT
Leu

2
Pk
&

[
b b
O3t

TThA
Leu

GAT
Asn
425

aATG

Met

ART
Ran
505

ACT
Thy

n oy

AARY
ARsi

RAC
Aan

(1)

SOy

P

Q3

V¥ 3

¥

CGG
Arg

GAR
Glu

GGA
Gly

pieled
Cys
4%0

CAG
Gin

oG

Val
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ATA
Ile

TG

Gln

GAR
Glilu

GAG

Glu

TT

Fhe
555

oTs
Lau

[$ 2]
= 4]

A ]

AGG
Aryg
ARE

*

Lys

GAT
kap

TGG
Teps
460

e
iy

Val

AT
Ile

[otof Y

Pro

cer
Pro

-~
GG

Gly

aTT
Yal
445

RTG
et

CGA
Gly

TTG
Lew

aer
ARia

RGR
ALG
5258

SGT
Gly

GaC !

Asp

AGA

Phe

eieled
&rg
530

> AGT

Ser

L ATG
: et

488

CRG
Gin

- cer

Fro

ACK
The

[hwy
Val
480

CCh
Pro

Gee

GAG
Giu

GCA
Ria
$45
TG
Cys

GHA
Glu

21:

cTT

=1

450

TCG
Ser

Val

ART
Agn

GOG
Ala

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

ATC
Ile

TCC
Ser

TTC

Phe

GTT
val
315
T7e
Phe

GCR
Rla

ATC
Ile

>
2
vy ©

1104

L1582

b
[
jo)
o

1248

i2¢96

1344

B
[
3
[

31448

ig8g

1584

(A) LANGE: 540 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(xi) SEQUENZBESCHREIRUNG: SEQ ID NO: 21:
Lew Ser Rrg Glu Asp Lew Gly Leu &lu Pro Glu Gly
s I3 13
Ser Ile Asp Bsn Thr val val val Ala Ber Siu Gln
s 30
Vel Val Gly Lys Glu Gin Rla Arg Ala Lye Val Thr
40 45
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Phe Lvs Asp Lye Phe Arg Gly Trp Val &ly FPhe Ser Val fr
43 X

-
425

His Apg Iie Thy Ala Gly Cys Asp Ile Leu Leu Mst Pro Ser Arg She
&35 45 G35

Glu Pro Cye Gly Leu Asn 6ln Lew Pyr Ala Mat Gln Tyr Gly Thr Val
&

Pro Vel Val Bir Ala Thr Gly Gly Lew Arg Asp Thr VAl Gluo Assn Phe

4&5 470 &1 480

Asn Pro Phe Gly Glu Asn Gly Glu 8in §ly Thr $iy Trp Als Phe Big
485 480 495

Pro Lew Thr The Glu Asn Net Phe Vel asp Ile Bls Asn Cv
540 585 L

.3

Tye Fla Glo ly Thr Gln Val Lew Leu Gly Arg Alz Asn Clu Rla &rg
815 520 52§

Hig Val Lyc Rrg Lew His VYal Qly Pro Cys ARrg #
530 535 540

Beispiel Sechs:

[0109] Bei diesem Versuch wird ein Plasmid eingesetzt, das Uber einen Maispromoter, ein Maistransitpeptid,
eine Starkebindungsregion des Gens flr die Starkesynthase | und ein daran gebundenes ligiertes Genfrag-
ment verfugt. Das in Eig. 6 gezeigte Plasmid enthalt die in Tabelle 8 aufgelistete DNA-Sequenz.

[0110] Das Plasmid pEXS52 wurde nach der folgenden Vorschrift konstruiert:
Bei dem fiir die Konstruktion von transgenen Plasmiden verwendeten Materialien handelt es sich um:

Plasmid pBluescript SK-

Plasmid pMF6 (enthalten den nos3'-Terminator)

Plasmid pHKH1 (enthalten das Mais-adh1-Intron)

Plasmid Mstsl(6-4) (enthalten das Mais-STS-Transitpeptid, Verwendung als Matrize fir PCT von stsl-Transit-

peptid weg)

Plasmid MstsIII in pBluescript SK-

Primers EXS29 (GTGGATCCATGGCGACGCCCTCGGCCGTGG) [SEQ 1ID
NO:22]

Primer EXS35 (CTGAATTCCATATGGGGCCCCTCCCTGCTCAGCTC) [SEQ
ID NO:23]

beide fur PCT des stsl-Transitpeptids verwendet

Primer EXS31 (CTCTGAGCTCAAGCTTGCTACTTTCTTTCCTTAATG)
[SEQ ID NO:24]

Primer EXS32 (GTCTCCGCGGTGGTGTCCTTGCTTCCTAG) [SEQ 1ID
NO:25]

beide fur PCR des Mais-10KD-Zein-Promoters verwendet (Journal: Gene 71: 359-370 [1988])
genomische DNA aus Mais A632 (als Matrize fur die PCR des Mais-10KD-Zein-Promoters verwendet)

Schritt 1: Mais-10KD-Zein-Promoter in pBluescript SK- klonieren (Bezeichnung: pEXS10zp).
1. PCR des 1,1 kB Mais-10KD-Zein-Promoters

Primer: EXS31, EXS32
Matrize: genomische DNA aus Mais A632
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2. 1,1 kB Mais, 10KD Zein-Promoter PCR Produkt in pBluescript SK- Plasmid an der Sacl- und Sacll-Spalt-
stelle klonieren (siehe Fig. 7)

Schritt 2: Ndel-Spaltstelle in pEXS10zp deletieren (Bezeichnung pEXS10zp-Ndel).

[0111] Ndel wird durch Auffillen und Stumpfendiges Ligieren des Mais-10KD-Zein-Promoters in pBluescript
SK- entfernt.

Schritt 3: Mais-Adh-1-Intron in pBluescriptSK-klonieren (Bezeichnung pEXSadh1).

[0112] Das Mais-Adh1-Intron wird aus dem Plasmid pHKH1 an der Xbal und der BamHI-Stelle freigesetzt.
Das Mais-ADH1-Intron (Xbal/BamHI-Fragment) wird in pBluescriptSK- an der Xbal- und BamHI-Stelle kloniert
(siehe Fig. 7).

Schritt 4: Mais-10KD-Zein-Promoter und Mais-Adh-1-Intron in pBluescriptSK- klonieren (Bezeichnung
pEXS10zp-adh1).

[0113] Der Mais-10KD-Zein-Promoter wird aus dem Plasmid pEXS 10zp-Ndel an der Sacl- und der Sa-
cll-Stelle freigesetzt. Der Mais-10KD-Zein-Promoter (Sacl/Sacll-Fragment) wird in das Plasmid pEXSadh 1
(das das Mais-and1-Intron enthalt) an der Sacl- und der Sacll-Stelle kloniert (siehe Fig. 7).

Schritt 5: Mais-nos3'-Terminator in das Plasmid pEXSadh1 klonieren (Bezeichnung pEXSadh1-nos3').

[0114] Der Mais-nos3'-Terminator wird aus dem Plasmid pMF6 an der EcoRI- und HindllI-Spaltstelle freige-
setzt. Der Mais-nos3'-Terminator (EcoRI/Hindlll-Fragment) wird in das Plasmid pEXSadh1 an EcoRI und Hin-
dlll kloniert (siehe Fig. 7).

Schritt 6: Mais-nos3'-Terminator in das Plasmid pEXS10zp-adh1 klonieren (Bezeichnung
pEXS10zp-adh1-nos3').

[0115] Der Mais-nos3'-Terminator wird aus dem Plasmid pEXSadh1-nos3' an der EcoRI- und Apal-Spaltstelle
freigesetzt. Der Mais-nos3'-Terminator (EcoRI/Apal-Fragment) wird in das Plasmid pEXS10zp-adh1 an EcoRI-
und Apal-Spaltstelle kloniert (siehe Fig. 7).

Schritt 7: Mais-STSI-Transitpeptid in das Plasmid pEXS10zp-adh1-nos3' klonieren (Bezeichnung: pEXS33).

1. PCR des 150 Bp Mais-STSI-Transitpeptids

Primer: EXS29, EXS35

Matrize: STSI(6-4) Plasmid

2. Das 150 Bp Mais-STSI-Transitpeptid-PCR-Produkt an der EcoRI- und der BamHI-Spaltstelle in das Plas-

mid pEXS10zp-adh1-nos3' klonieren (siehe Fig. 7).
Schritt 8: Ortsgerichtete Mutagenese an dem Mais-STSI-Transitpeptid in pEXS33 (Bezeichnung pEXS33(m)).
[0116] Es liegt eine Mutation (Stop-Codon) auf dem Mais-STSI-Transitpeptid in dem Plasmid pEXS33 vor. Die
ortsgerichtete Mutagenese wird durchgefihrt, um das Stop-Codon zu einem Nicht-Stop-Codon zu verandern.
Das neue Plasmid (enthaltend den Mais 10 kd-Promoter das Mais-STSI-Transitpeptid, das Mais-adh1-Intron,
den Mais-nos3'-Terminator) wird mit pEXS33(m) bezeichnet.

Schritt 9: Notl-Spaltstelle in pEXS33(m) deletiert (Bezeichnung pEXS50).

[0117] Die Notl-Spaltstelle wird als pEXS33 durch Notl-Auffiillen, stumpfendiges Ligieren unter Bildung von
pEXS50 entfernt (siehe Fig. 8).

Schritt 10: Mais-adh1-Intron in pEXS33(m) deletiert (Bezeichnung pEXS60)

[0118] Das Mais-adh1-Intron wird durch Verdauen mit Notl/BamHI entfernt, mit Klenow-Fragment aufgefiillt,
stumpfendiges Ligieren unter Bildung von pEXS60 (siehe Fig. 9).
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Schritt 11: Mais-STSIII in pEXS50, pEXS60 klonieren

[0119] Die Mais-STSIII wird aus dem Plasmid Mais-STSIII in pBluescriptSK- an der Ndel- und der EcoRI-Stel-
le freigesetzt. Die Mais-STSIII (Ndel-EcoRI-Fragment) wird getrennt in pEXS50 und pEXSE0, kloniert, Be-
zeichnung pEXS51 bzw. pEXS61 (siehe Fig. 8 bzw. 9).

Schritt 12:

[0120] Genin Tabelle 8 an der Ndel/Notl-Spaltsstelle in pEXS51 klonieren, wodurch man zu pEXS52 gelangt.
Weitere ahnliche Plasmide kénnen dadurch hergestellt werden, dal® man andere Gene (STSI, I, WX, glgA,
glgB, glgB, BEI BEIl usw.) an der Ndel/Notl-Spaltstelle in pEXS51, pEXS61 kloniert.

[0121] Das Plasmid EXS52 wurde in Reis hineintransformiert. Die regenerierten Reispflanzen, die mit
pEXS52 transfomiert waren, wurden gekennzeichnet und in eine Magenta-Box gesetzt.

[0122] Zwei Geschwister jeder Linie wurden aus der Magenta-Box ausgewahlt und in 2,5-Inch-Tdpfe, die mit
einer Erdmischung (Mischung aus Oberboden mit Torf-Vermiculit 50/50) gefullt waren, Uberfihrt. Die Topfe
wurden in ein Aquarium (Fischtank) mit Wasser in einer Hohe von 1/2 Inch gestellt. Oben wurde abgedeckt,
um eine hohe Feuchtigkeit aufrechtzuerhalten (es wurden einige Lécher gemacht, so dalk Warme entweichen
konnte). Die Temperatur wurde mit einem Thermometer Uberwacht. Der Fischtank wurde unter Fluoreszenz-
lampen gestellt. In der ersten Woche wurde kein Dinger bei den Pflanzen verwendet. Die Photoperiode dau-
erte von 6 Uhr vormittags — 8 Uhr nachmittags, Minimum 14 Stunden Licht. Die Temperatur betrug mindestens
68°F in der Nacht und 80-90°F wahrend des Tages. Unter dem Fischtank wurde eine Heizmatte verwendet,
um wenn erforderlich das Wurzelwachstum zu unterstitzten. Die Pflanzen blieben ungefahr eine Woche unter
der genannten Bedingung. (Anmerkung: Die Keimpflanzen begannen sich aufgrund der niedrigen Lichtinten-
sitat zu strecken).

[0123] Nach der ersten Woche wurde das Aquarium oben gedffnet und die Reistransformanten wurden drei
Wochen lang in Wachstumskammern mit hoher Feuchtigkeit und hoher Lichtintensitat umgestellt.

[0124] Alternativ dazu kann die Wassermischung im Gewachshaus dazu verwendet werden, eine hohe
Feuchtigkeit aufrechtzuerhalten. Die Pflanzen wuchsen drei Wochen lang. AnschlieBend wurden die Pflanzen
in 6-Inch-Tépfe (Minimum: 5-Inch-Tdpfe) mit Erdmischung (Oberboden und Torf-Vet, 50/50) umgesetzt. Die
Topfe standen in einer Schale, die mit 2 Inch Wasser geflillt war. Die Pflanzen wurden einmal pro Woche oder
nach dem Bedarf der Pflanzen gemaR ihres Aussehens mit 15-16-17 (N-K-P) gediingt (250 ppm). Die Pflanzen
verblieben in 14 Stunden Licht (Minimum) von 6 Uhr vormittags — 8 Uhr nachmittags bei hoher Lichtintensitat,
Temperatur 85°-90°/70°F Tag/Nacht.

[0125] Die Pflanzen bildeten Reiskérner und die Reiskdrner wurden geerntet. Von diesen geernteten Samen
kann man die Starke extrahieren und auch das Vorliegen der ligierten Aminosauren C, V, A, E, L, S, R, E[SEQ
ID NO: 27] in der Starke in dem Samen analysieren.

Beispiel Sieben:
SBR-Vektor fir Pflanzen:
[0126] Das in Abb. 6 gezeigte Plasmid wird an die Verwendung bei einkeimblattrigen Pflanzen, d. h. Mais,
adaptiert. Das Plasmid pEXS52 (Fig. 6) verfugt tiber einen Promoter, ein Transitpeptid (aus Mais) und ein li-

giertes Genfragment (TGC GTC GCG GAG CTG AGC AGG GAG) [SEQ ID NO: 26], das fur die Aminosaure-
sequenz CV AEL SR E[SEQ ID NO: 27] kodiert.

[0127] Dieses Genfragment tritt naturlich in der Nahe des N-terminalen Endes des Gens fur die |6sliche Star-
kesynthase aus Mais (MSTSI) auf. Wie in Tabelle 8 dargestellt, beginnt die SBR der Starkesynthase ungefahr
bei Aminosaure 292. Dieser Vektor wird vorzugsweise in einen Maiswirt hineintransformiert. Das Transitpeptid
ist derartig an Mais adaptiert, dal} dieser der bevorzugte Wirt ist. Natlrlich kénnen Transitpeptid und Promoter
gegebenenfalls dahingehend verandert werden, dal} sie sich fur die gewlinschte Wirtspflanze eignen. Nach
Transformation mittels "Whiskers"-Technologie (US-Patente Nr. 5,302,523 und 5,464,765) werden die trans-
formierten Wirtszellen nach fachbekannten Verfahren regeneriert, die Transformante wird bestaubt und die er-
haltenen Kérner kénnen gewonnen und auf das Vorhandensein des Peptids in der Starke und in den Starke-
kérnern analysiert werden.
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[0128] Es kdnnen die folgenen bevorzugten Gene in Mais zur Verbesserung von Futtermitteln eingesetzt wer-
den: Phytasegen, Somatotropingen, die folgenden verketteten Aminosauren: AUG AUG AUG AUG AUG AUG
AUG AUG [SEQ ID NO: 28]; und/oder AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG [SEQ
ID NO: 29] und/oder AAA AAA AAA AAA AAA AAA [SEQ ID NO: 30]; oder eine Kombination der Codons, die
fur die Aminosdure Lysin in einer Kette oder ein Kombination der Codons, die sowohl fiir das Lysin- als auch
das MethioninCodon kodieren, oder eine beliebige Kombination von zwei oder drei dieser Aminosauren. Die
Lange der Ketten sollte nicht allzulang sein, es scheint jedoch, daR die Kettenlange nicht kritisch ist. So werden
die Aminosauren innerhalb des Starkekorns verkapselt oder innerhalb der in dem starkehaltigen Teil der Wirts-
pflanze gebildeten Starke gebunden werden.

[0129] Dieses Plasmid kann in andere Getreide wie Reis, Weizen, Gerste, Hafer, Sorgumhirse oder kleinkor-
nige Hirse mit wenig oder gar keiner Modifikation des Plasmids hineintransformiert werden. Bei dem Promoter
kann es sich um den Promoter des waxy-Gens, dessen Sequenz veroffentlicht worden ist, oder um andere
fachbekannte Zein-Promoter handeln.

[0130] AuRerdem koénnen diese Plasmide ohne unzumutbare Versuchstatigkeit in zweikeimblattrige Pflanzen
wie Kartoffeln, Sii3kartoffel, Taro, Yam, Lotus, Cassava, Erdnisse, Erbsen, Sojabohne, Bohnen oder Kicher-
erbsen hineintransformiert werden. Der Promoter kann dahingehend ausgewahlt werden, dafd die Starkespei-
cherzone von bestimmten zweikeimblattrigen Pflanzen oder Knollen adressiert wird, zum Beispiel kann der Pa-
tatin-Promoter fur Kartoffelknollen eingesetzt werden.

[0131] Es sind in diesem Fachgebiet verschiedene Verfahren zur Transformation von ein- und zweikeimblatt-
rigen Pflanzen bekannt, und das Verfahren, mit dem die Gene transformiert werden, ist fiir die vorliegende Er-
findung nicht kritisch. Das Plasmid kann in Agrobakterium tumefaciens mittels der Gefrier-Tau-Methode von An
et al (1988) Binary Vektors, in Plant Molecular Biology Manual A3, S. B. Gelvin und R. A. Schilperoot, Hrsg.
(Dordrecht, Niederlande: Kluwer Academic Publishers), S. 1-19, eingeflihrt. Die Vorbereitung des Agrobacte-
rium-Inokulums mit dem Konstrukt sowie die Inokulation des Pflanzenmaterials, die Regeneration von Spros-
sen und die Bewurzelung von Sprossen sind in Edwards et al., "Biochemical and molecular characterization of
a novel starch synthase from potatoes," Plant J. 8, 283-294 (1995), beschrieben.

[0132] Es liegen in mehreren unterschiedlichen Genen mehrere Bindungsregionen vor. Obwohl bevorzugt ist,
daf das Protein innerhalb des Starkekorns eingekapselt wird (Starkekornverkapselung), erstreckt sich die Er-
findung mit dem Begriff "Einkapselung" auch auf eine Einkapselung in Starke, die nicht in Starkekornform vor-
liegt. Fir diesen Zweck eignen sich die folgenden Arten von Genen.

Verwendung von Starkebindungregionen der Glycogensynthase:

[0133] Die Glykogensynthase aus E. coli ist kein groRes Protein: das Strukturgen ist 1431 Basenpaare lang,
wobei ein Protein mit 477 Aminosauren mit einem geschatzten Molekulargewicht von 49.000 spezifiziert wird.
Es ist bekannt, da® bei bakteriellen Genen, die in pflanzliche Genome insertiert werden, Probleme mit dem
"Codon-Usage" auftreten konnen, dies ist jedoch bei E. coli-Genen nicht so ein groes Problem wie bei Genen
von anderen Bakterien wie Bacillus. Die Glykogensynthase aus E. coli weist ein "Codon-Usage"-Profil auf, das
mit Maisgenen viel gemeinsam hat, es wird jedoch bevorzugt, die Sequenz am Translationsstart mit bekannten
Verfahren so zu verandern, dal® sie mit einer pflanzlichen Konsensussequenz besser kompatibel ist:

glgh GATAATGCA G [SEQ ID NO:31]
cons AACAATGGC T [SEQ ID NO:32]

Verwendung der Starkebindungsregionen der I6slichen Starkesynthase:

[0134] cDNA-Klone von pflanzlichen I6slichen Starkesynthasen sind im Abschnitt oben "Allgemeiner Stand
der Technik" beschrieben und kénnen in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden. Die Gene fiir beliebige
solche SSTS-Proteine kénnen in erfindungsgemaflen Konstrukten eingesetzt werden.

Verwendung der Starkebindungsregionen des Verzweigungsenzyms:
[0135] cDNA-Klone von pflanzlichen, bakteriellen und tierischen Verzweigungsenzymen sind im Abschnitt
oben "Allgemeiner Stand der Technik" beschrieben und kénnen in der vorliegenden Erfindung eingesetzt wer-

den. Das Verzweigungsenzym [1,4-D-Glucan: 1,4-D-Glucan-6D(1,4-D-Glucano)transferase (E.C.2.4.1.18)]
wandelt Amylose in Amylopektin um, (ein Abschnitt einer 1,4-D-Glucankette wird auf eine primare Hydroxy-

47/141



DE 697 38 587 T2 2009.04.30

gruppe in einer dhnlichen Glucankette ubertragen), manchmal Q-Enzym genannt.

[0136] Die Sequenz des Verzweigungsenzyms | des Maises wurde von Baba et al. (1991) BBRC, 181: 87-94
untersucht. Das Starkeverzweigungsenzym Il aus dem Maisendosperm wurde von Fisher et al. (1993) Plant
Physiol, 102: 1045-1046 untersucht. Das BE-Genkonstrukt kann das Vorhandensein eines Amyloplas-
ten-Transitpeptids erforderlich machen, um seine korrekte Lokalisierung im Amyloplasten zu gewahrleisten.
Die Gene fur ein beliebiges solches Verzweigungsenzym des GBSTS-Proteins kénnen in erfindungsgemafien
Konstrukten eingesetzt werden.

Verwendung von Starkebindungsdomanen der starkekorngebundenen Starkesynthase:

[0137] Die Verwendung von cDNA-Klonen von pflanzlichen stéarkekorngebundenen Starkesynthasen wird bei
Shure et al. (1983) Cell 35: 225-233, und Visser et al. (1989) Plant Sci. 64(2): 185-192 beschrieben. Visser et
al. haben auch die Hemmung der Expression des Gens fir die starkekorngebundene Starkesynthase in der
Kartoffel mittels antisense-Konstrukten beschrieben (1991) Mol. Gen. Genetic 225(2): 289-296; (1994) The
Plant Cell 6: 43-52.) Shimada et al. zeigen Antisense bei Reis (1993) Theor. Appl. Genet. 86: 665-672. Van
der Leij et al. zeigen die Wiederherstellung der Amylosesynthese in "low-amylose"-Kartoffel nach Transforma-
tion mit dem Wildtyp-waxy-Gen der Kartoffel (1991) Theor. Appl. Genet. 82: 289-295.

