
*DE69738587T220090430*
(19)
Bundesrepublik Deutschland 
Deutsches Patent- und Markenamt
(10) DE 697 38 587 T2 2009.04.30
 

(12) Übersetzung der europäischen Patentschrift

(97) EP 0 935 665 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 697 38 587.6
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US97/17555
(96) Europäisches Aktenzeichen: 97 910 730.7
(87) PCT-Veröffentlichungs-Nr.: WO 1998/014601
(86) PCT-Anmeldetag: 30.09.1997
(87) Veröffentlichungstag

der PCT-Anmeldung: 09.04.1998
(97) Erstveröffentlichung durch das EPA: 18.08.1999
(97) Veröffentlichungstag

der Patenterteilung beim EPA: 19.03.2008
(47) Veröffentlichungstag im Patentblatt: 30.04.2009

(51) Int Cl.8: C12N 15/82 (2006.01)
C12N 9/10 (2006.01)
C12N 15/62 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)
A01H 5/00 (2006.01)

(54) Bezeichnung: EINKAPSELUNG VON POLYPEPTIDEN IN DIE STÄRKEMATRIX

(30) Unionspriorität:
26855 P 30.09.1996 US

(73) Patentinhaber: 
BASF Plant Science GmbH, 67063 Ludwigshafen, 
DE

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LI, 
LU, MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder: 
KEELING, Peter, Ames, IA 50014, US; GUAN, 
Hanping, Ames, IA 50010, US

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europä-
ischen Patents kann jedermann beim Europäischen Patentamt gegen das erteilte europäische Patent Einspruch 
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begründen. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebühr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europäisches Patentübereinkommen).

Die Übersetzung ist gemäß Artikel II § 3 Abs. 1 IntPatÜG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde 
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht geprüft.
1/141



DE 697 38 587 T2    2009.04.30
Beschreibung

QUERVERWEIS AUF VERWANDTE ANMELDUNGEN

[0001] Diese Anmeldung nimmt die Priorität 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 Ähn-
lichkeit mit der Stärke, die in den meisten Gefäßpflanzen auftritt, aufweist, verfügt es über unterschiedliche Ket-
tenlängen und Polymerisationsgrade. In manchen Pflanzen wird Stärke als wichtigstes Speicherpolysaccharid 
verwendet. Stärke wird in verschiedenen Geweben der stärkehaltigen Pflanze gespeichert. Stärke besteht in 
den meisten Fällen aus zwei Komponenten, nämlich einerseits Amylose und andererseits Amylopectin. Amy-
lose besteht aus linear angeordenten Glycanen und Amylopektin aus verzweigten Glycanketten. Typische 
Stärke weist ein Verhältnis von 25% Amylose zu 75% Amylopektin auf. Unterschiede im Amylose:Amylopek-
tin-Verhältnis in einer Pflanze können die Eigenschaften der Stärke beeinflussen. Außerdem weisen Stärken 
aus unterschiedlichen Pflanzen häufig unterschiedliche Eigenschaften auf. Es scheint, daß sich Maisstärke 
und Kartoffelstärke aufgrund des Vorhandenseins bzw. Fehlens von Phosphatgruppen unterscheiden. Die Ei-
genschaften von Stärke unterschiedlicher Pflanzen unterscheiden sich auf Grund von Mutationen, die in das 
pflanzliche Genom eingeführt worden sind. Mutierte Stärken sind gut aus Mais, Reis und Erbsen und derglei-
chen bekannt.

[0003] Die Veränderungen bei den Verzweigungen der Stärke oder dem Verhältnis der Stärkekomponenten 
führen zur unterschiedlichen Stärkeeigenschaft. Eine Eigenschaft der Stärke ist die Bildung von Stärkekörnern, 
die insbesondere in Blättern, Wurzeln, Knollen und Samen gebildet werden. Diese Körner werden während der 
Stärkesynthese gebildet. Gewisse Stärkesynthasen, insbesondere die stärkekorngebundene Stärkesynthase, 
die löslichen Stärkesynthasen und die Verzweigungsenzyme, sind Proteine, die innerhalb des Stärkekorns bei 
dessen Bildung "eingekapselt" werden.

[0004] Die Verwendung von cDNA-Klonen von tierischen und bakteriellen Glycogensynthasen sind in der in-
ternationalen Patentanmeldung mit der Veröffenlichungsnummer WO94/09144 beschrieben. Die Nukleotid- 
und Aminosäuresequenzen der Glycogensynthase sind aus der Literatur bekannt. So kann man die Nukleo-
tidsequenz für das glgA/Gen aus E. coli, das für 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 für 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] Über die Verwendung von cDNA-Klonen von pflanzlichen löslichen Stärkesynthasen ist berichtet wor-
den. Die Aminosäuresequenzen der löslichen Stärkesynthase aus der Erbse mit den Isoformen I und II wurden 
von Dry et al. (1991, Plant Journal, 2: 193202) veröffentlicht. Die Aminosäuresequenz der löslichen Stärkesyn-
thase aus Reis (soluble starch synthase = SSTS) wurde von Baba et al. (1993, Plant Physiology) beschrieben. 
Die letztgenannte Sequenz (Reis-SSTS) zitiert fälschlich die N-terminale Sequenz und ist daher irreführend. 
Dies beruht vermutlich auf einem Extraktionsfehler, bei dem ein Proteaseabbau stattgefunden hat, oder einer 
anderen inhärenten Labilität 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 I aus Mais wurde von Baba et al., 1991, BBRC, 181: 8794, 
untersucht. Das Stärkeverzweigungsenzym II aus Maisendosperm wurde von Fisher und Shrable (1993, Plant 
Physiol., 102: 10451046) untersucht. Über die Verwendung von cDNA-Klonen von pflanzlichen, bakteriellen 
und tierischen Verzweigungsenzymen ist berichtet worden. Die Nukleotid- und Aminosäuresequenzen für 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 ghaI aus S. cerevisiae sind Allele und codieren für 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 enthält auch Sequenzen für das 
glgB-Gen aus E. coli, das für Verzweigungsenzym codiert.