[0138] Die Aminosauresequenzen und Nukleotidsequenzen der Starkekorn-Starkesynthasen aus z. B. Mais,
Reis, Weizen, Kartoffel, Cassava, Erbsen oder Gerste sind gut bekannt. Die Gene von beliebigem solchen
GBSTS-Protein kédnnen in erfindungsgemaflen Konstrukten eingesetzt werden.

Konstruktion von Pflanzentransformationsvektoren:

[0139] Pflanzentransformationsvektoren fir das erfindungsgemafie Verfahren kénnen nach Standard-Tech-
niken konstruiert werden.

Verwendung von Transitpeptidsequenzen

[0140] Manche Genkonstrukte machen das Vorhandensein eines Amyloplasten-Transitpeptids erforderlich,
um eine korrekte Lokalisierung im Amyloplasten zu gewahrleisten. Es wird angenommen, daly Chloroplas-
ten-Transitpeptide ahnliche Sequenzen aufweisen (Heijne et al. beschreiben eine Datenbank von Chloroplas-
ten-Transitpeptiden in (1991) Plant Mol. Biol. Reporter, 9(2): 104-126). Andere Transitpeptide, die sich fir die
vorliegende Erfindung eignen, sind diejenigen der ADPG-Pyrophosphorylase (1991) Plant Mol. Biol. Reporter,
9(2): 104-126), der kleinen RUBISCO-Untereinheit der Acetolactatsynthase, der Glyceraldehyd-3P-dehydro-
genase und der Nitritreduktase.

[0141] Die Consensus-Sequenz des Transitpeptids der kleinen RUBISCO-Untereinheit von vielen Genotypen
weist die folgende Sequenz auf:

MASSMLSSAAVATRTNPAQASM VAPFTGLKSAAFPVSEKQNLDIT
TSIASNGGRVQC [SEQ ID:NO 33]
[0142] Die kleine RUBISCO-Untereinheit weist die folgende Sequenz auf:

MAPTVMMASSATATRTNPAQAS AVAPFQGLKSTASLPVARRSSR SLONVASNGGRIRS
[SEQ ID NO:34]

[0143] Das Transitpeptid der Blatt-Glyceraldehyd-3P-dehydrogenase des Maises weist die folgende Sequenz
auf:

MAQILAPSTQWOMRITKTSPCA TPITSKMWSSLYMKQTKKVAHS
AKFRVMAVNSENGT [SEQ ID NO:35)

[0144] Die Transitpeptidsequenz der endospermgebundenen Starkesynthase des Maises weist die folgende
Sequenz auf:

MAALATSQLVATRAGHGVPDAS‘TFRRGAAQGLRGARASAAADTLSMRTSARAAPRHQ
QQARRGGRFPFPSLYVC [SEQ ID NO:36]
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[0145] Die Transitpeptidsequenz der I8slichen Starkesynthase des Maisendosperms weist die folgende Se-
quenz auf:

MATPSAVGAACLLLARXAWPAAVGDRARPRRLORVLRRR [(BEQ 1D NO:37
Gentechnisches Einflihren von neuen Aminosauren oder Peptiden in starkeverkapselnde Proteine:

[0146] Die in der vorliegenden Erfindung eingesetzten starkebildenden Proteine kdnnen nach Methoden, mit
denen der Fachmann vertraut ist, dahingehend modifiziert werden, daf sie neue Aminosaurekombinationen
beinhalten. So kdnnen zum Beispiel Sequenzen von starkebildenden Proteinen dahingehend modifiziert wer-
den, daf sie hoéhrere Lysin-, Methionin- oder Tryptophanniveaus als normal exprimieren. Solche Niveaus kon-
nen nitzlicherweise Uber die normalen Niveaus hinweg angehoben werden, und solche Proteine stellen eine
nahrstoffmaRige Verbesserung in Kulturen wie Getreiden bereit.

[0147] Zusatzlich zu einer Verdnderung der Aminosdurezusammensetzung ist es maglich, die starkebinden-
den Proteine dahingehend genetisch zu verandern, daf® wertvolle Peptide in das starkebindende Protein ein-
gebaut werden kdnnen. Ein Anhangen des interessierenden Polypeptids an das starkebindende Protein am
N-terminalen Ende des Proteins stellt ein bekanntes Mittel zum Hinzufiigen von Peptidfragmenten unter Bei-
behaltung der Starkebindungsfahigkeit bereit. Weitere Verbesserungen kénnen dadurch erfolgen, dal} man
spezifische Proteasespaltstellen in die Stelle, an der das interessierende Polypeptid an die Starkebindungsre-
gion angeheftet wird, einfiihrt. Es ist dem Fachmann gut bekannt, dal® Proteasen bevorzugte Spezifitaten fur
unterschiedliche Aminosaurebindungen aufweisen. Solche Spezifitaten kdnnen dazu eingesetzt werden, um
ein Mittel fur die Abgabe von wertvollen Peptiden an unterschiedliche Regionen des Verdauungstrakts von
Mensch und Tier bereitzustellen.

[0148] In einer weiteren Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung kann das interessierende Polypeptid
im Anschluf3 an die Aufreinigung und Verarbeitung der Starkekorner freigesetzt werden. Mittels Amylolyse-
und/oder Verkleisterungsverfahren ist bekannt, dal3 Proteine, die an das Starkekorn gebunden sind, freigesetzt
werden kénnen bzw. fiir die Proteolyse verfigbar gemacht werden kénnen. Dies ermdglicht die Gewinnung
von wirtschaftlich bedeutenden Mengen an Proteinen und Peptiden aus der Starkekornmatrix.

[0149] In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist es moglich, die Starkekorner auf verschiedene un-
terschiedliche Art und Weise aufzuarbeiten, um ein Mittel zur Veranderung der Verdaulichkeit der Starke be-
reitzustellen. Mit dieser Methodik ist es mdglich, die biologische Verfiigbarkeit der innerhalb der Starkekdrner
festgelegten Proteine, Peptide oder Aminosauren zu verandern.
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SEQUENZBESCHREIBUNG

(1) ALLGEMEINE INFORMATIONEN:

(1) ANMELDER: Keeling, Peter

Guan, Hanping

(ii) ANMELDETITEL: STARKEVERKAPSELUNG
(iii)ANZAHL DER SEQUENZEN: 37

(iv) KORRESPONDENZADRESSE:

(A) ADRESSAT: Greenlee, Winner und Sullivan,
P.C.

(B) STRASSE: 5370 Manhattan Circle

(C) STADT: Boulder
(D) STAAT: CO
(E) LAND: USA

(F) POSTLEITZAHL: 80303

(v) COMPUTERLESBARE FORM:

{A) DATENTRAGER: Diskette

(B) COMPUTER: IBM PC compatible

(C) BETRIEBSYSTEM:

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version
#1.30

(vi) VORLIEGENDE PATENTANMELDUNG:

(R) ANMELDENUMMER: US
(B) ANMELDETAG: 30. Sept. 1997
(C) KLASSIFIKATION:

(vii) FRUHERE PATENTANMELDUNG
(A) ANMELDENUMMER: US 60/026,855
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(B) ANMELDETAG: 30. Sept. 1996

(viii) ANGABEN ZUM PATENANWALT

(A) NAME: Winner, Ellen P
(B) REGISTRIERUNGSNUMMER: 28,547
(C) REFERENZ/LISTENNUMMER: 89-97

(ix) ANGABEN ZUR TELEKOMMUNIKATION:
(A) TELEFON: (303) 499-8080
(B) TELEFAX: (303) 499-8089

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(RA) LANGE: 31 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsadure
(C) Strangform: Einzel

(D) TOPOLOGIE: Linear
(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nukleins&ure

(RA) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

GACTIGTCAT ATGGTGAGCR AGGCCGAGGH G 31

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 36 Basenpaare
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(B) ART: Nukleins&ure
(C) Strangform: Einzel
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nukleins&dure
(A) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

CTAGRTCITC ATRTGOTTGT ACAGCTCGTC CATGCC 36

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3:
(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 39 Basenpaare
(B) ART: Nukleinséaure
(C) Strangform: Einzel
(D) TOPOLOGIE: Linear
(ii) ART DES MOLEKULS:Sonstige Nukleins&dure
(A) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"
(1ii) HYPOTHETISCH: NEIN
(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

CTAGATCTTG GCCATGGCCT TGTACAGCTC GTCCATGCC 39

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4:
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(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 4800 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsédure
(C) Strangform: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: DNA (genomisch)
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Zea mays

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: join(1449..1553, 1685..1765,

1860..1958, 2055

.. 2144, 2226..228%, 2413..2513, Z651..2%60, 2858
..3101, 3212..3394, 3490..3681, 3793..387%, 2977
. 105, 4227..4343)
(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4
CAGCGACLTA TTACRCAGCC CGCTCOGGRGCC COCHACSGTCG CGRCASATCT TOTTUCUSCT &0
PTTIGGTGARG OTCTGCTEGC AGCTGTICSG CTLOTIUORL GTTCSTCTGS CRAGATTCATS 120
TGTTETCTCG TCTECTGETEC TTCCTCGGETA SOTTETOTAG TOGAGCTGRE RIGETOTGAG 180
CAGGCTITAAR ATTTGCTCGT AGRUGARGGRG TACCHAGCACA GCACGTTGCLG GATTICTOTG 244G
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CCTGTGARGT

CGATGCGGTE

CGTCATACET
GGGAGETEGT
ABGTACCCRC
CTCELGTCCS
CCACGGARLGE
JACGACRAGCT
CTECGUGTER
GOAGGAGAGE
STACTGCECT
COTCACATCC
CGRCAEGCOGT
CTEQTCCGTC
CTTCTIGTTCC
GTATCIGCGT
TTCTCTETCT
TCGCAACGCG
AGOGCLIGAG

CEEGOGLEGET

GCRACCTCTA

GTGAGCRGAG

ACGECGLEIGE

GTGGRAGTGE

GACARGUGRA

AGRGCCAGTC

GGGCCACGLT

ARGCCBAGGC

&ETCGCTES TR

GTGGCORGEE

TG

o atar ol

ATCCATCGAC

BE

CAGGAGGAA

GACCAGTGLG

GTTCOGRTEC

GTTIGRTGAT

CCTRCGCAGT

CGLCEGLLTS

GGGGGCTLGaG

GCCCAGECRL
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GGARTTGTCAL
CAGCRACRIC
CGGUGACACG
EGC&GCGCGC
GGOGECARAG
ACRAGCRECT
TCCRARCGGE
AGCCOTLGAT
CGCRGTEC??
CCGARGAGCRG
GCGCGCTRAGA

CGATCGRTCG

G GRATARACTC

CGCRLCECEC

GATCCGRTCE

CoRCETTCTIT

GGRTTAATEG

GGCBTCECEE

GCGTCGLCES

CAGCAGCAGS

TCGTLTET GCC AGC GLT GGC ATG AAC
Ala Ser ARla Gly Met Asn

cTE ©

1

5

ACGCCTTOET

TCEGCCECLe

CAGCAGAGAG

aieieicalaleialelo

CGATCOCRAGE

GAGARCLGRA

CCACGTREGC

CGLGARAGCT

GGGGGARCTS

COOGORGCCT

AATACCGAGE

CCRCAGCCRA

RCTGCOAGLT

GGERGGGLTG

S TCOTIGAG

CGARCCTAAA

GCATGGLGGEE

ACGCETCCAC

CGLOCCRLEE

CELGTCEOET

EAZCTTGGOY

CGGAGAGLGA

GCGTCLGHTG

TCRGGARCGC

COGETSEECG

CEGOETETGE

TETTCRGCCE

GTETCGETGEE

GOTCACGCAR

CCTGCALCEE

CROCACCOGE

AGTCAAGGGE

CTORTCTCRT

TITCCTCCOAG

CHLETCCOLT

TECGIGTCTT

GCCETLECACE

GCCRAUTLARR

ACGOGTCATG

STGCCTGCAG

GAGCOCTGEC

[eeieieleluleiclels]

CGTGLCCTRC

[Heleeleieiei sy

CORGGCGARLS

GAGRAGTGTA

CGROTDACCAS

ATCCTGECET

TCTGTLLL TS
TCTGGCCACG
GITTCTGCLGT
GCTCAGCRTG

GGELAGRTITC

CRCBRCCTCTT
TOGCACCTCG
GEECLCECEe
CGGACCRGES

CCGTCGCTCS

GTC GTC TTC GTC GGC GOT GAG ATG
yal ¥al Phe Val Gly Ala Glu Het

10
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&la Pro Trp Ser Lys Thyr &ly Sly Leu Gly Rap Val Leu Gly Gly Leu
i5 20 25 30

CCG OCG GCL RTG GCC GTRAGLGLGE GCACOUAGAC ATGCATOOGT TCGATOGROGT 15583
Pro Pro Ale Met Ala

CTTCTTTETG CTCTTGULGC GYRCATGATG CRTEGTCITTC CTCCTRGCTIT GTETTCATGT 1883

ATSTOROGTE TTTOTPOGGE CRTGCATHCA G GOG ARD GGG CRC COT GTC AYG L7058
Bla hon Gly Hig Arg Val Mew
40
GTC GTIC TCT CCC OGC TRT GAC CAG TAC ARG GARC GGT 10 GAC ACT AGC 1783
Val Vel Ser Pro &rg Tyr Asp Gln Tyz Lys R’sp Ala Trp Asp Thy Ser
45 s0 35
GTC GTC TCC GAG GTACGSCCAC CGAGAOCASZ TTCASATCAC AGTOACACAC 1805
val Val Ser Slu
&0
ACCGTCATAT GRACCTTTCT CTOCTLTGAT GCUTGCAACT GCARATGOAT GCRG ATC 1862
' Ile
ARG ATG GGA BRC GGG TAC GAG ACG STC AGG TTC TTC CAC TGC TAC AAG 1810
Lyz Men Gjy hsp Gly Tyr Giu Thr ¥Yal Rrg Phe Phe His Cvs Tyr Lys
85 70 75 )
CGC GGA ST6 GAC CGC STG TTLC &TT GRC CAC CCR OIS T7TC CTC 8a8 ase 1258
Arg Gly Val Asp Arg Val Phe Val Rsp His Pro Leu Phe Leu Gis Arg
80 85 0 55

GTGAGACGARG ATCTGATCAC TCGATACGLA ATTACCACCC CATTISTAAGC ACTTACRGTS 2018

AGCTTIITTT QOCCCCGRIC TGETOGOTEE TITCOAC GTT TGG GGA AAG RCC GAG 2692
Val Txp G¢ly Lys Thr Glu
106G
GAG HRAG BTC TAC GGG CCT GTC GCT GGA ARCG GRC TAC AG6G GARC AMD CXG 2120
Glu Lys Ile Tyr Gly Pro Val Ala Gly Thr Asp Tyr Arg Rsp Asn Gla
105 1i0 115
OTG CGG TTC AGC CTG CTA TGC CAG GTCAGGATGS CPTTCCTACTR CRACTTICATA 2174

Leu Ayg Phe Ser Leu Leuw Cys Gin
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120 123

TCATOTGTAT GCRGCAGTAT ACACTGATGHA GAARTGCATG LTGTTCTGCR G GCA GCA
Ala Ala

CTT GARE GCT TCR AGG ATC CIG AGC CTC PAC BRC ARG CCA TAC TTC TCC
zeu GQlu Ale Pro Arg Ile Leu Ser Leu Asn han Rdn Pro Tyr Phe Ser
130 135 140

GGR  CCA TRC G GTARGACTIG CARGTCTICGT ATETATATOY GITGAGCTLCG
Gly Pro Tyr
145

RGAATCTTCA CAGGAAGCGG CUCATCRGAC GGACTGTCRT TTTACACTGA CTACTGUTGT

TCOTOTTCGT CCRTCCATAC ARG GG GAG GAC &TC GTG TTC GTC TGC ARAT
Gly Glu msp Vali Val Phe Val Cys Asn
180 18%

GAC TGG UCAC ARC GET CCT CTC TOG TEC TAC OTC ARG AGC BAC TAC CRG
rep Trp Bis Thr Gly Pro Leu Ser Cya Tyr Leu Lys Ser Asn Tyr Gln
160 185 170

TCC CAC GSC BTC TAT AGG GRC GCR ARG GTTGOUTTCT CTGAACTGAAR
sexr Him Gly Ile Tyzr Arg Rsp Ala Lys

178 ’ 180
CAACGOCGTTY TTECTTCTCC ATGCCTCETAT ATACCTCATC TGETAGTGGT GOTGOITLTC
TGAGARACTA ACTGAARCTG ACTGCATSTC TEPETCRCCA TCTTCACETR CTACCAG
ACC GCT TTEC TG ATC CAC AAD ATC TCC TAC CAG 8GC CG6 TTC GCC TTC
Thr Bla Phe Cys 1lle His Asn Ile Ser Tyr Gin Gly Arg Phe Ala Phe

185 i8¢ 18s

> TCG TCL TTC
Ser Ser Phe

.
a
2

TCC GAC TAC CCG GAG CTG AAC CTC CCe& GARG AGA T
Ser Asp Tyr Pro Glu Leu Asp Leu pro Glu ARrg Ph
200 208 210

—_
[
I

v
%]

GAT TTC ATC GAC GG GTCTGTITYIC CTGCETGCAT GTGARACRTTC ATSAATGCTA
Rep Phe Ile Asp Giy
215

ACCCRCARCT $TTCECGTCC TGCTGGTITCA TTRTCTGACC TGATTGCATT ATTGCAG C©
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TRC GRG AaE CCC GYTE GAR GCC GG ARG ATC ARL TG ATR ARG GCL G4G 2906
Tyr Glu Lys Pro Val Glu Gly Arg Lys Ile Asn Trp Het Lys kEla Gly
220 228 238
KTC CTC GAG GCC GAC AGG STC CTC ROZ 8TC AGL OUC TAC TAD GCC 5a8 2854
Ile Leu Glu Rla Asp Arxg Val Leu Thr VYal Ser Pro Tyr Tyr alz Clu
435 240 248

GRG COTC ATC TCC GGC ATC GUC AGG SGC TGC GAG CTC GAC AR ATC ATS 3002
Glu Leu Iie Sey Giy Ilg Ala hrg Gliy Cys Gluv Leu Asp Asn Ile Het

250 288 268 285

CGC CTC ACC GGG ATT ACS GOC KTC GTC ABC GGU ATG CAC GTC AGD CAG 30840
hRrg Leu Thr Gly Ile Thr Gly Ile Val asn Gly Met Asp Val Ser Glu

270 275 2B0
TG GAC CCC AGT AGC GAC ARG TAC ATC GCC GTH ARG TAZ GATC 5TS TOC 3098
Trp Rsp Pro Ser Rrg hep Lys Ty¥ Ile Ala Val Lys Tyr Asp Val Ser
285 220 295

ACS GTCAGCTEEC TRGCTCOTGAT TCTCCTEUCT GOUTCCTEETS CTCATCRTIGE 3181
Thr

TGETYCCGTA CTSACGTOSE RAGTETACET ACCTGLGTES GACGGTHLTE TCOGGTICAG 3211

GCC GTG GAS GCC ARG GCS GG AAC ARG GAG GCC O CAG GCG GAL GTC 3259
&la Val Glu Ala Lyz Als Leu Asn Lys Glu Ala Lew Gln Kla Glu Val
300 aas 310

GEG CTC CCE 6TCG GAC CGG BRC ATC CCG CTE GTE &CG TTC ATC 8GO AGS 33607
Gly Leu Pro Val Asp Arg Aen Ile Pro Leu Val Ala Phe Ile Gly Arg

313 320 azs ’ 330

CTG GAR GAG CAG ARG GGC CCC GAC GTC ATE GCG GOC GSC ATC OOG ChG 33535
Leu Giu Giu Gln Lys Gl¥ Pro Asp val Met Rla &la Ala Ile Pro Gln

338 340 345
CTC ATG GAG ATC GTG GAG GAC GTIG CAG ATC G CT4 CTS CTACCTSTEC 3804
Leu Het Clu Het Val! Glu Rsmp ¥al Gln lie val Leuw Leu
350 388

GELOBONGCC ACCCGGETAC TACATGEGTE TATCGTTCGT TOTACTOGAA CATGCATATG 3464
AGCAACGUGR TGGATARTGC TGCRG GGC ADG SGC AAL AAG BAG TTC GAGC oo 3518
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RTG

Het Le

GTC
val
385

GTG

Val

CAG
Gla

ARG
Lys

cre
Leu

feleled

[3]
e
~

ATG
Met.

fristed
Ala

AT
Xet

AGC

Ser

ABn

GTC
Val

[rleted
Ela

[efeled
Ala

ALC
Thr
405

TRC
Tyr

GAG
Glu

[elede}
Ala
390

AGC

Ser

GGA
Gly

ACG

The
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Gly
380

e
Phe

Thr

TrC
Phe

GHRG
Glu

Gly Lys Lys

CCh

Pro

CAL
His

coe
¥ro
410

GEC
Gly

RIC
Iig
398

TG

cys

Lys
388

ARAG GTG G
Lys Val Arg
380

ATG GCC GGO

¥et Ala Gly

GGC. CIC ATC
Gly Leu lle

Glu

iele]
Ala

GeT
Ala

Gln
418

Arg

fedin el
Val

GAC
Aap
400

Cre
Lew

STACGAGAGA AARRRARAAT CCTCARYCCT

GACGHGAGEE ACKGAGACAG ATTATGAATE CTTCATCGAT

CTCCOROTEN GACTCTIGNA G CCC

Pro

GTC GBC ACC ATC ATC GAR GGC
val Asp Thr Ile Ille Glu Gly

AGC GTC GAC GTRAGULTAG CTCTGCCATG TTCTTTICTTC TTTCITTLIG

435

ser Val Asp

450

440

TG
tys
425

ARG
Lys

[claiey
nlas

TRC
Cys

GGG
Gly

GCG
Rls

TIRARTTGAT TGRTCORTCT

TCC ACC GG
Ser Thr Gly
438

CAC ATG GGC
s Met Gly

TATGTRATCTA TGAATCAGCA CCGLCSTICT TGITTCOTCE

TG
cye

Gln

KGG
AXg

ARC
hsn

jslels]

Arg
470

ARC
hen

GTC
Yal
458

TGC
Cys

[epyed
val

ATC
Tle

ATG
Het

GRG

Gla

AIC
Ile

oce
Pro

GTC
Val

ChG
Gls

GCG
Ala

GTC
val

AT5..