[0008] Die Stärkesynthase (EC 2.4.1.11) verlängert Stärkemoleküle und soll sowohl auf Amylose als auch auf 
Amylopektin einwirken. Eine Stärkesynthase (STS)-Aktivität findet sich in Assoziation sowohl mit den Grana 
als auch im Stroma des Plastiden. Die Kapazität des Enzyms gebundene Stärkesynthase für die Assoziation 
von Stärke ist gut bekannt. Es ist nun bekannt, daß verschiedene Enzyme, die an der Stärkebiosynthese be-
teiligt sind, unterschiedliche Bindungsaffinitäten, wie dies von Mu-Forster et al. (1996, Plant Phys. 111: 
821–829) beschrieben wurde, aufweisen. Die Aktivität der stärkekorngebundenen Stärkesynthase (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, daß die Amylosesynthese in verschiedenen Arten wie Mais, Reis und Kartoffel 
von der Expression dieses Gens abhängt (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 für die stärkekorngebundene Stärkesynthase aus der Kartoffel (1989, Plant Sci. 64(2): 
185192). Visser et al. haben auch die Hemmung der Expression des Gens für die stärkekorngebundene Stär-
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 löslicher Stärkesynthase be-
kannt geworden. In jüngster Zeit ist jedoch der Begriff "löslich" angesichts von Entdeckungen, daß diese En-
zyme mit dem Korn assoziiert sind, jedoch auch in der löslichen 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, daß die Amylopektinbiosynthese die Wechselwirkung 
von löslichen Stärkesynthasen und Stärkeverzweigungsenzymen beinhaltet. Unterschiedliche Isoformen der 
löslichen Stärkesynthase 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, während es scheint, daß die Gerste multiple Isoformen enthält, von denen einige mit dem Stär-
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, daß 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 lösliche Formen der STS, die als Isoform I und Isoform II 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 jüngster Zeit wurde die STSI-Akti-
vität des Maisendosperms mit einem 76 kDA großen Polypeptid, das sowohl in löslichen als auch in stärke-
kornassoziierten Fraktionen auftritt, korreliert (Mu et al., 1994, Plant J. 6: 151–159). Die Polypeptididentität der 
STSII ist nach wie vor unbekannt. Die STSI und II weisen unterschiedliche Enzymcharakteristika auf. Die STSI 
weist eine primerunabhängige Aktitivät auf, während die STSII einen Glycogen-Primer erfordert, um den Gly-
cosyltransfer zu katalysieren. Es wurde berichtet, daß die löslichen Stärkesynthasen einen hohen Stromkon-
trollkoeffizienten für die Stärkeablagerung (Jenner et al., 1993, Aust. J. Plant Physiol. 22: 703–709, Keeling et 
al., 1993, Planta 191: 342–348) und bei erhöhten Temperaturen ungewöhnliche kinetische Eigenschaften auf-
weisen (Keeling et al, 1995, Aust. J Plant Physiol. 21 807–827). Die jeweiligen Isoformen in Mais weisen so-
wohl bezüglich der Temperaturoptima als auch der Temperaturstabilität wesentliche Unterschiede auf.

[0011] Sequenzen der pflanzlichen Stärkesynthase (und der Glycogensynthase aus E. coli) beinhalten die 
Sequenz KTGGL, von der bekannt ist, daß sie die ADPG-Bindungsdomäne darstellt. Die Gene für ein beliebi-
ges Stärkesynthaseprotein dieser Art können in erfindungsgemäßen Konstrukten eingesetzt werden.

[0012] Das Verzweigungsenzym [α1,4DGlycan: α1,4DGlycan 6D(α1,4DGlycano)transferase (E.C.2.4.1.18)], 
das manchmal Q-Enzym genannt wird, wandelt Amylose in Amylopektin um. Ein Abschnitt einer 
α1,4DGlycankette über 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] Auf dem Gebiet der Polysaccharidenzyme existieren Berichte über Vektoren für die Beeinflussung der 
Modifikation im Stärkebiosyntheseweg von Pflanzen dadurch, daß man verschiedene Stärkesynthesegene in 
verschiedenen Pflanzenarten einsetzt. Es ist gut bekannt, daß einige dieser Polysaccharidenzyme an Cellulo-
se oder Stärke bzw. Glycogen binden. Ein spezifisches typisches Beispiel für die Verwendung eines Polysac-
charidenzyms zeigt die Verwendung von Glycogenbiosyntheseenzymen für die Modifikation von pflanzlicher 
Stärke. In dem an Shewmaker ausgegebene US-Patent Nr. 5,349,123 wird ein Vektor gelehrt, der DNA für die 
Bildung von Glycogenbiosyntheseenzyme innerhalb von pflanzlichen Zellen enthält. Dieses Patent bezieht 
sich spezifisch auf die Veränderungen in Kartoffelstärke aufgrund der Einführung dieser Enzyme. Über andere 
Stärkesynthesegene 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. Häufig ist eines der Proteine 
ein Ligand, der an eine spezifische Rezeptorzelle bindet. Vektoren, die für Fusionspeptide codieren, werden in 
ersten Linie dazu verwendet, um heterologe Proteine durch Fermentation von Mikroorganismen zu produzie-
ren. Die produzierten Fusionsproteine können dann mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Der 
Bindungsteil von einem der Polypeptide wird dazu verwendet, um das Hybridpolypeptid an eine Affinitätsmatrix 
anzuheften. So können zum Beispiel Fusionsproteine mit beta-Galactosidase gebildet werden, die an eine 
Säule gebunden werden können. Dieses Verfahren ist für die Bildung von Virus-Antigenen eingesetzt worden.

[0015] Eine weitere Verwendung besteht darin, eines der Polypeptide des Hybridpolypeptids zu gewinnen. 
Für die Spaltung des fusionierten Peptids sind chemische und biologische Methoden bekannt. Für die Abspal-
tung der Peptide kann ein niedriger pH-Wert eingesetzt werden, wenn eine säurelabile Aspartyl-Prolin-Bindung 
zwischen den Peptiden eingesetzt werden kann und die Peptide nicht von der Säure angegriffen werden. Hor-
mone sind mittels Cyanobromid gespalten worden. Weiterhin wurde über Spaltung durch ortsspezifische Pro-
teolyse berichtet. Weitere Verfahren der Proteinaufreinigung wie die Ionenchromatographie sind durch die Ver-
wendung von Polyarginin-Schwänzen verbessert worden, die die Gesamtbasizität des Proteins erhöhen, wo-
durch die Bindung an Ionenaustauschsäulen gefördert 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 umreißt eine Verbesserung von Hybridproteinen. In diesem Patent wird über einen 
ringförmig permutierten Ligangen als Teil des Hybridpeptids berichtet. Dieser Ligang weist eine Spezifität und 
gute Bindungsaffinität auf. Über 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 Trägerpeptid. Diese Nukleinsäureregion erzeugt, wenn sie von einer Restriktionsen-
donuklease erkannt wird, ein nichtpalindromartiges überstehendes Ende mit 3 Basen. Dieses gestattet die 
Spaltung des Vektors.

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

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

[0019] Die Entwicklung von gentechnischen Verfahren hat es ermöglicht, Gene von verschiedenen Organis-
men und Pflanzen in andere Organismen oder Pflanzen einzuführen. Obwohl Stärke früher mittels Transfor-
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mation und Mutagenese verändert worden ist, besteht noch immer ein Bedarf an einer weiteren Modifikation 
von Stärke. Zu diesem Zweck sind Vektoren erwünscht, die die Verkapselung von gewünschten Aminosäuren 
oder Peptiden innerhalb der Stärke, spezifisch innerhalb der Stärkekörner, ermöglichen. Die entstandene Stär-
ke ist modifiziert, und das Gewebe der Pflanze mit dem Vektor ist modifiziert.

DARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0020] Die vorliegende Erfindung stellt ein rekombinantes Nukleinsäurekonstrukt, das einen Promoter, der 
dahingehend adaptiert ist, daß er die Expression eines interessierenden Polypeptids in einem stärkehaltigen 
Gewebe einer Pflanze während der Stärkesynthese beeinflußt, eine Nukleinsäure, die für ein Transitpeptid co-
diert, das das interessierende Polypeptid zu einem Amyloplasten zu transportieren vermag, eine Nukleinsäure, 
die für eine stärkebindende Region codiert, eine Nukleinsäure, die für das interessierende Polypetid codiert; 
sowie eine Terminatorsequenz umfaßt, bereit, wobei das Konstrukt die Expression eines Hybridpolypeptids, 
das die stärkebindende Region und das interessierende Polypeptid umfaßt, steuert, wobei das Hybridpolypep-
tid innerhalb von Stärke der Pflanze eingekapselt ist.

[0021] Die Erfindung stellt außerdem einen Expressionsvektor, der das rekombinante Nukleinsäurekonstrukt 
umfaßt; 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 umfaßt und das in Stärke verkapselte Hybridpolypeptid zu exprimieren vermag; 
sowie eine modifizierte Stärke, die das von dem Samen abstammende Hybridpolypeptid umfaßt, bereit.