GAT
Asp

GARC
Asp
460

GGC

Gly

cTC
Leu

GTS
Vsl

ACG
™hr

TCcC

Ser

RAG
Lys

cCcG
Pro

TEG

Trp

ARG
Lys

GCA
cly

rrg

oFC
Lew

0
+
[+

[
1]
o

. TCGTCCTLTC TTCCCAS

GTG GCC RCC ASK TTG
Vval Ala Thr Thy Leu

465

TAC GAG GAG ATG GTC
Tyr Glu Glu Het Vval

4380

GTACCTACGC CTGCLCLECC
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480

488

CCECCOCGCl AGAGCAGACGC GCURAGATCC ACCGATCGAL CGACCACACE TACGCSCLOTC

GLTCCTETCSE

GG
Asn
500

Gly Val

GCGE

Als Pro =

RARGATATIC

TCTAGCTGLT

TARGCGORTS

CORAGTARRTS

TOGOTCOTRS

GEARTTTOTA

GRG
Trp Giu

GIC GAY
Glu

CLe TGA

CIGACCGTIGE

BAC GTG
Chgn Val

Leu

TITHRATTTGL CRAXTOCGTA 6 GGC $CT GCC ARG
Cly Pro Ala Lys.

CTG €T AGC

Lew Sex

508

GGC GRG GG
Gly Glu $1u

$20

AT GCG

Ile Riz

CITC GGe
Leu

QTC
val
518

Gly

: ofe
Leu
525

GCe

Ala

GCC
Rlaz Gly

GRG
Glu

ARG
Lys

GEC GGC
Gly

HAC
ken

GAG GCR
Clu Pre
815

STe coe
Vil Rla
530

AGASTTCORC CTGORGGECC CUTGATLTCSR CSCETCSTGE

GGACATCTTC

PTLATATARTED

TECTTGETECT

AACTARTTGS

ARTQORICTE

TRTASATATT

TRTCATTACT

BGTETRATCT
TTECGTGTET
TACTCCTGEA
ATATRGAGTA

GCTRAKATTTC

TEELCCTETT

(2)

(1)

(i1)

(x1)

TETTTCEECT

TOPGGCRGCT

TSTTTCGTTT
AGTCTAGTGE
BGTTAKGTAL

GTRARTAATC

ATGTGRTATG

TGHCCAGTEE

CCATCECTAR

COTGCTETTC

CATTTTTCTC

TGCGETTOCAR

TCIGGCCATC

TRTCTGARTE

BAGAGACCRT

RARKGCTECT

GACARCGTATG

CHRCBACCTAR

TLETATETEG

CTACGTTIRT

AGCCTATOET

CCGGALT

INFORMATION zU SEQ ID NO:

(A)
(B)
(D)

5:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
LANGE: 534 Aminos&uren
ART: Aminosaure
TOPOLOGIE: Linear

ART DES MOLEKULS: Protein

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

59/141

4338

4383

4583
4623

4583



Ala

Trp

hia

Het
&5

Gly

Tep

krg

Lys

nrg
225

Ser

Heat,

Sin

50

Gly

val

Gly

Leu

BEp

Phe

Sex
210

Lya

siz

Lys

kla
35

Tyr

rEp

b

Gly

Heey

Alx

Ala

8%

Sey

Iie

Gy

The

als

Gily

Berg

Thr
1go

Asn

- Rrg

(=B H

Cys

Lys

180

Phe

Fhe

Een

et

32

Agn

Asyp

Gin §

Iie

Rgp

TyY

185

Thy

ser

Asp

Top

Gly
Ala
Gl

i

Phe

Leu

Ala

ABH

Phe

Mat

330
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%

vai

e

His

TEp

5%

The

Val

. Azg

sy

138

val

Lys

phe

Lys

Vil

Erg

30

Asp

val

J28:3 =2

Iie

phie :

20

Phe

Cys

Pro
200

le Asp

Bhe

ABp

V3

¥al

Thy

Aoy

an

val

Asn

val

16

Kot

Ser

Pha

S Gly

Ly

Asn

Cye

Tyr

170

Hig

Lea

Tyr

tie
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Lau

val

Phe

Leu

Pro

Leu

Aen

Aprt

Ran &

&lu

val

val

&0

His

Phe

val

Cye

Pro

140

Rop

Ser

Lys
220

: GYu

cys

Leu

ala

Sar

. Fro

205

Pro

alz

Tsae
30

- Gilu

YT

gln

Gly

Tyr

190

Glu

Yal

ASD

18

P

Arg

Lys

ala

Glin

- Glu Met Ala Pro

Pro

Tyr

80

Val

- asp

-t

- Gly

180

&Ly

g Phe



Ly

Regs 3

Het

Vai

385

Val

Gin

Leu

Lead

Ala

455

Thy

Val

1lle
280

Rar

Lew |
370

Lys

Lau

Gly

val

Say

456

Val

o
o
¥

¥E Glu

275

Kla

Lys

Yal

Fhe

ABp
435

Val

PThr

260

val

Glu

- Lew ¥

Mgt
340

Esn A

hsp

Lesy

Met

1y¥e

Ala

val

Ala

Thx

405

Tyr

Ile

Cys

Gln
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o Ty¥

Asp

Asp

3‘:}’ rl.

Lew
310

: nla

Leu

Glu

Ala

390

Ser

Gly

Aryg
470

Tyr

Asn X

&Bp
248

Glo &

Bla

‘Ley

Gly
375

Leu

Arg

Thr

 lu

val
455

BAla-

Ala

sew

286

Val

iie

Phe

Ile .

Glu

Mot
285

Glu

Bar

el 1)

Cye

428

Lysa

Gl

Glu
250

Thr

His I

Thr

Val

61/141

Leuw

&ap

Als

Leu

Bia

Val
478

Vel
386

Giy

Phe

Asp
480

N
| ¢
175 B

Pro

Lyvs
385

Yal

Hig &

445

val

v Thi

r Gly

Ile
270

- Rag

Kla

Val

#Het
350

Phe

Arg

Lys

Pro

le Aisx

B P
W
ur B

Glu

kla

s Gin

418

Gly

& Gly

Ly

n 3
aLd

= Gly

Ala

Aryg
320

L Glu

Vel

kep
400

Leu
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Glu Glu Met Val Arg Asn Cys Met Ile Gin Asp Leu Ser Trp Lys Gly

485 450 495

pro Ala Lys Asn Trp Glu Asn Val lLeu Leu Ser Leu Gly Val ARla Gly

500 305 510

Gly Glu Pro Gly Val Glu Gly Glu Glu Ile Ala Pro Leuw Ala Lys Glu

515 520 528

Asry Val Als A)a Pro *®

530

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(B) LANGE: 2542 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Doppelt

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA oder mRNA

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT
(A) ORGANISMUS: Oryza sativa

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) Lage: 453 .. 2282

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

62/141
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CARTTCRGTE TGRAGGEATA GATTCTICTTS AARACAATTT ARTCATTCAT CTGATITGCT &0

CAARGOTOTE TGOATCTCCG GOTGCAATGG CCAGGATATT TATTGTGCRG TAAARBAATG 120

TCATATCCCS TAGCCACCCR AGARACTECT CCTTARGICC TTATAAGCAC ATATGGCETY 180

CTRATATATA TOTTTGAGTT TTAGCCGACKA TTTTTITAAA ARCTTITGGT CCITTTIARTG 240

CPTTTTITTT CCAATTTTAA ATCTAGTUTIC ARATTCTAAT 300

ARCGTTTTAA GTTTCACTCT

CCOOARTCCA BATTGTAATA AACTTCARTT CTCCTARTTA RCATCTTAART TCATITATTT 360

GRAARRCCAGT TCARATTCIT TYTAGGUTCA CCAKACOTTR AACRATTCRA TITCAGTIUCAG - 420

AGATCTTCCHA CAGCRACAGE TAGATAACTIR CC ATEC TOG GOT CTS ACC ACG TR0 473
Met Sexr Ala Leu Thr Thr Sec

CAG OrC {UC ACC TCS GOC ALC GGC MU GGU ATC SO GRC AGL TOG GoG 521
gln Lew Ala Thr Ser Ala Thr Gly Bhe Gly Ile Ala Asp Arg Ser Ala
545 350 5835

CCR TCG TCE £T6 TITC CGC CAL GGG TTU CAL GGC OYC AAG ¢CL CGC A3T 568
Pro Ser Ser Leéu Led Arg His Cly Phe Gin Gly Leu Lys Pro RArg Sur
560 365 %0

0CC GCC GGC GUC GAC GGG ACC TCG €TC AGC OT0 -&0C ACC AGC GGG C6e &17
Pro Rla $ly Gly Asp Bla Thr Ser Lau Ser Val Thr THr Ser Als Arg
375 380 585

TCG AOG COC RAG GHEG CAG CCG TO0 8TG OAL CGT $5C ALS CGG AGGE To¢ OES
Ala Thr Pro Lys Gir Glm Rrg Ser Val Giw Arg Gly Ser Arg Arg Phe
59C 595 600 608

cof TCC OTC GTC GTG TRC GCC ACC $GC GET GGT ATG ARG &TC GTG TIC 713
Pro Ser Val Val ¥al Tyr Ala Thr Siy Ala Gly ‘Met Asn Val val Phe

610 815 626
GTC GGC G4C GAG ATG GOC COC TGO AGC ARG ACC GUE GGC O7C GOT GAC 761
val Gly Ala Glu Het Rla Pro Tcp Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp
625 630 835

GTS OTC GGT GOC OTC (LT C0T GOC ATC GOT GO KART 85O CAC AGG &TC 809
vVal Leu Giy Gly Leu Pro Pro Ala Met Ala Rla &sn Gly His Arg Val
&40 545 850

HTC CTG ATC TCT CCT CGG TAC GAC ARG TAC RAG GAC GUT TGS GAT ACC 857
#et Val Ile Sex Pro Arg Tyy Asp Gln Tyr Lys Agp Rls Trp RAsp Thr
&858 &5Q &es

BGC GTT GTG GCT GAG ATC BAG GTT GLR GAC AGRE TAC GAG AGE GTE AGH 205
1 Val Ala Glum Ile® Lye Val Ala Asp Arg Tyr Glu Arg Val Arg
870 &75 /80 835

TTT TS CAT PGC TAC RAG CGT GGR GTC GAC CGT GTC TTC AIC GAC CAT 253

Phe Phe His Cys Tyr Lys Arg Gly Val Asp Arg Val Phe Ilz Asp Hie
8§90 £85 100

63/141



GGA
Gly

cTY
- Leu

asn
750

TGC

cys

TAC
Tyz

5104
Ris

Leuw

TAT
Py
830

RTC
iie

GRG

- TCR

Ser

o7

Pro

Tt

735

RRC

ASH

AAC
Asn

CAG
&in

BAC
asn

- ARC

Asn
815

GRC
BEP

[odyed
Lau

CIC

e
Phe

GRC
Asp
7249

paeld
Cyg

GAC

RSp -

e
Pro

ATC
Ile
800

oTe
Leu

ACG
Thy

GAR
Glua

ATC

Leu
105

ACT

Thr

CRG
GEn

TAC

Prao

GCC

Kia

TCS
Ser
865

[clels

GAG

slu

GGA
Gly

GCR
aAla

ITC
Pha

CRC

Hig

- RS

70

' GO

Gly

> GAG

Giu

GTG
Val

GRC
Asp
850

RYC

RAG
Lys

GT

val

CCh
Ala

Lys
755

Thr

RTC
Ile

> CAG

Gin

RGG
Axrg

GAG
Glu
831%

AGG
Ary

RTC

-
et
1]

Ace

Leu,

740

GGA

Gly

T GGL

Gly

TAC
Tyr

GGT
Gly

mre
Phe
820

GGC-

Gly

GTS
val
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jecie]
Trp

ACT

Thy

AGG

AKrg

ceT
Arg
805

AGG
hrg

AGG
hrg

eTL

Leu

ATS

GGA
Gly
710

AASB

Lys

ceT

t Ala

TAT

Lal

ART

Aan.

790
e

Phe

TCE
Ser

RAG
Lys

p:taind
Thr

GGA
Gly
8790

eTC

ARG
Lys

GEC
Asp

GET
Gly

feloie]
ala
775

GCA
Ala

&CT

bR P

reo
Ser

ATC
Ile

RCC
Thx

AREC
ran

GRG
Glu
TED

AGT
ser

RAC
AER
840

AGC
Ser

: GRG

Glu

GGe

AT
ile

‘745

GAT
agp

AL
Tyr

, GTT
- Yal

GRG
Glu

oo
Pro

foviis)
Leu

ATG

GRG
Qlu

GIT
Val

GCT

Ala .

GAT
Bsp
210

TTC
Phe

ATG
Met

TAC
TyYr

GAC ?
Asp &

GRT
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RAG
Lya
Ti8

otcyy

hrg

ARC
Ao

GTG !
Va) ¥

AAG
Lys

ARG
Lys

TAC
b2 o

ETC
Iig

kw3
Fhe

cre
| #2134

AAC
ASn
780

pyeies
cys

cCT
Pro

AGC

TRG
Tyr

AGC
sSer

ARCT
ABn

ARC
BSit

RIC
lie

GRG
Glu

GGA
Gly
845

GAG
Glu

ATG
Met

GAG

160

10439

1097

1145

1193

13371

1433



Arg

3«
s &

ACG
Thr
910

aca
Arg

GRS
Glu

GGA
Gy

cee
ala

TIC
Phe

Law -’

ent

: Bep

2153

felec}
Ala

oeT

. Gly

CTG
Lew

e
Lew

AAG
Lyw
7%

CTG

‘Val

elais

. Ala

Loy ¢
Leu

fysied
Ser

o el

Hi=

ATC
lle

oiy

Lay §

GAG
Glu

ATG

Het

860
e

Phe

AGG
Aeg

GOA
Gly

BT
Iie

ALC
Thy

GRG
Glu

o,
R

-~
fes

Gly
845

GRG
Glu

&G
;8 1.1

CRG
Gin
1025

GeT
Gly

164G

& GRG

Glu

Lys

fediget
val

[er e
Asp

Thr

ARG
Lys
915

GRS

Aep

Ly

LST6
vak
bgs

GT¢

val I

W0

fojite]
Leu

GGG
cly

ATG GGCOGET
et Gly Arg

CAc6
Gln

cre

Leu

Leu
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ARG
Lys
200

GG %

Ala

ALG
ATy

GGG
Gly

oTe
Let
-3-44]

AAES 3

Lys

L

AAR &

Lys

CCT ¢

Pro

ot 33
&3n
465

AT
Het

SAC
aep
1045

ATS ACC
le Thr

=t

ARL ARG
fon Lys

ATCGT
Tie Uzl

ASL GG
asn Bla

aTe el
V&l Pro

1035

AGH TAC
Arg Tyr
1030

ARLG GTC
Thr val

s
Gly

ST

Ala

Ter Ne
Gly
220

ATG
Mt

ory

Lew

ces
Peo

i000

ARG
fer

SOA
Gly

ATC
Ile

vl
Ile

[elelog
%la

crr

ey

B
Arg

ACG
Thr

GRA
Glu

} val
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soa
Bia

Geg
rla

- GET
: Gy

20

ARG
Lys

i d
Pha

coe
BPro

«Q
&
0O

[5]
ot
M

GAC QLT

Rap. Bim

Cas oLl

Gin ala

TPC ATC
Phe Ile
4G

GoT ATC

&la Iie

ALT GG

Thr Cly

TRY oo

Tyr Pro

hT CTC

Hig Leu

GAG GO

Glu Pro

- Glu

R

Th

gy o]

BAG
Lys

RTC
Ile
10808

T
Cys

1020

TET GO
Cyy Ala
1038

&8C RCT
Lys Thr

o
]
ot
[

fex &}
val

BAG TR
Glu Pro

pried
cys

GET
Giy

AGC
Sexr

€235

1673

1769

1817

1961

2009



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7:

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

1055 1060 1065

'
3
Q

GAC GTG RAG AAL GTH GUG GCC ALC COT6 ARG CGC GCC RAG GTC £TC 2105
Asp Val Lys Lys val Als Ala Thy Leu Lys Rrg ala Ile Lyes val val

1070 1878 108D 1085

Got RCG COC GCC TAC GAG GAG ATG GIC AGG RAC TGC ATG KBAC CAG GAC 2183
Gly Thr Pro Ald Ty¥r Glu Glu Heb Val Arg Asn Cys Het Asn Gln asp

1390 1095 1180
ore TCO TGE AAG GGG CCT GCG AAG RAC TGG GAG ART GTE CTC CT86 GGC zz201°
fei Ser Trp Ly® Gly Pro Als Lys Asn Trp Glu Asn Val Leu Lew Gly
1108 1110 1118
TG GEC GTC GOC GGE AGC GCE COCG GGG ATC GRA GGC GRC GAG ATC GUG 22439
Leu Gly Val Ala Gly Ser Rla Pro 8ly Ile Glu Gly Asp Glua Ile Ala
112D 11258 1120
COG CTC 60T ARG GAG RAC GTG GCT GCT CCT TGh AGAGCOTGAG ATCTACATAT 2302
Pro Leu Bla Lys Gilu Asn val Ala Ala Pre *
11358 1140

GGAGTGATTA ATTAATATAG CACTATATCC ATGAGAGATG ARTGAACCAG TGGTTTCTIT 2362
GTTGTAGTGA ATTTGTAGCT RTAGCCARTT ATRTAGGCTA ATARGTTTGR TETTCTASTC 2522 .
TTCTGGGTGT GOTTRAGTAT CTTATSGGAC CCTGARTTTA TCTGTETGGLC TTATIGCGAR 2482
TRATATTAAG TABRTARAGSC TTTATTATAT TRTTATATAT GTTATATTAT ACTAARAAAA 2542

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(RA) LANGE: 610 Aminos&duren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:

Met Ser Ala Leu Thr Thr Sér Oln Leuw ARla Thr Ser Ala Thr Gly Phe
b 5 10 15
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Gly

Gln

Sex

kia

Alsa

Ty

Ary

145

Lys

PL&?

Pré

Gly
225

Tie

Gly

val
j343

Gly

Thr

Lys
136G

Agn

Arg
210

Leu

Thye

Met

i Asn

115

ksp

Ty

val

- Gly

Gin
185

Ile

Bep

L TYE

ABn

Ala

Clu

Leuw

. Pro &

Ser

Azyg

Val

BS

Leu

Hig

Trg

. ATY

Aan L

43
f
3]

Brg

gl

val

Gly

Rap

Pt
5]
{2

Phe

Phe
230
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Ala

 Sexr

L Arg

58

Phe

Asp

Yal

Tyr

Ser

1 Asn

z15

val

Asn

Bro !

Frxo i

40

Ale

Pro

Val

Pro

Gly

Lew

200

Asn

Cys

Thr

Sax

Gly

Leu
105

Phe

Sex

Amn

Gln

Ser

vai

cys

Pro

rau

Lys

Cyn

155

ey

Thy

Gin

Tyr

Leu

Rep

Gin
&G

Vel

Het

Glu

140

Tyk L

Gly

Als

Phe

220

Hie

Gly
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Arg

s Pro

@

Vil

ala
205

il

Arg

s Pro

Pro
110

Ry

Esy
190

Leu

Gly

 Gly

i
[
LS

Ser

Trp
g5

Ala

ksp

Glu .

Phe

t
{

Vel

Gln



ARla

Eia

1le

ies

val

Cya

Asn

Thi

Lys

385

Pro

val

val

Het

Ela

‘465

Pro

Lys

Phe

Phe

250

Asn

Ser

Glu

Gly

Leu

Met

Leu

Glu
450

Ser A

vail

Giu

hep

Trp

Bro

rls

Ile

Ala

Ala
260

Asp

Phe

Bet 1

Tyr °

Asp
340

Ley

Ala

Phe

yal

y Thr

Gluw
388

cys

Prao

Rap

Ala

110-

» Ala

Xle

Ser

rla

Rla

Giy

Pro

Leu

470G

Pro

DE 697 38 587 T2

Ile

=€)
W e
LE L4

Glu

Met

Glu

Thr
375

> Gly

Pro

Gly
455

Tle

‘cys

His Asn lle Sey Tyr

265

;o au ASD

280

Tyr hsp

Iie Leu

Gla Leu

Arg Leu

345

Trg hsp
36D

Het Ala

Gly Levu

leu

Glu

for
0]

Ly 4
(€]
Q

Thy

Pro

: Fhe

Gly

Ile
490

ser

Pro

Ala
318

Gliy 1

Gluy

'l

pol ]
395

Glu

Glu

Ala

Ala
475

Glu

Val
300

Asp &

GLy

&Lka

iag

val

Lys

Val

450

Asp

Leu
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2009.04.30

Glin

Arg
285

Thy

&sp

Lys

Leu

445

vVal

val

Gln

Giy
270

Bhe

Gly

Gly
350

Lys

Gly 1§

Lew

Gly

Rrg

A

Arg

Lew

Arg
338

Leu

Lys

Phe

Het
485

Phe

Lya

Thy

‘320

Gly

Ile

Ratt

Tie

Ser

ksn

val

480

Arg



Vel I

cys

Lys

58%

Arg

Try

P

Lye

330

Ary

Ren

Glu

- Giu

&10

f@lu

&35

Yal

Ala

Asn

Gily
535

Pro Cys:
500

Gly Lyw

vzl &iu

Ie Lya

Met Asn
865

val Leu
580

Asp Clu
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Aia

Vak

850

Gin

Lewg

Gly

Gly

- Kla

Ela &

Phe H.