[0022] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Hybridpolypeptid bereit, das von den erfindungsgemäßen re-
kombinanten Nukleinsäurekonstrukten codiert wird und das eine stärkebindende Region (SBR) von einem 
stärkebindenden Enzym in Fusion mit einem "Payload"-Polypeptid, das bezüglich dieser stärkebindenden Re-
gion nicht endogen ist, d. h. das nicht natürlich an die stärkebindende Region gebunden vorkommt, umfaßt. 
Das Hybridpolypeptid eignet sich zur Herstellung von modifizierten Stärken, die das "Payload"-Polypeptid um-
faßt. Solche modifizierten Stärken können dazu eingesetzt werden, um mit gewissen Aminosäuren angerei-
cherte Körnerfutter bereitzustellen. Solche modifizierten Stärken eignen sich auch für die Bereitstellung von 
Polypeptiden wie Hormonen und sonstigen Medikamenten (z. B. Insulin) in stärker verkapselter Form zwecks 
Resistenz gegenüber Abbau durch Magensäuren. Die Hybridpolypeptide eignen sich auch für die Herstellung 
der "Payload"-Polypeptide in leicht aufgereinigter Form. So können zum Beispiel solche Hybridpolypeptide, die 
in Körnern hergestellt werden, aus den modifizierten Stärken, 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 Aminosäuren und umfaßt 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 stärkebindende Region eines stär-
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 bezüglich der stärkeverkapselnden Region, die in Kombination mit dieser Region exprimiert werden 
soll, nicht endogen ist, um eine modifizierte Stärke, die das "Payload"-Polypeptid enthält, zu exprimieren. Wird 
das "Payload"-Polypeptid zur Erhöhung des Aminosäuregehalts von bestimmten Aminosäuren in der modifi-
zierten Stärke eingesetzt, so besteht es vorzugsweise aus nicht mehr als drei unterschiedlichen Arten von Ami-
nosäuren aus der Gruppe bestehend aus: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Gly, His, Ile, 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 Antikörper, 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, muß es sich dabei nicht um ein natürlich vorkommendes Polypeptid handeln, sondern es 
kann mutiert, verkürzt oder auf sonstige Art und Weise modifiziert sein. Solche biologisch aktiven Polypeptide 
können modifizierte Polypeptide, die nur biologisch aktive Abschnitte von biologisch aktiven Polypeptiden ent-
halten, sein. Sie können auch Aminosäuresequenzen mit Homologie zu natürlich vorkommenden biologisch 
aktiven Aminosäuresequenzen (vorzugsweise mindestens ungefähr 75% Homologie), die die biologische 
Wirksamkeit beibehalten, sein.
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[0027] Die stärkebindende Region des Hybridpolypeptids kann eine stärkebindende Region eines beliebigen 
fachbekannten stärkebindenden Enzyms sein, z. B. eines Enzyms, das aus der Gruppe bestehend aus der lös-
lichen Stärkesynthase I, der löslichen Stärkesynthase II, der löslichen Stärkesynthase III, der stärkekorngebun-
denen Stärkesynthase, des Verzweigungsenzyms I, des Verzweigungsenzyms IIa, des Verzweigungsenzyms 
IIb und von Glycoamylasepolypeptiden ausgewählt ist.

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

[0029] Die vorliegende Erfindung stellt auch rekombinante Nukleinsäure (RNA oder DNA)-Moleküle, die für 
die Hybridpolypeptide codieren, bereit. Solche rekombinanten Nukleinsäuremoleküle umfassen vorzugsweise 
Kontrollsequenzen, die an die Expression des Hybridpolypeptids in dem ausgewählten Wirt adaptiert sind. Der 
Begriff "Kontrollsequenzen" beinhaltet Promoter, Introns, bevorzugte Codonsequenzen für den jeweiligen 
Wirtsorganismus sowie andere fachbekannte Sequenzen, um die Expression von DNA oder RNA in bestimm-
ten Wirten zu beeinflussen. Die Nukleinsäuresequenz, die für die Stärkeverkapselung der Region und das "Pa-
yload"-Polypeptid codieren, können natürlich vorkommende Nukleinsäuresequenzen oder biologisch aktive 
Fragmente davon oder auch biologisch aktive Sequenzen mit Homologie zu solchen Sequenzen, vorzugswei-
se mindestens ungefähr 75% Homologie zu solchen Sequenzen, sein.

[0030] Zu den Wirtsorganismen zählen Bakterien, Pflanzen und Tiere. Bevorzugte Wirte sind Pflanzen. So-
wohl einkeimblättrige Pflanzen (monokotyle Pflanzen) als auch zweikeimblättrige Pflanzen (dikotyle Pflanzen) 
sind geeignete Wirte für die Expression der erfindungsgemäßen Hybridpolypeptide.

[0031] Die vorliegende Erfindung stellt auch Expressionsvektoren bereit, die die Nukleinsäuren, die für die er-
findungsgemäßen Hybridproteine codieren, umfassen. Diese Expressionsvektoren werden für das Hinein-
transformieren der Nukleinsäuren in Wirtsorganismen eingesetzt und können auch Sequenzen umfassen, die 
die Expression der Nukleinsäure in dem Wirtsorganismus unterstützen. Die Expressionsvektoren können Plas-
mide, modifizierte Viren oder DNA- oder RNA-Moleküle oder sonstige Vektoren, die sich für die fachbekannten 
Transformationssysteme eignen, sein.

[0032] Gemäß dem erfindungsgemäßen Verfahren werden transformierte Pflanzenzellen erzeugt, die die re-
kombinanten Nukleinsäuremoleküle, die die erfindungsgemäßen Hybridpolypeptide zu exprimieren vermögen, 
umfassen. Es kann sich dabei um Pflanzenzellen handeln, die in Pflanzen regeneriert werden können, von de-
nen das Hybridpolypeptid geerntet werden kann, oder es können solche Pflanzenzellen zu fruchtbaren Pflan-
zen mit Samen, die die für das Hybridpolypeptid codierenden Nukleinsäuren enthalten, regeneriert werden. In 
einer bevorzugten Ausführungsform enthalten solche Samen modifizierte Stärke, die das "Payload"-Polypeptid 
umfaßt.

[0033] Der Begriff "modifizierte Stärke" bedeutet, daß die natürlich vorkommende Stärke dahingehend modi-
fiziert wurde, daß sie das "Payload"-Polypeptid umfaßt.

[0034] Bevorzugte rekombinante erfindungsgemäße Nukleinsäuremoleküle umfassen DNA, die für stärke-
verkapselte Regionen codieren, die aus den in den Tabellen angegebenen stärkesynthetisierenden Gense-
quenzen ausgewählt sind.

[0035] Bevorzugte erfindungsgemäße Plasmide sind an die Verwendung mit spezifischen Wirten angepaßt. 
Plasmide, die einen Promoter, eine Plastidenzielsteuerungssequenz, eine für eine stärkeverkapselnde Region 
codierende Nukleinsäuresequenz sowie eine Terminatorsequenz umfassen, werden hier bereitgestellt. Solche 
Plasmide eignen sich für die Insertion von DNA-Sequenzen, die für "Payload"-Polypeptide und stärkeverkap-
selnde Regionen codieren, zwecks Expression in ausgewählten Wirten.

[0036] Plasmide der vorliegenden Erfindung können gewünschtenfalls einen Spacer bzw. eine Linker-Einheit 
in der Nähe der Fusionsstelle zwischen den für die SBR codierenden Nukleinsäuren und den für das "Pay-
load"-Polypeptid codierenden Nukleinsäuren beinhalten. Die vorliegende Erfindung beinhaltet Plasmide, die 
Promoter umfassen, die für pflanzliche Wirte adaptiert sind. Solche Promoter können auch spezifisch für die 
Expression in einkeimblättrigen oder in zweikeimblättrigen Pflanzen adaptiert sein.
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[0037] Ein Verfahren zur Bildung von erfindungsgemäßer peptidmodifizierter Stärke beinhaltet die folgenden 
Schritte: Bereitstellen eines Plasmids mit einem Promoter, der mit einer Nukleinsäuresequenz, die für eine stär-
kebindende Region codiert, assoziiert ist, wobei die für die stärkebindende Region codierende Nukleinsäure-
sequenz mit einer Nukleinsäureregion, die für ein "Payload"-Polypeptid codiert, verbunden ist, sowie Transfor-
mieren eines Wirts mit dem Plasmid, wodurch der Wirt peptidmodifizierte Stärke exprimiert.

[0038] Die vorliegende Erfindung umfaßt weiterhin stärkehaltige Körner umfassend: einen Embryo, Nährge-
webe, sowie modifizierte Stärkekörner, in denen ein Protein verkapselt ist, das bezüglich der Stärkekörner des 
Korns, die nicht modifiziert sind, nicht endogen ist. Solche stärkehaltigen Körner können Körner 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 enthält.

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

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

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

[0043] Fig. 3a zeigt das in pEXSWX 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 für einkeimblättrige Pflanzen adoptierten Plasmids.

[0047] Fig. 6 zeigt das Plasmid pEXS52.

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

[0049] Fig. 7a zeigt pEXS adh1. Fig. 7b zeigt pEXS adh1-nos3'.

[0050] Fig. 7c zeigt PEXS33. Fig. 7d zeigt pEXS10zp.

[0051] Fig. 7e zeigt pEXS10zp-adh1. Fig. 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 für stärkelösliche Synthase handelt, enthalten.

[0053] Fig. 9a zeigt das Plasmid pEXS60, das das in pEXS50 gezeigte Intron nicht enthält, und

[0054] Fig. 9b zeigt das Plasmid pEXS61, das das in pEXS60 gezeigte Intron nicht enthält.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

[0055] Die vorliegende Erfindung stellt, grob gesagt, ein Hybridpolypeptid, ein Verfahren zur Herstellung ei-
nes Hybridpolypeptids sowie Nukleinsäuren, die für das Hybridpolypeptid codieren, bereit. Ein Hybridpolypep-
tid besteht aus zwei oder mehr Untereinheiten, die gemeinsam zu einer Peptidkette fusioniert sind. Die Unter-
einheiten können Aminosäuren oder Peptide oder Polypeptide sein. Eine der Untereinheiten ist eine stärkebin-
dende Region. Hybridpolypeptide können also an Stärkekörner, 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 umfaßt, das für eine Sequenz codiert, die dahinge-
hend fungiert, daß sie das Expressionsprodukt der verknüpften DNA in ein Stärkekorn bindet, wobei dieses 
Fragment mit einer DNA-Sequenz, die für 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 Stärke-
korns oder zur Herstellung von einem Samenkorn, das heterologe Aminosäuren oder Peptide enthält, einge-
setzt werden.

[0057] Das erfindungsgemäße Hybridpolypeptid weist drei Regionen auf. 

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

[0058] Das Gen für 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 für die Spaltung von Peptiden eingesetzt worden sind, zählen Thrombin, Trypsin, Cyanobro-
mid, Ameisensäure, Hydroxylamin, Collagenase und Alasubtilisin. Ein Spacer ist ein Peptid, das die Peptide, 
die das Hybridpolypeptid umfassen, verbindet. Üblicherweise hat es keine spezifische Aktivität außer daß es 
die Peptide miteinander verbindet, oder eine gewisse Minimaldistanz garantiert oder die Faltung, Ladung oder 
Wasseraufnahme des Proteins beeinflußt. Spacer können beliebige Peptidsequenzen sein, die die biologische 
Aktivität des Hybridpolypeptids nicht stören.