520

ASD

Leu

Leu (

Pro |

800

r Thr

Sy

INFORMATION ZU SEQ ID NO:

(1)

(i1)

23

= Thr Gly ¢

Het Gly &

Pro Rla
%31

Terp Lys

s Val Ala

Ala Lvs

8:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(1ii)

(vi)

LANGE:

ART:

2007 Basenpaare

Nukleinsaure

Strangform: Doppel

TOPOLOGIE:

ART DES MOLEKULS:

irrelevant

2009.04.30

- ¥al

540

T}:g* 3

Giy

Giy

Glu &

; Leu

o1
K3 B
(¥4}

3
hd
2]

Ser

cDNA oder mRNA

HYPOTHETISCH: NEIN

(A) ORGANISMUS:

URSPRUNGLICHE HERKUNET

Zea mays

69/141

Ala

&lg ¥

590

Val

asp

Asn
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME /SCHLUSSEL: CDS
(B) Lage: 1 .. 2007

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

COT GAG BOT GAS GUC GBC GGT ARG GAC GCG CCG CC8 GAG AGG AGC GGC 458
Ala Glu Ala Glu BRle Gly Gly Lys ksp hla Pro Pxo ¢lu Arg Ser Cly
815 820 §25

SAC QEC GEC RGE TTG S6C CGC GCT €66 OGC ART GCG GTC TCO RAA CGe 56
msp Ala kle Arg Leu Pro Arg Ala Arg Arg Asn Ala Val Ser Lys Arg
&30 63% 640

AGG GAT COCT OTT CAG CCG GTC GGE CGE TAC GGC TCD GUG ACE GGA ARAC 144
Arg Bsp Pro Le&u Glo Pro Val Gly Arg Tyr Gly Ser ala Thr Giy hAsn
545 650 (34

ACG GCC AGG ACE GGL GCC GCG OO TGO CAG ARC 6CC GCR TIG GOG GAC ig2
Thr Ala Axrg Thr Gly Ald Ala Ser Cys CGln Ren Ala ARla Leu Ala Asp
&60 865 870

GTT GAG ATC GTT GAG ATC AAG TIC ATC GTC GCC GCG CCG CCG ACE AGC 240
val Gli Dle ¥wal Glu Ile Lys Ser Ile Val Alz Ala Pro Prxo Thr Ser
675 680 685 690

ATR OTG AAG TTC CCA GE&G °GL GGG CTA CRG GAT GHRT CCT TCC CT0 TGG 288
Ile Val Lys Phe Pro Gly Brg Gly Leu Gin Asp Asy Fro Ser Lau Trp
€95 700 705

GAC ATR GCR CCC GAG ACT GTC ©TC CUA 6CC 006G RAG CCA CTG¢ CART GAA 336
hrop Ile Ala Pro Glu Thr Val Leu Pro Ala Pro-Lys Pro Lew His Glo
gis 713 720

TCG CCT GCG GTT GAC GGA GAT TCA AAT GGA ATT GCA COT CCT RCR GTT 384
Ser Pro Ala Val Asp Gly Asg Ser Asn Gly Ile Ala Pro Pro Thr Val
725 730 735

GAG CCh TTR GT& CAG GAG GCC ACT TGG GAT TTC ARG ANAR TARC ATC GGT 232
¢lu Pro Leu Val 6inm Glu Ala Thr Trp kep Phe Lys Lys Tyr Ila Gly
740 743 756

TPT QAL GRG COT GRC GAA GCG ARG GRT GAT TCC AGE GTT GAT GCR GRT 480
phe Asp Glu Pro Asp Glu Ala Lys Asp Aep Ser Arg Val Gly Ala Asp
783 780 765 770
GAT GOT GOT TOT TTT GAK CAT TAT GGG RCA ATG ATT cTG GGC CTT TCT SZE
Asp Ala Cly Ser phe Glu His Tyr Gly Thr Met lle Leu 3ly Leu Cys

75 180 785

GGG GEG AAT CTT ATG ARC GIG ATC GTG GI6 GCT GOT GARA TST TCT CCA SFE
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e
o

Gly Glu Asn Val Met Ren Val Ile Val Vel Als Ala Giz Cys Ser Pro
720 788 biiely]

TG TEC ARN RCA ©RT GGT OFT GOA GRT GTT GTS GCA COT TTA CCC ARG 624
Trp Gys Lys Thr Gly Gly Leu Gly BAsp Val Val Cly &la Leu Pro Lys
) 84% gig 815

GCT TR GCG AGR AGA GGA CAT CGT GTT ATS GIT GTG CTA CCB AGG TAT &72
hla Leu Ala Arg Arg Cly His Arg Val Het val Vil ¥al Pro Arg Tyyr
320 82% €30

GGG GAC TAT GTG GAR GCC TTT GAT ATG GGA ATC 6 ARRA TAC TAC A&K 720
Gly Asp Tyr Val Gilu Ala Phe A&p Met Gly lle Ary Lys Tyr Tyr Lys
B35 B840 845 850

GCT GCh GGA CRG GAL CTA CAX GTE AAC TAT TTC CAT GCA 77T ATYT GRT TE8
Ala Ala 6ly Gln Asp Leu Glu Val X&sn Tyr Phe His Ala Phe Ile Asp
853 Bg6o 885

GGA GTC GAC TTIT G6TG TTC ATT GAT GCC TCT TTC CGG OKC CGT CAR GAT 816
Gly Vval Asp Phe Val Phe Ile Asp Ala Ser Phe &rg Hia'krg Gln Asp
870 875 £80

GAT RTHR TAT 666 GOA AGT RGO CAC TAR. ATC ATO AAG CGC ATG ATY TTC 864
Asp Ile Tyr Gly Gly sSer Arg Gln Glu Ille Met Lys Arg Hat Ile Lsu
885 . B20 825

TTT TGU ARG CT7F GCT COTT CAG COTT 0T TGG CAR Q7T CUA PGL SET &8 $312
Phe C¢s Lys Val Ala Val Glu Val Pro Txp His Val Pzro Cys Gly Gly
gno 205 210

GITG TCC TRC GGA GAT GGA RAT TTG CGTE TTL ATT GUC RTS ARAT TGG CaC 360
val Cys Tyr Gly Asp Gly hksn Leu Val Phe Ile Ala Met Asn Trp Bis
215 . 920 §35 330

RCT GCA CTC CTG- CCT GTT TAT CIC AAMG GCA TRT TAC AGR GAC CAT 8CGG 1008
Thx Alz Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Aep His Gly
93% 940 945

TTH ATG CAG TRC ACT CGC TOC GPC CTC GTC ATA CAT RAC ATE GGC GAD 1056
Leu Met Gln Tyr Thr Krg Ser Val Leu Val Ile His Asn Ile Gly His

950 985 960

CAG GGC CGT GGT CCT GTA CAT GAR TTC C TAC ATG 8RC TTG CTS ARC 1104
Gln Gly Arg Gly Pro Val His Glu Phe Pro Tyr Met Asp Leu Leu Ren

71141



Ala
@88

&ACT
Thy

iie

CRE
Hig

GBA
Glu

SE5

o7
xen Leu

980

RTT
Ile

RAC
asn

GTC
Val

cTe
Leg

cre Con
Leu
1660

[42:X¢ed
Gin

CAG

v Cln Asp

cin

T
he

CAC
His

} GeC TEC

TTC GRG
Phe Glu
a8s

Ris

GeG TET
Kia Dys
1060

GeC
rla

CcTG
Gly Tyr Leu

1915

GAC
Asp

ATC
Ile

1836

CcGC
aArg

TCG

g ser

Jeiee

arg

GGC

Gly

RTC

ile

GG
Gly

TAT

Tyxr

o2Vl
Kap

DE 697 38 587 T2

$70
ore

Les

oTT
val

Roloyy

Axg

CRG
Gin

SAT
AsE

TAL
Tyr

ATG
Kot

1005

CTG
Ltk

RAG
Lys

CTG ARG
Leu Lys
1020

GRG
[r3R:

GAC
Asp

TCT ARC
Ser Asn
1035

e
Trp RsB

GARE
Giu

1050

10568

TGC ARG
cys Lys
1080

SAL 6TG
hAsp Val
1595

GTG
val

1110

8
&

<
e
e

Ii2%

fated
Arg
1160

TG
Het

ore

Lew

I Gin Lou

QTG
vai

ZAG CTG

TIG
Leu

as CRC

His

1348

GCG
Ria

[oyne]
Leu

Met

43
R 0
a
0

CHRG
Gin
108%

Tre
Leu

GGe TTC
Gly Pne
1100

[agid
Lag

SAC GO
Agp Rla

GGs
Gy
1118

CTE GGC ALC
L

1130

[ey-ted
Glu

oae¢ CAT
Gly His

£Ge
hrg

T e

<
Gly Thr Giy

STC &
val
%590

GALC
ABg

GCR
Biz

|2 el
val

ACK

e

PR

Pro

GAC
g Rop

Ile Sly

cee

Hat Pro

. CCA
Pro
1135

. RAC
ABD
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GGT
Gly

CGG
Are

Gha
Glu

ETC

e

2009.04.30

CTG
Yal

[e2edog
ciy

CAL

1is

GTG

val

3010

feieled
Gly

1025

#AT
Asn

10480

felsged
val

aseyd
arg

RAG

Lys

GAC
Asp

[sugel

Leu

2105

ile

SAC
Asp

ey e
val

GTG
val

GAC
ASp

lopee)
Leu
1050

car
ASp

gele-

ala

ors
Leu

foredsd
Arg

1248

1344

1392

14840

1448

1536

1582
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facoo]
Pro

CAT C&C
His Arg
1168

GCTG
Val

ATS
¥et

CTA
Leu

ki riliele
Ser val
1180

23 e

GGG TCG
Gly Trp
1158

frie el

»
T
Gly Phe

ore
val

HTC ACG
Iig Thr

-

e
Leu

AAC
Asn

2 BGC GGC

Cly

Ser Reg

fuye
Mexl

CT6
Leu

STG
val,

GLC AGS

Als Sar val Pro Giy

1178

Goo
Als
1200

[e33<d
val

GTh
val

TG
His

GTC o
Val Pro Val
1195

ThC
Tyr

GGC
Sly

GOn
Ala

e ed
Zla

kTG
Het
118G

TAC
Tyxr

o
Leu

: GAC
BSp

GCC
kia

TTC GAC CLG
Pro Pha Asp Pro
1210 i

Kelaes
Kla

jereie]

Gly - Val

GAG

iig Glu

RAC A3
Aan Lys Leu

CGC GCC GAG
Glu

' GAC
Rsp-Arg Ala
1225

TAC G
Tyr Glu

1245

CGA

TAC

Ty

C GRC ACE
Asp Thy
1240

Bken

GG GAC

- Aep

CHC
Hip
1265

GEC BTG TCC RAC CTC AGC
Gly Het Ser Asn Leu Ser
& 1260

Ala Ar
12

g
E
5

s

GTC ARG TAC CAG
Val Lys Tyr Gin
127%

CIT

Leu

GAG GAC GTC
Giu Asp Val

TAC
3 '}_‘y:-
1276

GAG
- Glu

9:

Trp k

.30

eleled
Gly

118%

QGC
Gly

GGe

ore

val

]
Ala

(2)

(1)

INFORMATION ZU SEQ

ID NO:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

669 Aminosauren

(A)
(B)

(D)

(ii)

(x1)

ART DES MOLEKULS:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

LANGE:
ART: Aminosaure
TOPOLOGIE: Linear

Protein

9:

Ala Glu Ala Giy Ales Gly Gly Lys Asp Als Pro Pro Qlu krg Sar Gly

73/141

1580

1728

1776

1824

1872

1920

2007



Glu

Pher I

145

Aggp

Glyr

Kia

Giy
22%

Als

Ala

- Kla

50

Gluw

vay

iie

Ala

L
210

Asp

ala

ala

Pro
35

kryg

i
fed
@

Lysa

Ala

Glu

ABn

Lys
195

NP
o

Leu

Phe

Val ¢

Arg

val

Gln

w

Gln

Gla

=]
2]

Phe

185

Gly

Arg

Glu

Pro

Pzo

F Ala

Gly

s Bl

Glu

23:-2¢]

Gly

Gly

Ala

230

W@
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Arg

Val

Ala

Gly
40

Sy

ABD

B

o

oY

[

Ela

val

Leu

Glu

2]
e
g

Ley

Searx

12¢

Thr

Lys

aly
200

§ Arg

Asp

Vai

frg

Tyl

Leu

Val
185

Asyp

Yal

Het

1o

 BYg

Tyr

Gla

val

Gln B

20

g
b
o

Gly

Nsp ¥

The
170

Yal

vel
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hen

Gly

Asgn

Pro

Il

o S&r

155

Het .

Kls

val

Yal

Sex

Kla
&0

Bla

3 ASD

Lvys

ala

Lys

140

Arg

Ala

Gly

Yal

2Z0

Arg

Hisg

Ala
4%

Ala

Pro

Pro>

Pro

125

Val

Ala
205

rla

Thr

Leu

Preo

seyr

Lau

110

Pro

. Tyr

Gly
Gly
Ty
196

Leu

Pro

3
b
M

Phe

Pla

Thr

lie

Ala

Lew

175

Ser

Rrg

lie

- Val

hen

- Glu

@ly

Asp

160

Cys

Pro

Lye

Tyr

Lys

250

ASP



Gty

ABD

Zhe

val

308

L

Gln

Ala
385

Trp

Hieg

Ala

468

Giu

Cys

250

oye

Aka

Het

450

Gly I

Val

Aep

Lys

vr

Leu

Gln

¥t
Bt
®

Ser

¢ Law

- Glu

435

Phe
260

Tly &

Vel

Gly

Lau

Tyr
a0

. Gin

Phe

Brg

Hig

420

Arg

, Ser

ABp

245

Val

Ala

Pro

His

Gly
4043

hsp

]
p
@

Asp

Asp

DE 697 38 587 T2

Phe

- By

Vgl

y GLy

110

val

Val

‘Ala

320

TYr

Iie I

ASp

Cys
%70

¥ 4
¢al

Iie A

Aryg

N
[+ 3 P
Wi L

Ber

ore
g
St
o3

s G

375

Cys

Lau

Hig

Len

= Leu

> Bla

26S

Pro

Vai

Lys

&l Leu

Gl

k1353

Lets

val

TEp

2 ATG

Gin
&40

345

Plia

Glu

Aan

250

Ser

(=1
|zl
o

Tep

Phe

ala
330

o

Rra

Asp

Ly's

i3 Leu

430

Trp

Tyx

Bla Les

Lau

Gly

Phe

Met

Hie

ile

315

Tyr

Lie

Tyx

Pro

Het
39&

Asn

Ser

2009.04.30

hrg

val
3nG

Als

Val
38y

Ala

Lew
460
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His

: Arg

85

Pro

Hat

g

Azp L

365

Gly

Amp

t
e
in

oy
nx
W

Glu

Asp

Gly

Are
270

Cys

Aen

nop
!‘ul
£

Lof
Q

oy
b
o

Thy

Yal

Arg

2%5

Glp

Gly

Leu

Glu

pot-113

Ley

y His

Asn

- val

Asp

Lay
480

&sp
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4BS 430 493

Gly Gln Lye Gly val asp lle Ile Gly Mesp Ala Met Pro Trp Iie Ala
300 5D8 210

Gly ¢ln Aep val Gln Leu Vsl Met Leu Gly Thr Gly Pro Pro ARsp Leu
518 526 525

Glu Arg Met Leu Gli His Leu Glu Arg Glu His Pro Asn Lys Val Axg
530 £ag 540

Gly Trp Va} Gly Phe Ser Val Leu Met val His Arg Ile Thr Pro Gly
545 550 558 550

Ala Ser Val Leu Val Met Pro Ser Arg Phe Ale Gly Gly Leu &en Gin
BES &70 575

3
Py
"

Leu Tyr Ala Met Ala Tyr Gly val Pro Val Val His ARla Val Gly
580 585 550

Gly Leu Arg Asp Thr Val Ala Pro Phe Asp Fro Fhe Gly Asp kia Gly
595 a40 60%

Leu Gly Trp Thr Phe Asp Akg Ala Glu Ala Asn Lys leu Tie Glu Vel
61C : 615 a20

Lev Ser #His Cys lLeu Asp Thr Tyr krg Rsn Tyr GYu Glu 8Ser Trp L¥s
G625 €30 635 640

v3
4]
o

Ser Leu Gln Rla Arg Gly Met Ser Gln Asn Leu Sgv Asp His Ala
645 . 650 655

Ala Cluy Leu Tyr Glu Asp Val Leu Val Lys Ty Gln Ixp
850 665

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10:

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(RA) LANGE: 2097 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure

(C) Strangform: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant
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(ii)

(1i1)

(vi)

(ix)

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

ART DES MOLEKULS: cDNA oder mRNA

HYPOTHETISCH: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT

(A)

ORGANISMUS: Zea mays

MERKMAL:

(A)
(B)

(x1)

ATG

cece
Pro

CAL
Glin
750

TCH
Sex

GCA ?

Ala

ey

NAME/SCHLUSSEL: CDS
Lage: 1 .. 2097

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:

- TCC
& Ber

- RCG

Ser

GGC

g Gly

Gee
Ala
735
eTE
Ala

cer
Pro

Mat

GTG

Ser

TBC
Tyr

fale/c)
Fro
720

[eleld]

Gly

(2
Gly

e
Pro

CRHK
Gln

GCR RTC TET TEC TCG TCC TCG QLT TTT QTC OTC O0C ome
'1e Ser Sar 8y Sdr Ser Ala Phe Leu Leu Pro Val
878 &80 6835

TCC OCG GG CGC AGG CGG GGC AGY GTC 467 GOT GOT OT6
> ia

Ser Pro hryg Arg Arg Arg Gly Ser Val Gly Ala A Lgn

GGC TAL ASC GGC GG GAG CTG £GG TTSG CAT TEG GO £05
@ly Tyr Ser Gly Ala Glu Leu Arg Leu His Trp Ala Arg
765 710 : 718

CCT CAG GAT GGR GCG GCGE TCE GTA CCGC GO GCA GG GCA
Pro Gln ksp Gly Ala Ala Ser Val Arg Ala Ala Ala Ala
728 730

GGC GAA AGL GACG CGAG GCh GCE AAG RGET Tﬁﬁ TCC TCH ToC
Gly Glu Ser Glu Glu Als Ala Lys Ser Ser Sar Ser Sar
740 745

GCT GIT CAG GGO ACGC ACGC GUCT BAG GOT GTC GAT TCT OCT
Kla Val Gin Gly Sexr Thr Ala Lys Ala Val Asp Ser Als
755 TEQ ' 765

AAT COT TT% ACA TCT GCT CCG ARG CAR AGT CAG RGO GLT
Agn Pro Lea Thr Ser Alz Pro Lye GIn Ser Gln Ser Ala
170 775 78O
ABARC GGA ACG AGT GGG GGC AGC AGC GTL ABC ACC GCU GOG
Asn GLy Thr Ser Gly Gly Ser Ser Ala Ser Thr Ala Ala

78% 790 795

GGA {CC AARR GCT CGAT CAT CCA TCA GCT 0T CTC ACSL ARG

771141

48

g6

144

240

288

3g4
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yal Ssr Gly Pro Lys &ls Asp His Pro Ser Ala Pro Val Thr Lys

Pro
800 805 810
ACA GAK ATC GRT G0C AGT GCG GIG AAG CCA GAG TCC GLR GGT GAT GRT 480
Arg Glu Ile Asp Ala Ser Ria Val Lys Pxo Glu Pro Ala Gly &sp Asp
B16 820 825
GCT AGHA COG GTG GAR AGC ATR GGC ATC GCTT Sahk EC5 GTC GAT GOT ANG 525
ala Arg Pro Val Glu Ser Ile Gly Ile Rla Giu Pro Val Asp Hla Lys
830 835 - B40 845
GoT OAT GOA GOT CCC GCT ACA GRT GEG GGG SOG. AGT GOT CCT TET GAC 576
Ala Asp Bla Ala Pro &la Thr Asp Als Ale Rla Ser Rla Pro Tyr Asp
&850 885 B8O
BGG GRG GAT KAT GAA CCT GGC COT ITG GCT GGG oCY AAT CT¢ ATC RARC 624
Arg Glu Asp hsa Giw Pro Gly Pro Leu Ala Giy Pro hsn- ¥Val Met Asn
T ees 870 EVES
GTC ©TC GTG GTG G6CT TOT GAA TCT GCT CGT TTC TCC AAG ACRA GGT GGC &2
val val Val Val Rls Ser Glu Cys Ala Pro Phe Cys Lys Thr Gly Gly
880 e85 890
¢TI GGE GAT GTC GT6 GGT GCT TTG CCT AAG SCT CTG CCG AGG RGA GGA 720
Leu Gly Asp Vdl Val Gly hla Leu Pro Lys Bla Leu Ala Arg Arg Gly
£95 - 500 . 205 )
CAC CGT GTT ATG GTC 6TG ATA COR AGA TAT CGA GARG TRT &GuC GAA GCL 768
#is Arg Val Het Val Val Ile Pro Arg Tyr Gly @ilu Tyr Ala Giu Ala
810 $15 520 825
CGG GAT TTA GGT GTA AGG AGAR CQGT TRL RAG GTA GCT GGA CaG GAT TCA2 g81é
Arg Asp Leu Gy Val Arg Arg krg Tyr Lys Val Ala Gly Gln Asp Seyr
930 835 940
GASA GTT ACT TAT TTF CAC TCT TAC RTT GAT GGA GTT GAT 7Tt GTA TIC 864
Giu val Thr Tyr Phe His Ser Tyr lle Asp Gly Val Asp Phe Val Phe
945 50 955
GTA GAB GCC COT CCC TTC CGG CAC €GBS CRC AAT AAT ATT TAT GGG GGA 812
Yal Glu Als Pro Pro Phe Arg His Arg His Ben Asn 1le Tyz Giy Gly
960 . 265 270
GAR AGA TTG GAT ATT TTG ARG COC ATC ATT TTG TTC TGC AAG GCC GCT 560

%lu &rg Lev Asp Ile Leu Lys Arg Met Ile Leu Phe Cys Lys Aia Ala
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97 ve 285

GTT CAG OTY COR TGG TAT SOY OOk TOT 66O OGT ACT ST TAT GGT GAY 1008
val Glu Val Pro Trp Tyr Ala Pro Cys Gly Cly Thr ¥al Tyr Gly Rep
250 g24 1606 1065

CGC BREC TTR GTF TUC ATYT GCTF RATY CGRT TGE CAT AUL GLa OTP CPG C0% 1086
Cly &sn Lew ¥al Phe Ils Ale Aen Agp Trp His The Ada Leu Leu Pro
018 idis 3I020

TAT CTA MG GCC TAT TRC TGO GBC A8T 6GT TVC aTC CAG TRT GOy 1104
Tyr Leuw Lys Ala Tyf Tyr Brg Rap isn $ly Leu ket Gla Tyr Alz
1028 163y 1033

Lol ¢
B

5 £3

TEU DCT GYG OUT GTG ATR CRC AKD ATT GOT CAT OBC GGT QBT GO0 oo 1am2
Arg Ser Val Leu Val Ile His Aen Ile &la His Gin Sly Arg Siy Pro
1040 1048 1059

GTA GAC GAC TR0 GTC AAT TOT GAC T8 COT GRE CAC TAC ATL GAC GhO 1200
val Asg Bsp Phe Val Asn Phe Rsp Lee Pro Slu His Tyr Ile Asp His
1055 1060 1063

TTC RBAA CTC TAT GAC AHC ATT GGT GGE GAT CAGC ARGE BAC OFT TTT 6CY i2z8
Phe Lys Lew Tyr Asp Ran lle Gly Giy Asgp His Ser Asn Val Phe Ala
icve 1075 1080 1083
GG BOG OT8 AAC RCG Sé: GAag OBG 6T8 GTG.&cé GTY BGC ALT GGEC THLD 1296
Hla Gty Leu Lys Thr Aa Asp Arg Val Val The Vsl Ser Asn Gly Tyr

1090 10935 1386

LTG TOG GRS CTG AAG ACT TUG GAA GGC UBS T4G G0 £20 CAL GAC ATE 1344
et Trp Glu Leu Lys Thr Ser Glu Cly Gy Riz Asp Tle
1105 1310 3135

»3
4
[l
it
A.,(
e
2

ATR ARC CAG RAC GAC TGG RAG CTS CAG G6C ATC GTS AALC QUL BTC GAC 1392
Tla Asn Gin Rsn Asp Trp Lys Len Gln Gly Ile Val aso Sly Ile Asp
1220 1125 1130

ATG AGC GAG TGG ARC CCC SCT 476 GAC UTG CAC CTT CAC TCC GAC GED 1440
Her Ser Gld Trp Asn Pro Ala Val Asp Val Kis Lec His Ser Bsp Asp
1135 1140 1348

TAC ACC AAD TAC AGS TTC GAGC ADGE CTC GAC ACS GGL AAS CGG TAS TG 1488
Pyr Thr Asn Tyr Thr Phe Glu Thr Leu asp Thr Gly Lye Rrg 8ia Cye
168 1185

Y
ok
n
s
ot
[

1150
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BAGC OOC GCC .CTG CRG CG6 CAG CTG GGT TG CAG GIT CGL GAL GAC §T¢ 1538
Lys Aa Ala Lev Gln Arg Gin Len Gly Leu Gin Val Arg asp Asp Val

1170 1175 1380
Coh CTC BRTE GGG TIC ATC GGG C6G I8 GARD CAC CRAG AAG GOC BTG G20 ised
Bro Leu Ilg Gly Fhe Ile Gly Arg lee Asp His Gin Lys Gly Val Asp

1183 1189 1195
ATE AT GCC GAC GEG ATC CAT T6E ATC GLG GG CAG GAL GTG CAG OTC 1632
fie Ile Bis Rep Rla Ile Ris Trp Ile Ala Gly CGlun &sp VAl Gin Leu
1200 1205 1210
oTe ATG CTG GOC ASEC GGG CGGE GLC GAC CTC GRAG GAC ATG QTG (80 66 1680
val Met Lew Gly Thr Gly Arg hla hsp Leu Glu Agp Met Laud Arg Arg )
i215 1220 1225

o GAG TOG GAG CAC AGT GAC AAG 676 &GL GLG TGS GI6 68 ITTC ICE 1728
phe Glu Ser Giu His Ser Aep Lys Val Arg Ala Trp val Gly Phe Ser
123¢ 1228 1240 124%
ETC COC CIL GOS8 CRC COC RTC 830G GUG GOC GCE GAC RIC U6 CTG ATE 1776
val Peo Leu Aly His Rrg Jle Thr Ala Gy hla Rsp Ile Leu Leu Met

1250 1285 1250
COS TCO CGC TTC GRC TOG 160 GGG CIG ART CRG CTC TR GO ATS 406 1894
Pro %er Arg Phe Glp Pro Cys Gly Leu Asn Gls Lew Tyr Ala Het Ala

1Z€3 1270 1278
TAC GOG ARG LTS COC GTG GTG CAC GUC 8T¢ G&GG GGS CTO DGG BAC RAUG 1872
Tyr Gly Thr Val Pro val val His Als Val Giy Gly Leu Arg Asp Thr
1280 1z8% 1290
GT6 GGG CoC TTS GAC DCG TIC RBAR GAG 3CC GGE8 CTC GGG TGG ALG TTC i%20
val Als Pro Phe Asp Pro Phe Rsn Asp Thr Gly Leo Gly Trp Thr Phe
1225 1300 1308

GAC CGC GCG GAG SOG AAC CGG ATGE ATC GAC GCG CIC T¢6 CAT TeU OTIC 1968
Rep Rrg Alda Glu ala Asn Arg Met Ile Rsp Ala Lew Ser His Cys Leu
1310 13135 1320 1328
ACC ACG TAC CGE RALC TAC BAR GAG AGC TGG TGO GCL TCC AGG GLE CGC 2016
Thy Thr Tyr Arg Asn Tyr Lys Glu Ser Trp &rg Ala Cys Arg ALa Arg

1330 1338 13440
CGC BTG HOC GAG SAC CTC AGC TGG GAC CAT GCC GCC GTG CIC TRYT GAG 2064
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Gly Met Rls Glu Asp Leu Ser Trp Asp His Als Ala Val Leu Tyr Glu
1345 1350 1385

GBS TG CTL OTC RAG GE6 ARG TAC CAG TGCG TGR

@

Aep Val Leu Val Lys &la Lys Tyr ¢in Txp
1380 1388

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(B) LANGE: 669 Aminosauren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11:

Pro Gly Ala Ile Ser Ser Sexr Ser Ser Ala Phé Leu Leu Pro Val

<3
©
LagE 44

Alx Ser Ser 8er Pro Arg Arg Arg Arg Gly Ser Val Gly Ala Ala Leu
20 25 30

Arg Sez Tyr Gly Tyr Ser Gly Ala Glu Lew Arg Leu His Trp Ala Arg
3t 40 &3

m

Rrg Gly Pro Bro Gln Rap Gly Ala Ala Ser Val Arg hkla Rla Ala RAla
50 55 &0

Pro Ala Gly Gly Glu Ser Glu Glu Ala Als Lys Ser Ser Ser Ser Ser
85 w 75 BO

Gln ARle Gly &la val Gln Giy Ser Thr Ala Lya Ala Val #sp 8er Ala
85 20 EE]

Pro Asn Pro Leu Thr Ser Ala Pro Lya Gln Ser €lp S8r Ala
100 igs 110

Ser Pro

XNiz HMet Gln Rsn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Ser Ala Ser Thy Ala Ala
115 120 125

Pro Val Ser Gly Pro Lys Ala Asp His Pro Ser Ala Pro Val Thr Lys
130 138 J40
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Arg
14S

hrg
val

Leu
225

His

Rrg

Gly

Val

Glu

305

val

val

Arg

Glu Iie

Aesp &la

Glu ARup

195

Yal Vil

Cly hsp

Arg Val

Asp Leu

V&l Thr

278

Glu Ala
29¢

arg Leu

Glu Val

Asn Leu

Tyr Leu

358

Ser Val

Anp

Alz
180

Aan

Yal

Het

ely

260

Tyz

Pro

Azp

Val
340

Lys

Lau

BLa

Glu

Ala

val G

val
24%

Yal

Phe

Trp

325

Phe

Aia

val

Ser
150

: Ser

- Ria T

Pro

ser

Rrg

Iie
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ala

Tle

Sin

215

Ala

Ile

hrg

- Ser

Arg
29%

His
375

Val

RED

Pro

200

oys

Leu

Tyr I
280

His

. Bsn

Arg
380

Ann I

Lys Pro Glu Pro

rla
i8s

Len.

Ata

Fro

Arg

Met

Cys

ABp
34%

Asp B

Als
170

Kla

Pxo

Tyr
250

;5 His

Ile

Gly
330

Trp

Ala

Ele Ser

Gly Pro

Phe Cys

220

Ala Lewu

)
| #¥)

Gly Glu

; val Ala

o Gly val

Asn Kan

360

Leu Phe
315

Gly Thr

Him Thr

Gly Léu }

His Gin
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Ala Gly asp Asp

Ala

ABN

205

tys

Rla

Tyr

Gly

ABD

283

Ile

Cys

val

Asp

Pro 1

iso

val

Thy

Ala

Gin

270

Phe

Lya

Lew i

350

Gln

Rrg

et

6ly

Aryg

Gl

285

Agp

Val

Gly

160

Lys

- ABP

Asn

Gly

Ser

Fhe

GLy

Ala

234

Asp

pro

AKla



Ile

Met
365

Prao

Ille

Val

548

Phe

vali

Pro

Tyr

&5p

Lys

Gly

Tep

Esn

450

Ser

The &

Als

Lew

Ile

530

Het

Gl

Ser

Gly
510

kep

Leg

Glu

Ala

Lea

ey

Leu

ARrg

595

Thy

Pha

Lys
420

- Less L

- Asn

Trp

Tyr

Asp

Gly

Glu

val P

- ASp

405

The

Asp

Kan

- Phe

Ala

Thy

Hig
565

i His

. Glu
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1 hen

330

Aen

&la

Thy

Trp

Pro
470

iie

Gly

880

Seyr

Phe Asp Leu

Anp

e
455

Alz

Giy

Rap

st}
-
4]

- Cys

. Val

615

Arg

Gla

{44

Lay

Thr

Lags

Arg

.
54

Ala

Lys

Gy

vali

428

Gly

Gign

#ro

Agp

410

¥al

Val

B e
AR
Qo

Gly Lay

Asp

V&L

Rla

$85

Leyg

> Rla

Lay

Aryg

570

Gly

Amn

s
]
favr

Glu
398

His

Ile

His
475

Gln

“His

Giy

Gluy
558

Ala

Ala

Gin

Gly

Val
{80

Lea

ey &

Val

Gin

Sln

540

asp

Tep
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et ey
& Tyr

t AEnN

His

Rrg

Lys

5258

Mag

vl

ila

=t
P
14

Ren
£30

¢ His

Sar A

b Arg

Amp

510

Cly

val

Leu

ely

Leu

590

Ela

Asp

Val

Arg

Phe

578

Leu

Het

Hism
200

- Tyr

Iie

' AsD

P hsp

480

oye

Lew

560

Sar

Mot

Ala



val
€25

Thy

Gly

hla Pro

p Arg Ala

Thr Tyr

Het Ala
875

Asp Val leu

(2)

690

Phe

Giu

aArqg

660

Glu

val
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Asp Pro Phe Rsn Asp Thr gly Leu Gly Trp Thr Phe
630 638 £30

Rla Asn Arg Met Ile asp kla Leu Ser His Cys Leu
645 &850 655

asn Tyr Lye Glu ‘Sér Trp Arg Kla Cys Axg hla Arg
665 670

asp Leu Ser Trp Aep His Ala &la Val Leu Tyr Glu
5210 6BE

4

Lys Ria Lys Tyr GIn T
a5

[0

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12:

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

LANGE: 1752 Basenpaare
ART: Nukleinsdure
Strangform: Doppel
TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA oder mRNA

(1ii)

HYPOTHETISCH: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNET
(A)

ORGANISMUS: Zea mays

(ix) MERKMAL:

(A)
(B)

NAME/SCHLUSSEL: CDS
Lage: 1 .. 1752

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12:
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TGC GTC GCG &RG CTFG hwe AGG GAG GGG CRE GCG CCG CGC CUG OTG CCA 68
Ala Glu Lea Ser AXg =i, Giy Pro Ala Pro Arg Prc Leu Pro

Cys Val
0% 710 713

760

ooC GC3 CTG CT6 oTE OTG £OC G8C TTC swn (o g oo oe
' Lo ] 2 L . O .
pro Ala Leu Leu Ala Pro Pro Lew Val Pro Gly Phe Leu ala P 3
: ) 720 725 738

GCG CCC C&h

GRC GAG CCT ACG GGT GAG CO&% GCR TOG ACG OCG CCG OCC BTG £CC GAC ia4
&a Glu Pro Thr Gly Gilu Pro Ala Ser Thr Pro Pro Pro Val Pro Asp
735 740 745

GUC GGC OTG $CGG GAC CTC GGT CTC GAA LCT GAXR GGG ATT Q0T GAA GUT 182
Rla Gly Leu Giy Rep Leu Gly Leu Glu Pro Glu Gly Ile Ria Glu Gly
759 755 T80

TCC ATC GRT ARC ACA GTA GTT GTG GCA AGST GAG CAA GAT TOT GAG &TT 240
Ser Ile Asp Aan Thr Val Val Val Als Ser Glu Gln Rep Ser Siu Ile
768 770 775

GTG GTT GGA "GRG CRE OCT CGA GCT AAR GTA BCh CBA EGC ATT gTC 288
vel Val Gy Glu Glin Ala krg ARla Lye Val Thr Gin Ser Ile Val
780 18% Ten TS5

[od .
W 3
s k

TTT GTA ACC GGC GAR GCT TCT COT TAY GO BAG TCT GGG GGT CTA GGA 336
Phe Val Thr Gly Glu Als Ser Fro Tyr Ala Lys Ser Gly Gly Leu @ly
800 ' 808 B1g

GAT GTT TOT GOT TCA TTE CCR GTY GOT CTT GCT QCT CGT GGT CRC BT 384

Aep Val Cys Gly Ser Leu Pro Vsl Bla Leu Als Als Arg Giy His acg
835 820 828

GIG ATG GTT GTA ATG CCC AGA TAT TTA AAT GGT ASC TCC QAT AAMG AAT 32
Val Met Val Val Met Pro Arg Tyr Leuw Asn Gly Thr Ser ssp Lys Aen
830 ’ §3% 840

TAT GCA AAT GCA TTT 7TALC ACGHE SAR AAA CAC ATT CGC ATT CCA TGC TTT 480
Tyr Ala Asn Ala FPhe Tyr Thr Glu Lys His Ile Arg Ile Pro COys Phe
845 850 859

GOC 66T GAL CAT GAA GTT ACT TTC TTC CAT SAG TAT AGA GAT TCa oTt 828
Gly Gly Glu His Glu val Thr Phe Phe His Glu Tyr Rrg bsp Ser Val
8&0O 88S a70 875

GAL TGG GTC TTT OTT GAT CAY CCC TCA TAT CAC AGR COT GBA BAT TTA 578
Asp Trp Val Phe Val Asp His Pro Ser Tyr His Arg Pro Gly Asn Leu
880 gas B%0

[}
L]
£

TAT GGA GAT AAG TTT GGT GCT TTY GGT GAT ART CAG TTC ACA TAC BSA
Tyr Gly Aep Lys Phe Gly Ala Phe Gly Asp Ren Glnh Phe Arg Tyr Thr
625 L iale] 305

CTC CIT TGC TAT CGLUT GCA TGT GAG GCT COF TTG ATC OTF GAR TT6 GGR 672
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Leu Lew Cys Tyr hla Ala Cys Glu Ala Pro Leu lle Lau Glu Leu Gly
10 315 920

GGA TAT ATT TAT GGA CAG ART TGC ATG TTY GIT GYC ART GAT TGS CAT 720
@iy Tyr ile Tyr Gly Gla hasa Cys Het Phe Val Val &en &sp Trp His
@25 93¢ 238

S0C ACT TR OTG CCA OTC CTT CTT GCT CGCA ABA TAT AGA CCA TAT GGT 768
Ala Sef Lesc Val Pro Vval Lau Leu Ala Alas Lys Pyr Arg Pro Tyr Gly
840 945 950 255

GTT TAT hkA GRC TCC CGL AQC ATT CIT GTA ATA CAT ART TTH GOR AT a1s
val Tyr Lys Asp Ser hrg Ser Iie Ley Val Ile His Asn Len Kla His
9860 96s 810

CRG GGT GTE GAG CCT GCR AGC ARCA TAT OCT GAL CTT GGG TTG CCh LT B6&
Glh Gly Val Gtu Fro Ala Ser. Thr Tyr Pro Asp Leu Gly Lau Pro Pro
27s - 984 585

‘GAA TGG TAT GOR GOT CTS GRS TG6 GTA TTC CCT GAR TGG 8T AGG AGG 912
Giu Trp Tyr Gly Ala Leuw Glu Trp Val Phe Pro Glu Trp Ala Arg Arg
968 95 1000

CAT GUC OTT GAC BAG CBT GAG GCA GTT AAT TTY TTG ARR Q0T GCA GTT 60
His Alas Leu AsSp Lys Gly Glu Ala val Aen Phe Leu Lys ©
. 1005 1010 . 1015

ETC ACHR GCX GAT CGA ATC O ACT GTC AGT AAG GGT TAT TUS TGG GAG 1008
Yal Thr Ala Asp Arg Ile Val Thr Val ser Lys Gly Tyr Ser Trp Glu
1020 Y0Z5 1030 1035

CTC ACA ACT GCT GAA GGT GGAR CAG GGC CTC AAT GAG CTC TTA .AGC TCC 10586
val Thr Thr Ala Glu Gly Gly Glp Gly Lsu Asn Glu Leu Leu Ser Sar
1040 1043 1050

RCA AAG AGT GTR TTA RAC GGA ATT GTA AAT GGAR ATT GAC ATT AAT GAT 1104
Arg Lys Ser Val Leu Asn &ly Ile Val hsn Gly Ile hsp Ile Asn Rap
1055 1680 1085

TGE AAC CCT GOC ACE GAC ARA TGT ATC COC TGT CAT TAT TCT GTT GAT 1152
Trp Asp Pro Ala Thr Asp Lys Cys Ile Pro Cys His Tyr Ser Vsl Asp

1070 1075 1080

GAC OTD TCT 5GA ARG GTUC ARA TGT ARAR GGT GCA TTG TAG AAG GAG CTG 1200
Asp Leu Ser Gly Lys-zla Lys Cys Lys Gly Ala Leu Gln Lys Glu Leu
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1085 1990 1095

GET TTA COT ATR AGG CCT GAT TTT COT OTG AYTT GHC TTT ATT GUA AGG 1248
Gly Leu Pro Ile Arg Pro &ap Val Pro Leu Ils Gly Phe Ile Gly Arg
1ing 1108 11X¢ 118

epe GRT AT CAG AARA GGC ATT GAT CTC ATT CARA TIT ATC AYTA COUA GRY 1286
Lew Bsp Tyr Sin Lys Gy Ile Rep Leu Il Gln Leuw Ile Ike Pro App
1320 X125 13130

CrS ATG 66 GHA SAT GTT CAR TT? GTC ATG CIT GGA TCT GGT SAC OOk 1344
Leu Met Arg $lu Asp Val Glin Phe Val Het Leu Gly $sr Gly Asp Fro

1i3s 1148 1145

GRS OTT GAR GAT TCEG ATG AGA TOT ACK GRG TCOE ATE TTC RAG GAT AAR 1332
¢lu Lau Glu Aap Prp Met Arg Ser Thr Glu Ser Ile Fhe Lys ARsp Lys
3180 115% 1160
T OGT GGA TEG GTT GGA TIT AST GTT LR ETT TOC CKC CGA ATE ROT 1440
Phe Brg Gly Trp val Gly Phe Ser Val Pro Val Ser ¥is Arg Ile Thr
1365 1170 1178

SO GRG0 TGO GAT ATA TIO TTA ATG CCA TCC KGE TTC GAR CCT IS8T 687 4B
ARla Gly Cvs &ep Ile Leu Lew HMet Pro Ser Rrg Phe Glu Pro Cys &
1180 1185 1380 1ies

CTC ARY CRG CTR TAT QLT AY¥E CAG TﬁT‘GéC ACHR GTT €CT &7T7 GTC CAaT 1836
Lew Asn Gln Lew Tyr Ala Het Gla Tyr Gly Thr Val Pro ¥al Val His
1200 1205 1210

GCA ACY G8G GGC CTIT AGA GRT ACC GTG GARG ARAD TTC ARC CCT TTC 46T 1684
Ala Thr Gly 8ly Leuw Ary Asp Thr Val Glu Asn Phe Asu Pro Phe Giy
1215 1220 1225

GAG KAT GGR GRG CAG GGT ACA GGG TGS GCA TTC GCE CCC CPA ACC ACH 1832
Giu hen ©ly Glp Gln Gly Thr Gly Trp: Ala Phe Rla Pro Led Thr Thr
1230 123% 1240

GRA ERC ATG TPT GTE GRC ATT GUG AAC TGCU ARAT ATC TAC ATA CRG GGA 16840
Gliu Aen Met Phe Val Asp Ile Ala Aso Sye hsn Ile Tyr Ile Gln Oly
1745 1286 1255

ACR CAA GTC CTC OTG GGBR AGE GOT AAT GAR GOG 383 CAT GTC Rﬁﬁ AGA 1728
Thr Gin Val Lew Leu Gly Arg Ala Asn Slu Kla Arg His Val Lys Arg
1280 1265 1270 1278

oTT CRC GTS GGR CTA TGC CGC TGR
Leu His Val Gly Pro Cys Rrg ¥
1280
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 584 Aminosiuren
(B) ART: Aminosdaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS:Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:

cys Val ala 6ly Leu Ser Arg Glu Gy r6 Ala Pro Arg Pro Leuw Fic
Pro Kla Leu Leuy Ala Pro Pro Leu Val Pre Gly Phe Leu Ala Pro Pro
20 25 30

Ala Glu Pro Thr Giy Glu Pro Ala Ser Thr Pro Pro Pro val Pro Asp
38 40 45

Ala Gly Leu Gly Asp Leu Gly Lew Glu pro Giu @ly Ils Als Giu Gly
50 L] 60

per
>
$r
[

ser Iie Asp Asn Thr Val Val Va ser &)u Gln RAsp Ser Glu 1le
65 TQ 75 80

val Val &ly Lys Glu Gln ARla Arg Als Lys Val Thr Gln Ser Ile Vsl
' 85 90 o5

Phe Vel Thr Gly CGlu Ala Ser Pro Tyr Ela Lys ser Gy Gly Leu Gly
100 108 110

Asp Val Cys Gly Ser Leuy Pro Val Ala Leu %la Bla Arg Gly Bis Arg
118 120 125

Val Met Val Val Met Prp Arg Tyr Leu Asn Gly Thr ser sep Lys Asn
130 135 14C

Tyr Ala Asn Ala Phe Tyr Thr Glu Lys His Ile Arg Ile Proa Tys Phe
345 150 155 1sC
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Gy Gly Glu His Glu Val Thr Phe Phe Hiz Glu Tyr Arg Asp Ser val
168 70 1728

a4
oo
n
N
(&8
o
5N
13
#1
»3
5
e
e

Asp Twp Val PHe Val Rsp His Arg Fro Gly Rsn Leu

180 igs 120

Tyr Giy AsSp Lys Phe Cly Rlz Phe Gly hRsp Asn Glu Phe Arg Tyr Thr
125 200 205

Loy Leu Cys Tyy Kle Ala Cys Glu Ala Pro Leu Ils Leuw Glu Leuw Gly
215 218 226

Gly Tyr Ile Tyr Gly Gln Rsn Cys Mest Phe Val Vel Asn 8sp Trp His
2238 230 235 4D

Ala Ser Lew val Pro Val Leu Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr Gly
248 250G 285

¥al Tyr Lys Asg Ser Arfg Ser Ile Lew Val Ile His Asn Leu Ala His
260 265 270

Gln Gly Val Glw Pro Rla Ser Thr Tyr Pro Asp Leu Gly Leu Pro Pra
=3

275 280 &5
Glu Trp Tyr Giy Ala Leu Glu Trp Val Phe Pro Glu Trp kla Avy Arg
E 3 i P o g

290 285 300

His Ala Leuv Asp Lys Gly Glu Als Val 2sn Phe Leu Lys Gly &la Val

“d -

305 310 315 320

Val Thr Ala ksp &rg Ile Val Thr val Ser Lys Gly Tyr Ser Glu

325 330

o

[IC I A

Ly 9113

Leu Lau Ser Sey
380

€1
Pod
o

]
-
i
o

o

-3
103
4]
23
P
“

Val Thr Thr kls Gluw Gly Gly
348

5

Lo
£
2

Arg Lys Ser Val Leu Asn Gly Ile Val &sn Gly Ile Asp Ile Asn Asp
355 360 365

Trp &sn Pro Rla Thr kep Lys COys lle Pro Cys His Tyr Ser Val Asp
arn 375 3806

Bap Leu Ser Gly Lys Ala Lys Cys Lys Gly &la Leu Gln Lys Glu Leu
3B5 350 345 400
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Leu

Glu

“he

3685

Alg

Ley A

Alsa

Glu

Leu

&sp

i Met

Leu
450

arg

Thy

Gin

Hig

Tyr

Arg

435

Glu

Giy

Cys

S

Q)
b e
15t

val

Val

GAn
420

Giu

Aap

ASp

r Glu

Phe

Ley
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Arg Pro Asp Val Pre

40%

Lys Gly

Trp Metl

-¥al) Gly

430

Ile Leu
488

Tyxr Ala

Gin Gly

Val Asp

w
Ly
[

Lew Gly
565

; Pra Lys

L Gin

Bxg
455

Phe 5

Leu

Met

aAsp

Thy
53S%

krg

Pha

440

Ser

Het

Thr

820

Gly

Ala

Ala

Leu
425

Val

- Val

¥ro

+3
b
a1

)
=,
313

Tfp #

Asn

ARan

INFORMATION ZU SEQ ID NO:

(1)

Maet

Pro

Glu

Cyg §

Glw ¥

570

14:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A)
(B)
(C)

LANGE:

ART:

Iie

> Gin

Leu

. Ser

Val
475

Arg

- Thr

Esn

s Phe

Gly Phe 1le

Leu

Gly

ile
460

Sar.