[0060] Die stärkebindende Region (SBR) ist diejenige Region des vorliegenden Polypeptids, die eine Bin-
dungsaffinität für Stärke aufweist. Üblicherweise ist die SPR aus der Gruppe bestehend aus Peptiden umfas-
send stärkebindende Regionen von Stärkesynthasen und Verzweigungsenzyme von Pflanzen ausgewählt, 
kann jedoch stärker bindende Domänen aus anderem Ausgangsmaterial wie Glycoamylase und dergleichen 
beinhalten. In den bevorzugten Ausführungsformen der Erfindung beinhaltet die SBR Peptidprodukte von Ge-
nen, die natürlich im Stärkebiosyntheseweg vorkommen. Diese Untergruppe von bevorzugten SBRs wird als 
stärkebildende Bindungsregionen (SFBR) definiert. Eine weitere Untergruppe von im vorliegenden Zusam-
menhang bevorzugten SBRs ist die spezifische stärkebindende Region (SSBR) von den spezifischen Enzy-
men Stärkesynthase (STS), stärkekorngebundene Stärkesynthase (GBSTS) und Verzweigungsenzyme (BE) 
von stärkehaltigen Pflanzen. Das am stärksten bevorzugte Genprodukt dieser Gruppe ist die GBSTS. Zusätz-
lich sind die Stärkesynthase I und das Verzweigungsenzym II nützliche Genprodukte. Vorzugsweise sind die 
SBR (sowie alle oben diskutierten Untergruppen) verkürzte Versionen des Vollängen-Stärkesyntheseenzym-
gens so daß der verkürzte Abschnitt die stärkebindende Region beinhaltet.

[0061] Das DNA-Konstrukt für die Expression des Hybridpolypeptids innerhalb des Wirts lautet grob ausge-
drückt folgendermaßen: 

* Optionale Komponente. Andere optionale Komponenten können 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 für unterschiedliche Werte ausgewählt. Lac- und T7-Promoter 
funktionieren gut in Prokaryonten, der 35S-CaMV-Promoter funktioniert gut in zweikeimblättrigen Pflanzen, 
und der Polyubiquitin-Promoter funktioniert gut in vielen einkeimblättrigen Pflanzen. Es können 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 für das 
Genprodukt codiert. Ein Beispiel für ein Intron, das häufig die Expression in einkeimblättrigen Pflanzen ver-

Interessierendes Polypeptid (X) Zentrale Position (ZP)* Stärkebindende Region (SBR)

Promoter Intron* Transitpep-
tid-Codierregi-
on

X SBR Terminator
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stärkt, ist das Adh1-Intron. Diese Komponente des Konstrukts ist optional.

[0064] Die Transitpeptid-Codierregion ist eine Nukleotidsequenz, die für den Transport des Proteins in Orga-
nellen wie Plastiden codiert. Vorzugsweise wird ein Transitpeptid gewählt, 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 Stärke in Amyloplasten 
synthetisieren und speichern, lokalisiert.

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

[0067] X ist die Codierregion für das interessierende Polypeptid, das ein beliebiges Polypeptid oder beliebige 
Ketten von Aminosäuren sein kann. Sie kann ein nützliches 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 für einige der interessierenden Polypep-
tide, die in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden können, zählen Prolactin (PRL), Serumalbumin, 
Wachstumsfaktoren und Wachstumshormone, d. h. Somatotropin, was jedoch keine Einschränkung darstellen 
soll. Zu Serumalbuminen zählen Rinder-, Schaf-, Pferde-, Vogel- und Human-Serumalbumin. Zu Wachstums-
faktoren zählen der "Epidermal Growth Factor (EGF)", der "Insulin-like Growth Factor" I (IGF-I), der "Insulin-like 
Growth Factor" II (IGF-II), 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" I (rHuIGF-I) und II (rHuIGF-II). Zu Somatotropinen, die in der Durchführung der vorliegenden 
Erfindung eingesetzt werden können, zählen Rinder-, Schweine-, Schaf-, Pferde-, Vogel- und Human-Soma-
totropin, was jedoch keine Einschränkung darstellen soll. Schweine-Somatotropin beinhaltet delta-7 rekombi-
nantes Schweine-Somatotropin, wie es in der europäischen Patentanmeldung mit der Veröffentlichungsnum-
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 können auch fachbe-
kannte posttranslationelle Modifikationen wie Glycosylierung, Acylierung und sonstige Modifikationen, die die 
gewünschte Aktivität des Polypeptids nicht stören, beinhalten.

Entwicklung eines Hybridpolypeptids

[0069] Die SBR-Region liegt in Genen, die an der Stärkesynthese beteiligt sind, vor. Zu Verfahren zur Isola-
tion solcher Gene zählen das Screening von genomischen DNA-Bibliotheken und von cDNA-Bibliotheken. 
Gene können durch Ligation, mutagene Mittel, Verdau, Restriktion und sonstige Vorgänge 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 verändert werden. Ausgezeichnete Ausgangsmaterialien für die Gewinnung der 
SBR-Region beinhalten zum Beispiel die folgenden, was jedoch keine Einschränkung darstellen soll: Die Stär-
kesynthasen I, II, III, IV; die Verzweigungsenzyme I, IIA und B sowie die stärkekorngebundene Stärkesynthase 
(GBSTS). Diese Gene liegen in stärkehaltigen Pflanzen wie Reis, Mais, Erbsen, Kartoffeln, Weizen und der-
gleichen vor. Mit einer SBR-Sonde aus genomischer DNA oder cDNA oder mRNA oder Antikörpern gegen die 
SBR können nützliche Gene für die Klonierung isoliert und identifiziert werden. Die für Stärkeenzym codieren-
den Sequenzen können modifiziert werden, solange die Modifikationen nicht die Fähigkeit der SBR-Region, 
assoziierte Polypeptide zu verkapseln, stören.

[0070] Werden Gene, die für Proteine codieren, die in das Stärkekorn verkapselt werden, lokalisiert, so kön-
nen, wie dies in der Fachwelt bekannt ist, verschiedene Ansätze für 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 verkürzte Protein wird dann an einem Stärkegel aufgetrennt, um die Assoziations- und Disso-
ziationskonstante des verbleibenden Proteins auszuwerten. Fachbekannte Markergene, z. B. das "Green Flu-
orescent Protein"-Gen, können an das verkürzte Protein angefügt werden und zur Bestimmung des Vorliegens 
des Markergens im Stärkekorn 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 Stärke verkapselte interessierende Polypeptid exprimieren wird, eingesetzt werden. Die 
SBR-Gensequenz und die Gensequenz, die für das Polypeptid codiert, können miteinander verknüpft werden. 
Die erhaltene Fusions-DNA kann dann in verschiedene Vektorkonstrukte zwecks Expression in verschiedenen 
Wirten eingeführt werden. Die erfindungsgemäßen Wirte bilden Stärkekörner in Amyloplasten, die SBR kann 
jedoch leicht in bakteriellen Wirten wie E. coli ausgetestet werden.

[0072] Die für das interessierende Polypeptid codierende Nukleinsäuresequenz 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, daß sie Mutationen ent-
hält, so daß 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 für die Nukleinsäuresequenz codiert, mit der für SBR co-
dierenden Sequenz ligiert ist, dann ist die Gensequenz für das interessierende Polypeptid vorzugsweise mit 
dem Ende der SBR-Sequenz, die für den N-Terminus codiert, verbunden. Obwohl das N-terminale Ende be-
vorzugt ist, scheint es, daß es für 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, daß das Verfahren zur Bildung 
der erfindungsgemäßen rekombinanten Nukleinsäuremoleküle, egal, ob synthetisch oder mittels Klonierung 
und Ligation, für die vorliegende Erfindung nicht kritisch ist.

[0074] Die Zentralregion des Hybridpolypeptids ist optional. Für manche Anwendungen der vorliegenden Er-
findung kann es sehr nützlich sein, DNA, die für eine geeignete Proteasespaltstelle in dieser Region codiert, 
in das rekombinante Nukleinsäuremolekül, das für die Expression des Hybridpolypeptids verwendet wird, ein-
zubrennen. Es kann jedoch auch sehr nützlich sein, DNA, die für eine Aminosäuresequenz, die pH-sensitiv ist, 
codiert, einzuführen, um die Zentralregion zu bilden.

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

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

Konstruktentwicklung

[0077] Sobald die ligierte DNA, die für das Hybridpolypeptid codiert, gebildet ist, werden Klonierungsvektoren 
oder Klonierungsplasmide hergestellt, die zum Übertragen der DNA auf einen Wirt zwecks Expression der Hy-
bridpolypeptide fähig sind. Die rekombinante Nukleinsäuresequenz der vorliegenden Erfindung wird in einen 
geeigneten Klonierungsvektor bzw. ein geeignetes Klonierungsplamid insertiert. Für die vorliegende Erfindung 
ist der bevorzugte Wirt ein Wirt, der Stärkekörner erzeugt. Es können jedoch auch bakterielle Wirte eingesetzt 
werden. Besonders eignen sich bakterielle Wirte, die dahingehend transformiert worden sind, daß sie einige 
oder alle der Stärkesynthesegene einer Pflanze enthalten. Dem Durchschnittsfachmann ist klar, daß das Plas-
mid an den Wirt angepaßt ist. So beinhalten zum Beispiel in einem bakteriellen Wirt Promoter, die die Trans-
kription regulieren, lac, TAC, trp und dergleichen. Zusätzlich würde DNA, die für ein Transitpeptid codiert, 
höchstwahrscheinlich nicht verwendet werden, und ein Sekretions-Leader, der stromaufwärts des Struktur-
gens liegt, kann dazu verwendet werden, das Polypeptid ins Medium zu befördern. Alternativ dazu wird das 
Produkt im Wirt zurückgehalten und der Wirt wird lysiert und das Produkt mittels Stärkeextraktionsverfahren 
oder dadurch, daß man das Material an eine Stärkematrix (oder eine stärkeartige Matrix wie Amylose oder 
Amylopektin, Glycogen oder dergleichen) bindet, um das Produkt zu extrahieren, isoliert und aufgereinigt.