Fhe

Fhe

Arg

2725 Basenpaare

Nukleinsdure

Strangform: Einzel
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Ile

His

Glu

Tyr

His

Ile

430

- Sly

Lys

Arg

1ie

Val

Giy
415

Rsp

Ile

- Cys

485

val

Gin

Lys
575

Asp

- Bro

Lys

Hisg

Gly
g6

Arg
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(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: mRNA

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT
(A) ORGANISMUS: Zea mays

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: sig peptide
(B) Lage: 91 .. 264

(ix) MERKMAL:
(n) NAME /SCHLUSSEL: mat peptide
(B) Lage: 265 .. 2487

(ix) MERKMAL:

(a) NAME /SCHLUSSEL: sig peptide
(B) Lage: 91 .. 2490

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14:
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GGCCCAGRBE RGRCCCGGAT TICCOTCTIC CUGTCGOTRG GOTITTAGCA TTGGOTSATE &G
AGTTCCATCC GATCCOGUTE CGAAGGCGRG ATS 4CG TIC GG GTT TCT GGG GCG 1i4
Met Ala pPhe Arg Val Ser Gly Ala
-58 ~G8
GTG CTC GGT GGG GCT GTA AGE QT QCC CCA CTC ACC GOC GGC GGG GAC 162
Val Leu Gly Gly Bla val Azg Ala Pro Arg Leu Thx Gly Gly Gly Ciu
-50 ~45 ~40 -35
GCT AGT CTA QIC TTC CGG CAT ACC GOGC CTC TTC TTA ACT OGO GGRT &CT 216
Gly Ser Leu Val Phe hrg His Thy Gly Leu Phe Leu Thr Arg Gly Ala
~30 =25 -20
CGR GTT GGR TGT TCS GGG ACC OAC GOG GCC ATG CGC GCG 460G GUC GO Z58
Azg Val Gly Cys Ser Gly Thr His Gly Ela Met Avrg Aka Rla Ala Ala
~15 ~10 ~5
GCC AGU BAC GCG GTC ATG GTT CCT GAG GGC GRG ART GAT GGC CTC BCA Kis70
Ala Arg Lye Ala Val #et Val Pro Glu Gly Glu Asn Asp &ly Leu Ala
1 5 10
TCA AGG GLT GAC TCG GOT CAA TPC CAG TCC GAT GAAR CTG SAG GTA CCA 354
Glu Leu Gilu Val Pro

Ser Arg Rla Asp Ser Ala 6ln Phe Gln Ser Asp
15 20 25 30
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SAC ATT TDT GAR GAG ACA ACG TGO GOT GOT CGT 678 GCT GAT GTT CRA &2
aAgp ile Ser ©lu Giu The Thr Cys Gly &la Gly Vel Ale Rsp Rla Gin
35 f-24] &5
gor THG AKC ASA GTT CGR GIQ GTC OCC CCA CCR RGC GAT GGA CAR ARAR 450
ale Lew Asn Arg Vel Arg Val Val 2o Pro Pro Ber hep Gly €in Lys
50 58 &0
AR TTC ChG ATT GAC CCR ATG TT6G CAR GGU TET ARG TAC GAT QTT GAG 498
fie Phe Gln Ile Asp Prm Met Leu Glo Gly Tyr Lys Tyr His Leu Glu
6% kvl 75
eaT 60T TAC RGC €TC TAT RGH AGA ATC CGT PCA GAC ATT GAT GAR CAT 545
T¥r Arg Tyr Ser Lem Tyr Arg Arg Ile arg Ser Asp Ile Asp Glu His
88 g5 g0
SBA COR GGL TTG GAA GO TTC TCC CGT AGT IAT GRG ARG TIT &¢a TTT . 554
Glu Gly Giy Leu Glu Als Pha Ser Arg Ser Tyr Giu Lys Phe Giy Fhe
95 100 108 130
ABRT SO ASC GOG GAR GGT ATC ADA TAT CGR GAR TEG GLT OOT GGA CCa 842
Asn Ala Ser Als Gilu Gly 1le Thr Tyt »rg Slu Trp Ala Pro 8y nla
k533 128 125
mrp TET GCR GCA TTE GPTG GGT GAC GTC ARC ARC TGE GAT CCA BAT GCA &80
Phe Ser Ala Ala Lew Val Gly hAsp Vel Asn Bes Trp Asp Pro Asn Als
kT 135 140 ’
GAT CGT ATGC AGC RAR AAT GAG TTT caT eTr TRC OEhR ATT TTT COl6 Cov 738
App hrg et Ser Lys Rzn 3lu Phe Gly Val Trp Glw Iie Phe Leu Pro
' igs £50 155
AKC AAT GOA GAT CGT ACK TCA COT ATT CCT CBT GEA TCY CeT GTA AAG 786
Asn Rem Bla Asp Gly Thr Sey Pro Ile Pro His Gly Sexr Azg Val Lys
igQ €3 170
GTG AGR ATG CART ACT CCA TCA GGG ATA RAG GAT oA RTT CCR GCC TGG 834
val hrg Met Asp Thr Pro Ser Gly lle Lys Asp Ser Ile Pro Ala Trp
175 180 . 18% i80
WTC ARG TAC TCa GTG CAG GCC CCA GGR GAR ATA cCa PAT GAT GGG ATT 882
fle Lys Tyr Ser Val Glu Als Pro Gly Glu Ile Pro Tyr Rsp Gly Ilie
195 200 205
TRT TAT QAT CCT COT GAR GAG GThR ARG TAT 667G T7C AGG CAT GG CAR 43¢
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Brg Pro Glu Glu Val Lys Tyr Val Phe Axg His Ala Gin

Tyr Tyr Asp

210 213 220
oCT BRAR CGA CCR BAR TCA TTG CGG ATA TAT SAA ACAR OBRT GTC QUR ATS 578
Pro Lys Arg Pro Lys Ser L&u Arg Ile Tyr Glu Thr His Val Gly Net

228 230 ' 238
RGT RGOS CLG GAA CCC RAT ATA ARC ACA TAT GTA KAC 777 AGG CART Gaa 1026
Ser Ser Pro Glu Pro Lys Ile Rsn Thr Tyr V&l Asn Phe Arg Rsp Qle
240 2435 250
GTC CTC CCR AGH ATA RAR XAX CTT GGA TAC AAT GCA GT¢ CAA ATA ATG L0174
Val Leu Pro Arg Ile Lys Lys Leu Gly Tyy Asn Ala Val Gln Ile Met
255 260 265 274
CCA ATC Cxi GRG CAC TCA TAT TRT GGA AGC TTT GGA TRC CRT 81k ACT 1122
Ala Ilm Gln Giu His Ser Tyr Tyr Gly Ser Phe Gly Tyr His V&l Thr
278 280 ' 288

AAT TTT TTZT GCG CCR AGT AGT CGT TTT GGY ALC CCR $AR CAT TIG AAG 178
Asn Phe Fhe Ala Pro Ser Ser Arg Phe Gly Thr Pro Glu Asp Leu Lys

250 265 300
TCT TTE ATT CAT AGR GCA CAT GAG CTT GGT TIG CTA OTT CPC ATE QAT iz38
Ser Leu Ile Rep Arg &la His Glu Leu Gly Leu Leu val Leu ket aAsp

30% 310 315
GTG GTT CAT AGT CAT GCS TCA AGT ART ACT CTG GAT GGG TTG AAT GGY 1266
Val val His Sor His Ala Ser Ser Asn Thr Leu Asp 6ly Lsuv Asn Gly
320 325 330
TEY GAT GGT RCR GART ACR CAT TAC TTT CAC AGT GGT CCAR CST 6GC CGAT 13%4
Phe asp Gly Thr Asp Thr His Tyr Phe Bis Ser Gly Pro Arg Gly His
335 340 3435 350
CAC TGG ATG TGG GAT TCT CGC CTA TTT AAC TAT GGG AACT TGG GAR CTT 1382
His Trp Met Try Asp Sex Arg Leu Phe Asn Tyr Gly Hsn Trp Glu Val
355 360 365

TT& AGER TTT CIT CTC TCC RAT GCT AGR TGE TGG CTC GBAG CAR TAT ARG Y410
Leu Arg Phe Leu Leu Ser Asn Ala Arg Trp Trp Leu Glu Slu Tyr Lys

370 373 380
TIT AT GGT TTC CGT TIT GAT GET GTG ACC TCC ATG ATG TAC ACT CAC 1458

Phe hsp Gly Phe Arg Phe Asp Gly Val Thr Ser Met Mgt Tyvr Thr His
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585 390 395

CAC GOR TTh CAR GTA ACA TTT ADE GGG AAC TTC AAYT GAG TAT TPT GGC 154¢
His @ly Leu Gln Val Thr Phe Thr Gly Asn Phe Asn Glu Tyr Phe Gly
400 408 410

TT? GOC BCC GRT GTR GAT GCA GTE GIT TAC TTG AIG CTG GTA AAT GAT 2854
Phe Ala Thr Asp Val Agp Rla Val Val Tyr Leu Met Lev Val Aen Asp
415 420 425 430

£TA ATT CAT GGA CTT TAT CCT GAG GCT GTA ACC ATT GGT GRA GAT GT?T 1802
Leu Ile His Gly Leu Tyr Pro Glu Ala Val Thr Ile Gly Glu Adp Vil
435 440 445

AGT GGA ATG CCT ACA TIT GCC CPT CCT GTT CAC GRY GOT GGG ©TA GeT 1650
Ser Gly Met Pro Thr Phe Ala Leu Pro Val His asp Gly &ly Val Gly
450 455 450

TTT GAG TAT C6G ATE CAT ATG GCT GYG GCT GAC ARAR TGG ATT GAC CTT 1698
phe Agp Tyr Arg Met His Met Ala val Ala Aep Lys Trp Ile Asp Lev
485 &70 418

CTC RAG CRA AST QAT GAA ACT TGG BAEG ATG GGT GAT ATT GTG CAC ACA 1746
Leu Lys Gln Ser Asp Glu Thr Trp Lys Net Gly Asp lie Val His Thr
a8C 485 480

CTC ACA AAT AGG AGG TGO ‘I"E‘-a‘ GAG ARG TGT GTA ACT TAT GCOT GAA RGT 1724
Leu Thr Asn Arg Arg Trp Leu Glu Lys Cys val Thr Tyr Ala Glu BSer
495 500 505 510

CAT GBT CAA GCA TTA GTC GGL GAC ARG ACT ATT GCC TTT TGG TTG ATG 1842
His Asp Cln Ala Leu Val Gly Asp Lys Thr Ile Ala Phe Trp Leu Met
515 320 525

GAC ARG GAT ATG TAT CAT TTC ATG GCC CTC BAT AGA CCT TCh ACT cor 1890
Rep Lys Agp Met Tyr Asp Phe Met Ala Led Asp Arg Pro Sexr Thr Pro
530 535 540

RCC ATT GAT CGT GGG 5 GCB TTA CAT RAG ATG ATT AGA CTT ATC ACA 1938
Thr Ile Asp Arg Gly Iie Ala Lew His Lys Met Ile Arg Les Ile Thr
548 £50 555

)

e 1

ATG GGT TTR GGRA GGA GAG GGC TAT GTT AAT TTC ATG GGA AAT GAG TTT 1986
Met Giy Leu &ly Gly Gle Giy Tyr Lew Asn Phe Met Gly Asn Glu Phe
560 565 570
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feted:
Gly

575

AGT

Ber {

cea
nzg

.
e

Gln

BTG
Hee

GTG
val
855

GAT
kap

GTC
val
73%

TAG
Glu

HWCh
Thr

40

ATT

Ile

BARC

' Kan

TAT

,,

fteled
aAxg

ART
Ao
T20

are
Val

RAG
Lywm

x TTT

Phe

e

Phe
625

Sex

GIa
Val

ARC
Asn

TAT
Tyr

GTGREEGOTET

CTACAATAAG GTTCTGATAC TTTHRTCGART GCTGGAARGC CCATGCARTCY CGLIGCETTIG

TOCTCTCTAT ATATATAAGA CCTTCAAGST CTTAATTARA CATAGAGTTT TCRTTTTTICG

GAR

> @lu

GAC

Asp

610

CAT
-Rsp

GAT
sep

TUC
Fhe

AGC
Ser

lehie]
Val
650

or-i

His

COR
Pro

GCT
Rla

COATGTGAGG ARAARCCTTC

fog el
L

ChG
Glin

Cae’

His

GAA
Giu

ez
val

CaZ
Hig

GoT
Gly

fefat:}
Eia

CAG

Gin

RAG
Lys
660

T
Phe

GCA
Rla

TCH
Ser

aTa
val
740
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GRY
Asp

GRT

AER

AT
het

GGA
Gly

GAC

-hBP

feieied

Ala

e
Phe
7Z%

GAG
Gin

sl
LT

Phe

AAT
Ran

GChA
Ala

GAT
hAsp

Tyr

i

b
1]
"

GAG
Tlw
710

CTTTCCTARS ABRARRRMRBA AARRR

hEn

GAQ
AEp

6315

GARC
ABD
695

CALC

His

GTT
val

TTCCRARACS GGUAGATGCA TOCKTGORTYH

ACR
Arg

AT
Asnl
&G0

TAT

Ty

GTR
Val

* ATT

Ile
880

GCT

Ala

T
Phe

TAT
Tyzr

GGT
Gy
585

RGT
Serx

cTT
Lag

GRE

P Qlu

. RER

Lys

T
Phe
&65

Gly

ATC
Thr

ACA ¢

Thr

fobia]
Pro

TAT
Tyy

BGG
kg

feloied
Ala

cas
gln

GacC
ABp

TAT
Ty

Lys
635

GAG

Glu

GAC
ABp
718

&30
Ser
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AGH
Arg

Lys

CAT
Hie
820

GRG
Gle

- AAG

: Lys

GGT
Gly
700

eT

Cys

AGA
arg

CTT

-

o1

pachy
Sy s
645

&eT
Gly

.GRE
Slu

otay
Pro
688

eGa
cly

ADx
Thr

ATG
Het,

" ARG

Lys

caC
Mis
670

GEG

Gly

TTT
Bhe

™=r
Cys

¥ TRGCGEGGTA CTCCTIGCTE CGCEELATOT

2082

213@

2236

2274

2322

23F0

2418

2466

2520

2880

2640

2700

2725
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 800 Aminos&duren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:

Met Ala Phe Arg Vai Ser Gly Ala Val Leéu Giy Gly Ala Val Arg Ria
e
Pro Arg Leu Thr Gly Gly Gly Glu Gly Zer Leu val Phe hrg His Thr
~40 -35 ~30

Gly Leu Phe Lew Thr Arg Gly Ala hrg ¥zl Gly Cye Ser Gly Thr Rie
-25 . -20 -1%

Gly Ala Met Azg kla Ria Rles Ala Rla Arg Lyse Ala Val Met Val Pro
~10 -5

I
n

Glu Gly Glu Asn Asp Gly Leu Ala Ser arg Lia Agp Ser Ala Gln Phe
10 15 20

Gln Ser Rep Glu Leu Glu Val Pro Asp Ile Ser Glu Glu Thy Thr Cys
25 3D 35

Gly Ala Gly val Ala Asp Ala Gln Kla Leu Asn Rrg Val arg Val val
40 45 30

pro Pro Pro Ser ksp Gly Gln Lys Ile Fha Gln Ile Asp Pro Met Leu
55 &0 65 il

Gin Giy Tyr Lys Tyr Hig Leu Giu Tyr Arg Tyzr Ser Leu Tyr Ary Arg
7S 80 g5
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hrg

Tyr

Val
138

ITle

Gly

Ll
L,:
n

nN
f =
we

Ile

Thy

Gly

Phe:
238

Lew

Arg

o2
)
3

Arg

120

Amny

vl

Bro

Glu
200

- Ty

Tyr

Tyr

Sex
280

Gly

a1y

Ser

< Ty

108

AgZn

Rsp &

ot
n
uy

-t
3t
i

val

Glu

val

Thr

Leu

Asgp
%0

Glu

Trp

Glu

Pro

e

Thy

Asn

250

Ala

Gy

Pro

Leu

-4
e
o

Rap

Arg

His

235

Pha

Val

Tyr

Glu
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ARD

149

Phae

Arg

Gin

Glu

: Gly

125

B8N

Leu

val

Ala

: Gly

205

iy

Ket

His

Ala

Pro

Lye

w Lys

Asp

Glu

25

Asn

Phe

Asp

Asn

Wa'l

178

- Yle ]

Pro

Rgn

Val

Asn
150

- Ile

Phe

 Lew
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- Rla

225

fro

Bro

Phe

Ile
308

Hig

L'y Glu Ala

Glu

Glu

Alz
230

Azp

Ser H

Glu

i1s

Gly

TEr

Lysg

Pro

Iie

Arg

100

Phe

Val &iy

Asn
Thy
Pro
186G

Gln

Gluw

Lys

Lys
260

Glu

Ser
158

Seyx

Glu

Ile
245

Lys

Ser Ty

Ser

Ala

Ala

Ser

Bex

325

sSer

y Thr

o
i)
3}

Fho
180

Proy

Gly

. Pro

Val

Rrg

230

Barn

Leu

Tyr



:¥:42

Phe

Phe

krg

375

Val

val

Pro |\

45%

Lyg

Lys

3
o
(3]

Mis

Awn

360

Thy

Amrr

Vai
440

Ala

Met

Cys

L-e'u

BSer

345

Ser

Bhe

Lew

%25

Thr

His

Gly

Val
508

34
yr
]

ASD

Het

Gly

Cly

Met

han
£1D

s Gly

Pro

Ran

Gly

Lys Tr

hep I

450

Thr

Brg

wt

Tyr

Phe

Are
555

Leu

Trp &

Gla
380

Tyr

biats o

Giu

Gly
450

Val

Ala

Trp

DE 697 38 587 T2

asn Gly Phe

Gly !

Thr

‘Phe

=14

Asp L

His

Glu

Leu
5Z5

Lys

His

Gly

Bsp

430

Yal

Thr

seyr

5310

Mat

Pro

Thr

335

L

Phe

His

Phie

415

Leu

Ser

y Phe

e

hsp

Thr

Mal

ASp

Arg

Rep

Gly
450

Gly

EBp

LyS

480

Thr

ABp

Lys

Gly

Phe

Gly

385

Ley

Thy

Hig

4E5

Gin

Asn

Aap

Thr

Leu

370

Phia

Cin

Pro

450

Arg

Sey

Rrg

Ala

Met
£3G
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2009.04.30

asp Thr

[ SO 2
m
e

» Val

Hal

Aryg

Leu

515

Tyr

g1y

340

Sar

Ser

- Phe

Thr

Asp

4z@

Tyr

Fhe

His

- Glu

Asp

Ile

Glu

His

Ao

REp

Phe

405

Ala

Pra

Met

Thr

2835

ed

Phe

Ala

Gly
565

Tyr

Lesu

Val

Giw

: Leu

Glu

hsp

Het

Leu

550

TYr



Ley

sy

L8y

(2)

Ben

Ary

Lew

Brg

Val

Phg

Gly

Lys

Phe 3

685

¥et
870

Cys

Ala

‘Bro

730
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@ly Asn Glu Phe 81y ¥is Fro Glu
57

(51 V4

w

[h73
wr oA
(]

Gln Arg Leu Pro Ser Gly Lys Phe

Arg Arg Arg Phe Asyp

£}
i 410

Tyy His Gly ¥st Gin @iu Phe Asp ¢

&2h £25

W

Lys Tyr Glu Phe Met Thr $er &
5 840

Glw Glu Asp Lys Val Ile val Fhe
658

Phe mAsn Phe Hig Cys Asn Asn Ser
570

Arg Lvs Pro Gly Val 7yr Lys Val
&85 €20

Phe cly Gly Phe Ser Arg Ile His
o0 75

Asp Cys Ser Hie A=mp Asn Brg Pro 7

718 120

-
"

~} %
Ly R
Ut pe

Val Tyr AL

2]

8er arg Thr Cys

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16:

(1)

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

LANGE: 2763 Basenpaare
ART: Nukleinsdure
Strangform: Einzel

TOPOLOGIE: irrelevant

100/141

e §

gl
&y

&

@ w4
83
53]

e
0y
[ =

Hig

Gl

Tyr

€75

His

Ile
385

nls

) Lew

Ala

* Ser

- Val

740

Ry

£3
Lsid
hc

PI?Y r:
8¢5

s Gly

the

¢ Asn

kia

Gin
&3¢

Aap

ARgp Tyx

Ser

la Glu

wd
o83
L

Glu

7310

2 Ser
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(ii) ART DES MOLEKULS: mRNA

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNET
(A) ORGANISMUS: Zea mays

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: transit peptide
(B) Lage: 2 .. 190

(ix) MERKMAL:
(B) NAME /SCHLUSSEL: mat peptide
(B) Lage: 191 .. 2467

(ix) MERKMAL:

(A) NAME /SCHLUSSEL: CDS
(B) Lage: 2 .. 2470

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16:
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Rla

GCT
Rla

GaC
AED

[wele]
=g

GGT

Gly

ACT
Thy

CAT
His

CAT
His

TG CTC:
Qys Leg

o
Axrg

GGe
Giy

- GG

Arg

GTG
val

cre
Leu

T7TC
rhe
35

GTG-

Yal Ser

-&0

TCT

Ser

&8

lele
G1y

LT
& A

Ser

ChA
Gin

e
Pro
20

AGG
Arg

D]

BAT &

Apn

GHA

Glu i

ATH
Ile

TAC

Tyr A

GTG
val

TOG CCC TOT
Prao Ser Ser

CAT
His

CGE
Arg

foelt]
Rrg
-1

Lys

GAC

ASp L@

ARTG
Met

[#ieay
L&

oy xed
Leu
-25

ARG
Lys

Lys
40

70d
e

TCE CLG LT CCG COIT
Ser Pro Thy Pro Leu

~35

Seyr

el

Val

GG

aArg

GTG -

cee
Pro

™C
Phe

GCG
Ala

TTG
Leu

- RCT

: Thy

CTh
Ley

GCA
Ala

TCT G

Ser

- RRR

Lys

5.

5.

GCC

Rla

CTe

. Lew

GAG
Glu

GAG

Glu

CAG
Gl
45
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=50

GeC

- Ala

I‘;yg Ned

GGG
a1y

KCT
The
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cCE CUG
Pre Pro

BTC

Ile

ARG
Lys

GCA
ala

 GTC

Val

ARG

Lys

TCA
Ser

46

g4

142

23s

286

334
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TT GAA GBRR ART GAG SGAR AGT CTT GARA TCT TTT TCT BAR GGC TAT 776 382
Ile Glu Glu Asn Glu Gly Ser Leu Glu Ser Phe Ser Lys Gly Tvr Leu
390 55 &0

AR TP GGG ATT ART KGR RAT SRAG GAT OGR ACT OTA TAT COT GAA TG &30
Lys Phe Gly Ile Aen Thr Asa Glu Asp Gly Thr Val Tyr Rrg Giu Trp

65 70 75 80

GUA CCOT GCF $CC CAG GAG GCA GRG CFT ATT GGT GAC TTC AAT GAC TG 478
Ala Pro Ala Ala Gin Glu Ala Glu Leu Iie Gly hsp Phe Raen Asp 7xp
85 j=14] 5

3

ART QUT GTA ARC CAT KAG ATG GAG RAG GAT ahRzr TTT GGT GTT TEG TCG 526
fAsn Gly Ala hsn KHis Lys Met Glu Lys Asp Lys Phe Gly val Trp Ser
100 10% 110

ATC AAR RTT GRC CAT GIC ARK GGG AAR COT SCC BTC SUT CAC RAT TCCO 574
Ile Lyg Ile Rgp RHis Val Lys-Ghy Lys Pro ARla Ile Pro His Asn Ser
115 iz0 135

ARG GTT AARR TTT CGC TIT CTA CAT SOT GGA CGThA TGG GTT GAT &OT ATY 622
Lys Val Lys Phe Arg Phe Leu His Gly Gly Val Trp Val Asp Azg Ile
130 135 340

CCH CCR TTG ATT CET TAT GGG ACT QGTT GAT GO TCT AM PTT Bih GCT &0
Pro Ala Leu Ile Arg Tyr hla Thr Val Rgp Els Ser Lys Phe §ly Ala
145 150 158 160

CCC TAT GRT GOT GTT CAT T6G GAT CCT COT GOT TCT GEA AGD TAC ACA 718
Pro Tyr Asp Gly Val Els Trp Asp Pro Pro ARla Ser Glu Arg Tyr Thr
16% by o] 178

T2 RAG CAT CCT CGG CCOT TCA ARG CCT GCT GCT CCR CGT ATC TAT GRA 766
Pha Lys His Pra Arg Pro Sexr Lys Pro Ala Ala Pro Arg Yle Tyr Glu
i80 i8s 190

GCC CAT GTA GGT ATG AGT GGT GAA AAG CCA GCh GTA AGC RCR TAT ANG 214
Rle Rig Val 6ly Met Ser Gly Slu Lys Pro Als Val Ser Thr Tyr krg
1858 200 203

GAA TTT GCA GAL ART GTG TTG CLA CGC ATA CGA GCOR AAT BAC TAC ARQ 862
Glu Phe Ala Bsp Asn Val Leu Pro Arg Ile Arg Ala Rgn hksm Tyc Asn
210 215 220

ATG GAG CAT TS ThRCE TAT GOT TCT TTC L0

e ]

ACA GT? CAG TTG ATG GCA GT
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*hr Val Gls Leu Met Ala Val Met Glu His Sex Tyr Tvyr Alia Ser Phe
225 230 23% 240

GGG TAC CRT GTG BCA ART TTC TTT GUC GTT AGS AGC AGA TOA CGGC ACA o958
Gly Tyr Hie Val Thr Asn Phe Phe Ala Val Ser Ser Arg Ser Gly Thr
248 250 255

COR GRG GAC CTC ASR TAT CFT GTT GAT AAG GCA CAT AGT TIG GGT TIC 1008
pro Glu Kap Leu Lys Tyr Leu Val Aspg Lys Ala His Ser Leu Gly Lsu
260 265 270

CGR GTT CTG ATG GAT GTT GTC& CAT AGC CAT GCR AGT AAT RAT GTC ACR 1054
Arg Val Leu Mgt Agp Val Val Him Ser His kig Ser Ren hsn Val Thr
275 280G 28%

GAT GGT TTA AAT GGC TAT GAT GTT GGA CRA AGC ACC CAA GAG TCC TAT 1102
Asp Gly Leu ARen Gly Tyr Rep Val Giy Gir sey Thr Gin-6lu Ser Tyy

TP CHT GCG GGA.GAT KGR GOT TAT CAT ARk CTT TCC GAT AGT CGG CTG 1350
Phe His hla Gly Rep Arg Gly Tyr His Lys Leu Trp Rsp Ser RArg Leu
30% 318 kb3:] 320

TGG GRG GTA TTA ASG TIT CTT COTT TCT RAC CTG ryes
Glu Val Leu Arg Phe Leu Leu Ser Asn Leu
335

TTC ABC TAT GCT AR
Phe Asn Tyr Rla

W
[T
w0
v}
"1
el
w
b
[=}

RGA TAT TGC TTG GAT GAR TIC ATG TTT GAT GGT TTC CGA TTT GAT GGA 124¢&
arg Tyr Trp Leu Asp Glu Phe Met Phe Asp Gly Phe ARrg Phe Asp Gly
340 385 350

GTT ACE TCA ATG CIG TAT CAT CAC CAT GGT ATC ART GTG GGG TTT ACT 1294
val Thr Ser Met Leu Tyr His His His Cly Ile Hsn Val Gly Phe Thr
ass ‘380 363

GA AAC TAC CAG GAR TAT TTC AGT TTG SAC ACA GCT TG GAT GTA GIT 1342
Gly Asn Tyr Gin Glu Tyr Phe Ser Leu hsp Thr Ala val Asp-Ala Val
370 375 3asQ

CTT TEC ATG ATG CPT GCA AAC CAT TTR ARTC CAC AAR CTC TTG CCR GAA 1380
val Tyr Met Met Leu Ala Asn His Leu Met His Lys Leu Leu Pro Glu
385 380 . 395 400

GCA ACT GTT GTT GCT GAA GAT STT TCA GGC RTG CCG GTC CTT TGC CGG 1438

Alz Thr Val val Ais Glu Asp Val Ser Gly Met Pro Val Leu Cys Arg

for
o
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4056 410 415
CCh GTT CGRT GRA GGT GGG GTT G666 TTT SAC TAT CGD CT6 GTA ATS gov 1486
Pro Vel Asp Glu Gly Gly val Gly Phe Asp Tyr kzg Leu Ala Hetr Ala
420 425 430
ATC CCT GAT RGR TGG ATT GRE THEC CTC ARG ART RAA GAT GRS TCY GAG 1534

3

33
w0

2]

]

o

Ile Pro Asp Arg Azp Tyr Leu Lys Asn Lys #sp Asp Ser Glu
435 240 445

TGE TCG ATG GGT GAA ATA GGG CAT ACT TTG BCT AAC AGR AGE TAT ACT 1582
Trp Ser Met Gly Glu Ile Ala His Thr Leu Thr Asn Arg Arg Tyr Thr
450 455 4&0

BRA ARR TGC ATC GCA TAT GUT GRG AGC CET GAT CAG TOT ATT o7 Géc 1830
Glw Lys Cys Ile Als Tyr Ala Glu Ser Him Asp Gln Ser Ile Va) Gly
465 470 4725 480

GACT ARR ACT ATT GCA TTT CTL CIG ATG GALC ARAG GAR ATG TAC ADT GGC 1678
Asp Lys Thr Ile &la Phe Leu Leu Met Asp Lys Giw Met Tyr Thr Gly
485 490 485

AOR ATT GRT CGA GGG ATT SC& 1726
» Thr Ile hsp Arg Sly Ile Ala

2]
(4}
1
»
{

ETG TOAR GAT TTG CRG CCT OCT TCn

Met Ser Asp Leu G€In Pro Ala Ser Pro
500 505 310
CTC CAA BAG ATG ATT CAC TTC ATC ACA ATG GCC CTT GGA GGT GAT GGG 1774
Leu Gin Lys Met Ile His Phe Ile Thr Het KRla Lew Gly Gly hsp Gly
515 520 525
TAC TTG AKAT TTT ATG GGR ART GAG TTT GOT ZAC COR GAA TGS ATT GAC 1822
Tyr Ley hsn Phe Met Gly Asn Glu Phe Gly Ris Pro @lu Trp Ile Asp
530 535 340

TIT CCR AGR QAR GGG ARC AAC TGG ACC TAT GAT ARA TGO AGE COR OREG 187¢

Phe Pro Arg Clu Gly Asm &sn Trp Ser Tyr ASp Lye Cys hrg Arg Gln

543 550 555 568

TGG RGC CTT GTS GRC ACT GAT CAC TTG CGG TAC AALG TRC ATG AART GCG lg9zx8

Trp Ser Leu Val Asp Thr Rep Hig Leu Rrg Tyr Lys Tyr Ket Asn ala

13 £70 §7%

TTT GAC CRR GOS ATC AAT GOG' CTC GAT GRG AGR TTT TCC TTC CTT TCC 1986

Soxr

Pre Rsp Gln Ala Het Asn Ala Leu Rgp Glu Aryg Phe Ser Phe Leu
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TCG
ser

gre
val

Lys
£25

AGA
Arg

GTT
val

GTe
Val

TCT
Ser

GCT
ala
F08

GCA
Rla

CCR
Pxo

GOTGCoGGEG CCCTGTTAST ASTCCTGCTC TACTGGRCTA GCLGTCGCTE GCCLTCTTEG

ARCCGTCCTT

GCTTGTATAG

TCGATACACT

TCR &

Ser

T
Phe
610

ACT

Thr

GTR
vel

GGC
Gly

cee
Pro

cCo
Pro
630

GGA&

Gly

CGAG
Glu

GAG
Glu

TAD

Tyr

CAC

His

GRA
Gl
675

cecl
Pro

CcGa
Arg

GCR
Ala

GET

r ASp

785

ARABRCTTET

Arg

GRG
Glu

> CTG

Leu

GAC
Asp
860

BZG

Thr &

CGC

krg

cET

hry

ACG
Thr
740

CAA
Gla

TCOCTGTAGCT TGCAGGUSAC TGGTGTCTCE TCALCGAGCA
CTTTTCTAGR ATRATAATCS GGGATEGATG GATLOTATSY
TOCCRTGTGOC CAGTTTCTAT GTACAGLAGT RAGTYCCOSTS

TEECGG

hod
o3
[¢)

=
-t
®

GGR
Gly

GAC
Asp
845

GTe

Val

ARC

ACC
ThI

CIT
Leu

GAC
ASD
125

GCT

Ala

GAT
Rmp

Tyr I

§30
oY

Ser

GhT
ABp

His
710

GTC
val

GeT
Gly

Yol

Thr 1

GUTT

CAC
Hig

BAT
Asn

val
&95

fuie]
ala

Lys

GGE
Gly

RAA

TG
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GTG
val

- GCT
Ala’

o

- %

Phe

RRC
Aen
680

et
Ala

GCT
Ala

o

760

GGY
Gly

Leu

ALG

The
£565

oicle]
Arg

GCA
Als

TCC
Ser

ARG
Lys
745

AGCCACGAGT CCTIGCTGRG GRCTSGACTG

AAC
Asn

TGC
Cvs

CTC
val
650

TCG
sSer

scetey

Pro

AGH
Arg
730

GHR
Gly

GAT
Asp

Phe

GAT
hep
635

e
Phe

ceT
Pre

AAC
hsan

[aieyy
Arg

ACA
Thr
71%

[{epy

Als

TGS
Trp

GAG
Glu

BBn
G20

TG
Lew

Gly

cla

TOG

Ser

&GTA
Val
700

GGHR

Gly

teid
ser

ARG
Lys

GAA
Glu
605

Tre
Phe

cer
Pro

GGA
Gly

GGG
Gly

e
Phe
&85

GAC
Asp

RGC
Ser

T™T
Phe

ARG
Lye

CAT

His

GGG
Gry

CRT
His

GTG
Val
820

391
Lys

AAA
Lys

GCG
Rla
750
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GGA
Gly
655

CCR
Pro

GEA
Glu

735

leiele]
Arg

Lys

TAC
Ty
640

AGA

Arg

GGe
Gly

1 Leu

Gly

cCh

‘ Pro

720
GRC

hnyp

CAG
Gln

GGCAGGCELT

RTTEGCTATS

CRGRATRAAR

2014

2062

2110

2158

2206

2284

2302

2445

2500

2560

2820
2880
2740

2763
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INFORMATION ZU SEQ ID NO:

(1)

17:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 823 Aminos&duren
(B) ART: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17:

Leu Cys Leu Val Ser Pro Ser Ser Ser Frxo Thr Pre Leu Pro Pro Pro
Azg Arg Ser Arg Ser His Ala Asp Arg Ala Ala pvo Pror Gly 1leé Ala
Gly Gly Gly ®an Val Arg Leu §Ser val Leu Ser Val 6in Cys Lys Rla
~30 -25 -20 ’
Arg Arg Ser Qly Val Arg Lys Val Lys Ser Lys Phe Ala Thr Ala Ala
Thr ¥al §ln Glu Asp Lys Thr Met Ala Thr Ale Lys Gly 2&sp val Asp
18 Lew Pro lle Tyr &sp Leu Asp Pro Lys Leu Glu Ile Phe Lys A&p
20 2% 30
His Phe Arg Tyr Arg Met Lys hrg Phe Leu Glu Gln Lys Gly Ser lie

Glu Glu Rsn Sl Gly Ser Leu Glu Ser Phe Ser Lys Gly Tyr Leu Lys

Phe G6ly Ile Aen Thr asn Glu Asp Gly Thr Val Tyr Arg Glu Trp Ala
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Pro

Lys

Val

138

Ala

Phe
210

val

val

Gly
259

‘Ris

Ala

Iis

118

Lys

Leu

- Asp &

- His

e
w0
o ops

Gln

Ata

Rla

Asn

180

Pne

Es8p

Leu

Val

P Leu

260

et

A

s His

Arg

p Yal

ies

R

Mat

Aan

Mat

245

Lys T

Azp

76

Lye

vak

Phe

Big

Pro

Sar

val

Aan

Val

Tyr

Ala

Lye

Leu

135

Ata

Trp

cly

DE 697 38 587 T2

Gl

Glu

Gly

120

Thr

Asp

Lys

2384

- 260

Leyv
216

 Val

Fhe

Leu

Vel

Bsp

285

Gly

Phe

Vval

Hig

280

Va i

Ty

Leu

Lys
105

L }r 23

- Gly

Val

igs

Rep
265

Ser

3]
et
A

Hie

Asp

Pra

Gly

Pré

176

> Ala

Pro

Hin

Gin

Lys

75

Gly

val

Ala

arg

gey

235

Ala

ria

Ser

2009.04.30

Asp Phe hsn kép

Phe

Ile

Trp
140

. Ser

Ser

Val

Ser

e
o
w

Ser
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Gly

Pro
125

Val

Gl

Arg

sey

208

Asn

Tyr

Arg

- Ser

Aan
285

aAsp

95

Trp

te Ksn

Ay

. Phe

Arg

Ile

150

Thy

Ria

Ser

H Glu

Seyr

arg
Gly
Tyg
175

Tyx

Tyr

- Tyr

Ser

Val

Ser

Rry

a0

Ty

Ser

Sar

Ela
1580

The

Glu

Asrn

Rhe
240

¢ Thy

Tyz

Leu

Ast

Ile

Lys

?hz&

Ela

Glu

Thr
225

Pro

 Rry

- REp

Phe
305

Phe



Thr

Pro A

Bar

450

Liys

Lys

Ser

Sl

Leyg

‘B3¢

Pyro

Try L

Ser
i858

- HEt

Lys
5%

han

Arg

Elz ]

- Glo

Het

Val

Glu
430

S Tle

Ilse

- Ley

500

Met

Phi

Glu

Glu

Lisyu

Ala

40%

Gly

Trp

Ala

Ala
485

Jle

et

Gly

® Glu

Tyr

Als

380

Glu

Gly

ile

Pro

His

Siy

Esn

DE 697 38 587 T2

#he §

> Lan

ala

G Val

- His

L Gly

Tyr L

L2314/

Leu

Ser

Lal

Ley

Ser

Pro
50%

Thr

Phe

ESp

Het

cly
419

Asp

Leu ’

Mat

Gly

Bie

Phe

Asin

Ala
3gQ

Lys L

t Pro

&zp A

4660

Gln

0
hes
o

Asp

2009.04.30

Ly

Arg

Val &

365

val

; Leu

b
[
oy

Ser

Nat

Arg

Gly
525

109/141

Sar

Fhie
350

Ley

Ala.
330

J:¥:5 Y-

ile

Gly
510

Gly

Arg

e
o
&

[N
{w
n

Asp

Pha

Hla

Cys
415

Het

Yal

i Leu

Gly

Val

 Glu

400

Ala

Arg

Vai

Val
385

&ia

¢ Pro

Trp

Glu

465

asp

Meag

la Lew

Asp GL

Ile

Axg

Gln

Tyx
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558 560

il
[
4]

Ses Leu Yal Aep Thr Asp ¢ Leu Arg Tyr Lys Tyr Het Asn Ala Phe
5&5 570 578

sSer

23
i}
=5

Rep Gin Ala Met Asn Ala Leu Asp Glu Arg Phe Ser Phe Leu
580 585 520

Ser Lys Gln Ile Val Ser Asp Het Asn Rsp Glu Glu Lys Val lle Val
595 500 £05 ;

Phe Glu Arg Gly Asp Leuw Val Phe val Phe Azn Phe His Pro Lys Lys
610 BiS 620 €25

thr Tyr G€lu Gly Tyr Lys Val Gly Cys Asp Led ro Gly Lys Tvs Arg

630 635 G40
vel Ala Leu Agp Ser asp Ala Leu Vil Phe Gly Gly His Gly Ang Val
54% 650 658

Gly His hsp Val Asp His Phe Thr Ser Pro Glu Gly val Pro Gly val
&60 &b 6370

Pro Glu Thr Asn Phe Asn Ash Arg Pro Asn Ser Phe Lys Vgl Lev ser
575 S5BO 585

éré Pro- Arg Thr Qys val ala Tyr Tyr Arg vVal Asp Siu Kla Gly Alas
630 895 708 ) 708

Gly Arg Arg Leu His Ala Lys Ala Glu Thr Gly Lys Thr Ser Pro Ala
710 715 720

Glu Ser Ils Asp Val Lys Ala Ser Arg Ala Ser Ser Lys Glu Asp Lys
725 730 735

Glu Ala Thr -Ata Gly Gly Lys Lys Gly Trp Lys Phe Ala Axg Gin Pro

Ser Asp Gln Asp Thr Lys <
755 760

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 18:

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
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(A) LANGE: 153 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) Strangform: Einzel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA bis mRNA
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT
(A) ORGANISMUS: Zea mays

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) Lage: 1 .. 153

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18:

ATG GCG ACG OCC TCG GEC GTC GCC GGO GGG TGC CTC OTC o1¢ [feie o el 48
Het Ala Thr Pro Ser Ala Val Gly Adla Ala Cys Leu Leu Leu Ala Arg
168 770 775

BCC GOT 786 CUE GCC GCC GTC GBC GAT COG GCC COC CCG GGG AGG OTG 26
Ala Als Trp Pro Als Ala Vsl Gly asp Arg Rla Arg Pro arg Arg Leu

780 785 790
CRG TGC TG CTG CGC CGC CGG TGO GTT 6CG GAG OT0 AGC AGG GAG GGG 144

Gin Arg Val Leu Arg Arg hRrg Cys Val Ala Glu Leu Ser Arg Glu Gly
73S 800 808

r v
CCC CAT TG 183
0 His Met

810

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 19:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(R) LANGE: 51 Aminos&duren
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(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19:

Met Ala Thr Pro Ser Alé val Gly Ala Als Cys Leu Lew Leu Ala Arg
1 YE
1 5 10 Xz

Al Rla Trp Pro Ala Bla Val Gly ABp Arg ala Arg Pro Arg Arg Leu
20 2s 306

Gln Arg Val Leu Arg Arg Arg Cye val Xlaz Glu Leu Ser Arg GQlu Gly
35 40 45

Pro His Met
50

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 20:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 1620 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA bis mRNA

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) Lage: 1 .. 1620
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(x1)

Cya

ATT
Ile

GAT
asp

CRA

GTC
val

Kla

T
ser
as

AGC

GCG

GAhh
Glu

70

GAG
Glu

ATT

GAG
Gloe

§5
[elepy

Gly

ATy

Ile

cTR

Leu

TCC
sexr

GTC
val

AGC
Ser

ATC.

1le

GTT
val

" GTK

AGG
Arg

ACC

DE 697 38 587 T2

SEQUENZBESCHREIBUNG:

GAG

Giu

BACT
Ran
75

BAG

Lye

GGT

GAC
ABpP
BG

RCR
Thro

GAC
Glu

GAA

G
v

C.
G

Q

A
al

RE
in

SEQ ID NO:

GCT
Ala

cTC
Leu

T CTC

Val

CGh
Rry
a5

GAA
Glu

GCA
Als
80

GCT

Ala

TAT

Lys

GCh

113/141

2009.04.30

20:

GARA
Glu

ARAG

felelvd
Gly

CAK
Gln

ACh
Thr

TCT

48

986

144

ig2
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Gl Ser Ile Val Phe Yal Thy Gly Glu Ala Ser Pro Tyr Bla Lyz Ser

o0 108 110 1i&
GGG 6T CTA GGA GAT GTT TGT GGT TCA TTCG CCA &7r 60T OTT GCT aoT 240
Gly Gly Led Gy Rsp val Cys Gly Ser Lau Pro Val Als Leu Ala Ala
120 125 130

CGT GGEYT CAT CGT GTE BTG GTT GTA ATG CCC AGA TAT TTh ART GOGT ACC 288
Arg Gly Hie Arg Val M¥et Val vVal Met Pre Akzg Tyr Leu aAsn 8ly Thr

138 140 A5
TOC GRT RAG BAT TAT GCR ART GCA TIT TAC ACA GEA ARR CAC ATT ©BG 336
‘Sex Asp Lys Asn Tyr Ala Asn Ala Phe Tyr Thr Glu Lyé His Ile Arg

150 15% 186G
ATT CCR TGC ITT GGC CGT GAA CAT GAR GFF ACC TTC TTC OBRY GAC TAT isg
Ile Pro Cys Phe Gly Gly Glu His Giu val Thr Phe Phe His Glu Tyr
168 170 178

EGH GAT TOA GTT GAC TGG GTS TTT GTT GAT CAT OCC TCA TAT SRC Bea 432
Arg Asp Ser Val Asp Trp Val Phe Val Asp Bis Pro Ser Tyr His Arg
180 188 180 185
CCT GBA AAT TTR TAT GGR GAT AAG TTT GGT GET TTrT GGT GAT AAT CAG E3:14]
Pro Gly Asn Leu Tyr Gly Asp Lys Pbe Gly Ala Phe 61y Asp Asn Gln '
ik 200 208 2X0
TTC AGR TALC BRCA CTC CTT TGC TAT GCT GCK TGET GAZ OO0T &CT TG ATC 53R
Phe krg Tyr Thr Leu Leu Cys Tyf Ala Ala Cys Glu Ala Pro Leu Ile

2i% 220 225
CTT GAA TTCG GGA GGR TAT ATT TAT GGA CAG AAT TGC ATG TTT 63T &T¢ 578
Leuw Glu Leuv Gly Gly Tyr Ilke Tyr Gky Gin Asn Cys Het Phe Val val

230 235 240
ART GBT TGG CAT GCC AGT CTA GTG CCA OTC CTT UIT GCT GCA AAML TAT 624
Bsn Asp Trp His Ala Ser Law Val Pro Vsl Leu Leu Ala Ala Lys Tyr
243 250 255

AGH COA TRT GGF GTT TAT XAR CGAC TCC OGBC KGC RTT CTT GTA ATA CAT 672
Arg Pro Tyr Gly Val Tyr Lys Asp 3er Arg Ser Ile Lea Val Iie His
260 2865 270 275
ART TTA GCA CAT CAG GGT GTA GAS CCT GCA AGC ACK TAT CCT GAC CIT 120

t..
g

Asnt Leu Ala His Gln Gly val Glu Pro Ala Ser Thr Tyr Pro Asp
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GEG
Gy

G
Try

iys

cre
Leu

GAC
Asp

TAT
Tyr

CARG
Gln

wen

s6T
Gliy
328

TCG
Sex

ATY
Tie

BAG
Lys
405

ATA
Ile

GGT
Gly

CChA
Fro

BEGG
’rg
310

Tep

AGC
Ser

ART
Asn

T GTT

Val
330

GAG

Glu

GOR
Gly

CCa
Pro

CrE
RER

cCcT

295

AGG

val

. GARG
Glu

TTCC
Ser

GAT
RED
375

GAT
hsp

AGG -

Aryg

GART
ABp

CCA G&

Pro
455

280

Glu

CAT

Hig B

- QTG

Val

GTC
Val

AGA
Rrg
360

GAC
nsp

TGG

ACA
Thr

ACH
Thr
348

AAG:

Lysg

ARC
Apn

CTC
Lau

GAT

- Asp

625

CTT

Leu

TAT
TyY

GCA
AEla
330

ACT

Thr

RBGT
Ser

cerT
Pro

. GCT

Pro
410

TAT

Tyr

faleied
Arg

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

GGA.
Gly

* GAC

hsp
315

GAT

3:4)

GeT
hla

GTxE
Val

fe]aced
Ala

BHEA

Gly
385

ATA

1le

CARG
GLn

GAR
Giug

aeT
Ala
300

ARG

Lys

CGA
Arg

GAR
Glu

TTH
Ley

4HCA
Thr

380

hGG
Arg

Lys

GAT
Asp

RTC
Ile

[elelid
Gly

AAC
Agn:

365

GAC
nap

GCC
Ala

et
Pro

GGL
Gly

GTTF
Val
445

- ATG

Met

GAG
Glu

GTG
val

GGA

Gry
380

GGA
Gly

Lys

BRA
Lys

ATT
Ile
430

CAX

Gln

AGR
Arg

CTKk
Bla

TGT
Cys

TGT

Cys

el g
Yal
%15

SAT

hsp

T
Pha

T
Sar

115/141

GTA
Val

arr
val

320

oTe

vsl

GGT
Giy

RTC
Iie

Lys
400

cCT

Pro

cre
Leu

oTe
val

ACH
Thr

TEC
Phe
30%

AAT

Asn

AGT
sern

- BRT

ren

cee
Pro
ass

[eloyy
Gly

ATG
Het

GRG
Glu
465

280

Lys

AAT

5 hen

GEA
Gly
370

TGT
Cys

Geh

Ala

ATT
Ile

CRA
Sln

T
Leu
450

TG

Ser

GRA

Glu

e

Leu

Gly

GAG

Gilu

355

BET

Ile

CRT
Hisg

GG
Gly

cTT
Leu
435

GGA

Gly

ATC
Ile

768

&6¢

812

=110

ipos

1056

1108

1182

12060

1248
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TTC ARG GAT AAR TIT CGT GGh TGE GTT GGA TTT AGT GTT TCA &7TT reo 1286
Phe Lys Asp Lys Phe Arg Gly Trp Val Gly Phe S&r V&l Pro Val Ser
470 475 480

CAC CGA ATh ACT GGG GGC TSGC GAT ATA TTG TDA ATG CUB TCC AGA TITC 1344
die Arg Ile Thr Als Gly Cye dep Ile Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe
485 480 495

GAA CCT TET GGT CTC AAT CAG CTA TAT GCT ATG CAG TAT GGC Ata GTT 13%82
Glu Pro Uys Gly Leu Ren Glun Leu Tyr Ala Het Gln Tyr Glv Thr Val
560 505 $10 515

CCT GYTT GTC CAT GCA ACT GGG GGC CTT AGA GAT ACC GTG GAC ARG TIQ 1440
Pro Vgl Val Hie Ala Thr Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Glu Ren Phe
520 52% 530

b

GAG- RRT GGA GAG CAG 04T ACR GGG TGS GGA TIC GCA 1488
Glu Asn Gly Glu Glm Gy Thr CGly Trp Als Pha Ala
340 545

el
)

2]
Lof  t L}

ARC CoT TTC
Azn Pro Phe

L2

o

3

CCC CTA ACC ACAR GRA RAC ATC TTT QTG GAC ATT GCC ARS TCGC AAT ATC 15386
Pro Lew Thr Thr Glu Rsn Met Phe Val Asp Ile Ala Asn Cys Agn Ils
856 555 560

-t

TRC ATA CTAG GGA ACA CAA GTC CTC CTG GCA AGH GOT AAT SAA AGG L5 83
Tyzr Xle &ln Gly Thr Gln Val Leu Leu Gly Arg Rla Asn Glu A

565 578 575

Q
QO
a

CAT GTC AAR AGA CTT TAC GTC GGA CCR THC OGT TGA 1620
His val Lys Arg Laeu Hia Val Gly Pro Cys &
S80 585 ’ 590

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 21:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 540 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21:
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Cys Val

Bep

clin

Gly

€5

Arg

Asp

Asn
225

Gly

Ala

seyr

Gly

Gly

- BASp

Asp
130

Gly

Arg

a Glu

ABp

Leu

Iu Leu

Giu

Leu

Lys

Asn

*3
~
4]

Leu

Pro

Gly
20

Ile

Val

Arg

Asn

160

Phe

Leu

Thr

Cliy

8¢

His

Gly

DE 697 38 587 T2 2009.04.30

Ser Arg Glv Asp Leu Gly Leu Glu Pro Glu iy

5

L[]
@
r

val

Phe

Asp

Val

85

Tyr

Gly

. Asp

Leu

165

Gly

Ala

val

ig Gin

Pro

Glu

Agp

val &l

Val

efe]

Het

Ala

Gly
150

Lew

Tyr

Tyr

Gly

~y
W
o

Trp

Gys

¥zl

Asgn

Gilu

y Val

135

rop

» Led

Lys
215

Val

AN

Lye

4G

Gly

Gly

val

Tyr

- Tyr

Val

200

Asp

Glu

Gly

Glu

Ser

Hat

y Phe

108

Gluy

:+ Val

Phe

Ala

cly

185

Pro

Sar

10

Yal

ARla

Yal

ASp

Gly

Als

179

Gln

Val

Arg

Ala

Liery

Hor

His

Ria

333

Cys

Apn

Lew

Ser

Ser
235

val

Arg

Pro

60

val

Glu

* Phe

Fro
140
Phe

Glu

Cye

-Lew

Ile
220

Thr

re
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Ala

Tyr A

Ala L

* Lew

Lys

Phe

128

Ser

Gly

&la

Met

Ala

205

Leu

Tyr

Val

Asp

His

110

His

Asp

Pro

Phe

180

Ala

Val

Pro

Phe

4al

Rla

Gly

Gln

Thy

Ser

Ale

86

Thi

a5

Ile

Gluw

Aah

Leu

178

val

Ly's

Asp

Pro

Arg

Tyr

- Rrg

oin
&0

Ile

val

Tyx

Leu

240

Glu



3
2

ot
<
@

Tyr

Lew

305

Tye

phe

Ile
383

FPhe

Glu

AxXa

Lawy

e

Ser

Iie
370

Il

Gly

Lys

hryg

gro
450

r Val

Pro ¥

ATG

Sex

val

Asp

Ile
435

cya

e
oy g
[w It o

Yal

Sex

RSP

ASp

340

Lew

Reg |

Pxo

Lys

420

The

Gly

His

GLy

245

Bism

vul

s Val

Gly

Glu

40%

Phie

Ale

Leu

Gl

Ala

Thy

y Leu

Eeu

Asg

Mot

330

Leu

Aan

Thy
470G

ABn

DE 697 38 587 T2

Lew

Thr
238

- Pro

/51
ol
3

Pro

[
LSS
=2 TS |

Glu

Gly °

Gln

455

- Val L

Ake.

ely

Ile

3580

Gin &

Glu

Aap T

Gly 1

Glu

- Lys

2658

p hrg

Glu

Thy
Lys
345

Arg

val
425

Gin

L)
iil

Asp
330

Bla

Fro

L

Ala

Arg

Gly

Glu

val

Gly

Lys

Asp

Phe

Leu

Het

4
-3
n

Thr

118/141

®la

Thr

Gin

300

lle

Qysg

Cys

Yal

3680

®he

Ser

Ser

Ket

2009.04.30

Val

Val
285

Gly

val

Fzro
365

The

val

poe

345

val

Trp

Len

Agn

Leu

Ile

. Het,

Glu

Fro
430

Sey

- Gly

Glu

Ala

255

Fhe

Asn

Gly

Gin

Ley

Serx

415

Ary

Thy

Asn

Leu

Gly

400

Ile

ser

Pho

¥aX

Phe

484

Rla
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485 480 495

.pro Lew Thr Thr Glu Asn Met phe Val Asp Ile Rla Asn Cy& Asn 1le
500 505 5310

Tyr lie Glp Gly Thr Gln Val Leu Leu Giy Arg Ala Aen Glu ala Arg
518 520 525

Hie Val Lys Arfg Leu Hip Val Gly Pro Cys Arg *
530 535 540

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 22:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 30 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzel

(D) TOPOLOGIE: Linear

(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22:

CTGGRATCCAT GOCGACGCCC TCRSCOGTEE g

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 23:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 35 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel

(D) TOPOLOGIE: 1linear
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(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsé&ure
(R) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23:

CTRARTICOA TRTEGGECCC CTCCCTGLTC AGCTC a5

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 24:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 36 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: 1linear

(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsaure
(B) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24:

CTCTERBCTC ARGCTTGCTR CTTICTTTCC TTAATE 35

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 25:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(R) LANGE: 29 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: Linear
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(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsaure
(A) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25:

GTCTCOOCGE TGETGTCCIT CCTTCOTAG 2%

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 26:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 53 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGFORM: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA bis mRNA

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26:

TGCOTLETGE AGCTGAGCAG GGAGETCTCC GCGGTGGTET CCTTGOTTCE TAG 53

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 27:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 8 Aminosauren
(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGFORM: Einzel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27:

cye Val Alz GLu Leu Ser Arg Glu
i 5

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 28:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(B) LANGE: 16 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure

(C) STRANGFORM: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA bis mRNA

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28:

AGHGAGATGAG ACAGAG

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 29:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 36 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsé&ure
(C) STRANGFORM: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA bis mRNA
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(1ii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29:

AAGAACAAGA AGAAGARGTAA GEAGHRAGRAG AHGARG

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 30:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 18 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Doppel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA bis mRNA

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(x1i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30:

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 31:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 11 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant
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(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsédure
(A) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31:

AGATRATGCA G 11

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 32:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(B) LANGE: 10 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: sonstige Nukleinsdure
(A) BESCHREIBUNG: / desc = "Oligonukleotide"

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32:

BRACARTGGCT 10

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 23:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 56 Aminosduren
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(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: irrelevant

(1i) ART DES MOLEKULS: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33:

Het ‘Ala Ser Bar Met Leu Ser Ssr Ala Ala Val Ala Thr Avg Thr Asn

1 5 10

Pro Ala &ln Rla Ser Met Val Ala Pro Phe Thr Gly Leu Lys
20 25 30

Ale Phe Pro Val Ser Ahrg Lys Gin Asn Lew Asp Ile Thr Ser Ile
3

5 40 45

(741

Ser Asn Gly Gly Acg Val Gln Cys
50 55

2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 34:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

(A) LANGE: 58 Aminosduren

(B) ART: Aminosaure

(C) STRANGFORM: Einzel

(D) TOPOLOGIE: irrelevant
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34
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Met Ala Pro vYal Fet
2 5

kan Pra Rla Kld Ber

Thr Ala Ser

35

val Ala Ser Ran Gly Tly
3]

2)

(1)
LANGE:
ART:

(ii)

(1ii)

(x1)

Met Al Ile Leu Ala

1 8

Bar

Lys Cys Ala

Les © Glan Thr

Val Met ABn Ser

297

Pro Val

INFORMATION ZU SEQ ID NO:

STRANGFORIM:
TOPCOLOGIE:

ART DES MOLEKULS:

SEQUENZBESCHREIBUNG:

dHet Rla Ser Ser Ala Thr Ala Thr krg The
Ry 15

Ala val als
25

Pro Fhe Gin Gly Leu Lys Ser

o1
onst
[+

Arg Ser Ser Arg Ser Leu Gly asn
45

arg lle Arg £ys

25

35:

SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

58 Aminosduren
Aminosaure
Einzel

irrelevant

Peptid

HYPOTHETISCH: NEIN

SEQ ID NO: 35

Gln Trp Gln Hat
10

Ser Thy

Pro Axrg Yle Thr

15
1le Thr Ser Lys Met
25

]
a
¥

Pro Trp Ser Sar

30

Elz His Ser Ala
45

Lys Lys val Lys Phe arg

4¢
Gl Thr
55

Asn Gly
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INFORMATION ZU SEQ ID NO: 36:

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

LANGE: 74 Aminosduren
ART: Aminosdure
STRANGFORM: Einzel
TOPOLOGIE: irrelevant

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36

Het Ala Ala

Gly Val Pro

&7rg Gly Ala
35

Sex Ala Arg

Arg Phe Pro
65

Lew Alz Thr Ser Glo Leu V&l Als Thr aArg ala Gly His
5 13 15

Asp Alaz Ser Thr Phe Awxg Arg Gly 2la Ala 8in Gly Leu
20 235 3¢

Arq Ala: Ser Rle ala Als Asp Thr Leu Ser Met Arg Thr
a0 4%

ila Ala Pro Arg His Gin Gln Gin ala Arg Arg Gly &ly

x
55 &0

Phe Pro Ser Leus Val Val Cys

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 37:

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA:

LANGE: 39 Aminosaduren
ART: Aminosdaure
STRANGFORM: Einzel
TOPOLOGIE: irrelevant
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37

Bot Ala The Pra Ser Als Val Gly Alz Als Cys Lew Leu Lau Ala Aryg

+ -

1 5 io 15

Raa Ala Trp Pro Ala Ala Val Gly Asp Arg Rla Arg Pro Arg Arg Leu
20 25 30

Gln Arg Val Leu Rrg Arg Arg
is

Patentanspriiche

1. Rekombinantes Nukleinsdurekonstrukt, das folgendes umfafit:
a) einen Promoter, der dahingehend adaptiert ist, daf er die Expression eines interessierenden Polypeptids in
einem starkehaltigen Gewebe einer Pflanze wahrend der Starkesynthese beeinflult.
b) eine Nukleinsaure, die fir ein Transitpeptid codiert, das das interessierende Polypeptid zu einem Amyloplas-
ten zu transportieren vermag;
c) eine Nukleinsaure, die fir eine starkebindende Region codiert;
d) eine Nukleinsaure, die fir das interessierende Polypeptid codiert; sowie
e) eine Terminatorsequenz;
wobei das Konstrukt die Expression eines Hybridpolypeptids, das die starkebindende Region und das interes-
sierende Polypeptid umfalit, steuert, wobei das Hybridpolypeptid innerhalb von Starke der Pflanze eingekap-
selt ist.

2. Konstrukt nach Anspruch 1, wobei Promoter und Terminator an die Expression des Hybridpolypeptids
innerhalb von Starke einer monokotylen Pflanze adaptiert sind.

3. Konstrukt nach Anspruch 1, wobei Promoter und Terminator an die Expression des Hybridpolypeptids
innerhalb von Starke einer dikotylen Pflanze adaptiert sind.

4. Expressionsvektor, der das Konstrukt nach Anspruch 1 umfalfit.

5. Pflanzenzelle, die dahingehend transformiert ist, daB} sie das Konstrukt nach Anspruch 1 umfaldt, wobei
die Zelle das in Amyloplasten der Zelle eingekapselte Hybridpolypeptid zu exprimieren vermag.

6. Pflanze, die aus der Zelle nach Anspruch 5 regeneriert worden ist.

7. Same der Pflanze nach Anspruch 6, wobei der Same das Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3
umfallt und das in Starke dieses Samens eingekapselte Hybridpolypeptid zu exprimieren vermag.

8. Modifizierte Starke aus dem Samen nach Anspruch 7, wobei die Starke das Hybridpolypeptid umfaft.
9. Modifizierte Starke nach Anspruch 8 zur Verwendung als Arzneimittel.

10. Verwendung der modifizierten Stérke nach Anspruch 8 in der Herstellung eines Nahrungsmittels oder
eines Tierfutters.

11. Nahrungsmittel oder Tierfutter, das die modifizierte Starke nach Anspruch 8 umfalit.

12. Verfahren zur Herstellung eines reinen interessierenden Polypeptids, wobei das Verfahren die folgen-
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den Schritte umfalf3t:

a) Transformieren einer Pflanzenzelle mit dem Konstrukt nach Anspruch 1;
b) Exprimierenlassen des Hybridpolypeptids in der Pflanzenzelle;

c) Isolieren des Hybridpolypeptids aus der Zelle; sowie

d) Aufreinigen des interessierenden Polypeptids aus dem Hybridpolypeptid.

13. Hybridpolypeptid, das von dem Konstrukt nach Anspruch 1, 2 oder 3 gebildet wird.

14. Hybridpolypeptid nach Anspruch 13, das weiterhin zwischen der starkebindenden Region und dem in-
teressierenden Polypeptid eine Spaltstelle umfalit.

15. Hybridpolypeptid nach Anspruch 13 oder 14, wobei das interessierende Polypeptid aus der Gruppe be-
stehend aus Hormonen, Wachstumsfaktoren, Antikérpern, Peptiden, Polypeptiden, Enzymen und Immunglo-
bulinen stammt.

16. Hybridpolypeptid nach Anspruch 15, wobei das interessierende Polypeptid aus der Gruppe bestehend
aus Somatotropin, Insulin A, Insulin B, Calcitonin, beta-Endorphin, Urogatron, beta-Globin, Myoglobin,
menschliches Wachstumshormon, Angiotensin, Prolactin, einer Protease, einer beta-Galactosidase sowie ei-
ner Cellulase stammt.

17. Hybridpolypeptid nach einem der Anspriiche 13 bis 16, wobei die stéarkebindende Region von einem
starkebindenden Enzym abstammt.

18. Hybridpolypeptid nach Anspruch 17, wobei das starkebindende Enzym aus der Gruppe bestehend aus
einer Starkesynthase, einem Starkeverzweigungsenzym und einer Glycogensynthase stammit.

19. Hybridpolypeptid nach Anspruch 18, wobei das starkebindende Enzym aus der Gruppe bestehend aus
der l6slichen Starkesynthase |, der I6slichen Starkesynthase Il, der I8slichen Starkesynthase lll, der starke-
korngebundenen Starkesynthase, dem Verzweigungsenzym |, dem Verzweigungsenzym lla und dem Verzwei-
gungsenzym llb stammt.

20. Hybridpolypeptid nach einem der Anspriiche 13 bis 19, wobei es sich bei der starkebindenden Region
um einen carboxyterminalen Abschnitt des starkenbindenden Enzyms handelt.

21. Starkekorn, das das Hybridpolypeptid nach einem der Anspriiche 13 bis 20 enthalt.

22. Starkekorn, das ein von dem Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3 codiertes Hybridpolypeptid
enthalt.

23. Starkehaltiges Samenkorn, das das Starkekorn nach Anspruch 21 oder 22 umfalf3t.

24. Starkehaltiges Samenkorn nach Anspruch 23, das weiterhin einen Embryo und Nahrgewebe umfalit.

Es folgen 12 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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