[0078] Der erfindungsgemäße Wirt ist eine Pflanze, und das Plasmid ist daher dahingehend adoptiert, daß es 
sich für eine Pflanze eignet. Das Plasmid sollte einen Promoter enthalten, vorzugsweise einen Promoter, der 
dahingehend adaptiert ist, daß er die Expression des Proteins in das stärkehaltige Gewebe in der Pflanze 
adressiert. Der Promoter kann für verschiedene Gewebe wie Samen, Wurzeln, Knollen und dergleichen spe-
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zifisch sein, oder es kann sich um einen konstitutiven Promoter für die Genexpression in allen Geweben der 
Pflanze handeln. Zu gut bekannten Promotern zählen der 10 kD große Zein(Mais)-Promoter, der CAB-Promo-
ter, Patastin-, 35S und 19S-Blumenkohlmosaikvirus-Promoter (die bei zweikeimblättrigen Pflanzen sehr nütz-
lich sind), der Polyubiquitin-Promoter (der sich für einkeimblättrige Pflanzen eignet), sowie deren Verbesserun-
gen und Modifikationen, wie sie in der Fachwelt bekannt sind.

[0079] Der Klonierungsvektor enthält Codiersequenzen für ein Transitpeptid, um das Plasmid an die richtige 
Stelle zu steuern. Beispiele für Sequenzen, die für Transitpeptide codieren, sind in den Sequenztabellen dar-
gestellt. Es können Codiersequenzen für andere Transitpeptide eingesetzt werden. Bevorzugt sind Transitpep-
tide, die natürlich in dem zu verwendenden Wirt vorkommen. Für Mais bevorzugte Regionen, die für 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 für das Transitpeptid codiert, ist die DNA-Sequenz angehängt, die für das N-ter-
minale Ende des interessierenden Polypeptids codiert. Die Richtung der Sequenz, die für das interessierende 
Polypeptid codiert, hängt davon ab, ob eine sense- oder antisense-Transkription erwünscht ist. Erfindungsge-
mäße DNA-Konstrukte, die spezifisch im vorliegenden Text beschrieben sind, weisen die Sequenz auf, die für 
das interessierende Polypeptid codiert, am N-terminalen Ende, aber die für 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 können je nach dem Wirt schwanken, es zählen jedoch der Beschuß 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 können 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 für das interessierende "Payload"-Polypeptid codiert, in dem Wirt bestätigbar. Das Vorliegen von exprimier-
ten Proteinen kann mittels Western-Blot oder ELISA oder auch auf Grund einer Veränderung in der Pflanze 
oder Zelle bestätigt werden.

Verwendung von verkapseltem Protein

[0082] Die vorliegende Erfindung hat verschiedene Anwendungen. Das Hybridpolypeptid kann in reiner Form 
von der Stärke abgespaltet werden (es können Spaltstellen eingebaut werden) und das reine Protein kann ge-
wonnen werden. Es kann jedoch auch das verkapselte interessierende Polypeptid innerhalb der Stärke in Roh-
form eingesetzt werden, um Protein an verschiedene Teile des Verdauungstrakts des aufnehmenden Tiers zu 
liefern (der Begriff "Tier" soll Säugetiere, Vögel und Fische umfassen). Ist zum Beispiel die Stärke, 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. Aminosäuren wie Methionin und Lysin 
können eingekapselt werden, um direkt in das Samenkorn, das dem Tier gefüttert wird, eingebaut zu werden, 
wodurch es sich erübrigt, die Ration mit diesen Aminosäuren in anderen Formen anzureichern.

[0083] Die vorliegende Erfindung ermöglicht es, daß Hormone, Enzyme, Proteine, proteinartige Nährstoffe 
und proteinartige Arzneimittel an bestimmte Verdauungsareale im Verdauungstrakt von Tieren adressiert wer-
den. Proteine, die normalerweise im oberen Verdauungstrakt verdaut werden und die in Stärke verkapselt sind, 
vermögen unverdaut den Magen zu passieren und können ganz oder teilweise vom Darm absorbiert werden. 
Wenn die interessierenden Polypeptide die Darmwand zu passieren vermögen, können sie für die Verabrei-
chung von Arzneimittel an ein Tier oder für die Bereitstellung von Hormonen wie Wachstumsfaktoren, z. B. So-
matotropin, für die Impfung eines Tiers oder für die Verbesserung der Nährstoffe, die für ein Tier verfügbar sind, 
eingesetzt werden.

[0084] Ist die eingesetzte Stärke nicht gegenüber Verdauung im Magen resistent (zum Beispiel ist die "sugary 
2"-Stärke hochverdaulich), so kann das zugesetzte Protein dahingehend adressiert werden, daß es im oberen 
Verdauungstrakt des Tiers absorbiert wird. Dies würde es erforderlich machen, daß der für die Produktion der 
modifizierten Stärke eingesetzte Wirt dahingehend mutiert oder transformiert wird, daß eine Stärke des "sugary 
2"-Typs erzeugt wird. Die vorliegende Erfindung umfaßt die Verwendung von mutierten Organismen, die als 
Wirte modifizierte Stärke bilden. Zu einigen Beispielen für diese mutierten Wirte zählen 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 Stärken und Stärken aus unterschiedli-
chem pflanzlichen Ausgangsmaterial weisen unterschiedliche Verdaulichkeitsniveaus auf. So kann dadurch, 
daß man den Wirt auf Expression der DNA und des Tiers, dem die modifizierte Stärke verfüttert wird, auswählt, 
das Hybridpolypeptid dort verdaut werden, wohin es adressiert wird. Unterschiedliche Proteine werden am 
wirksamsten von unterschiedlichen Teilen des Körpers absorbiert. Dadurch, daß man das Protein in Stärke mit 
der gewählten Verdaulichkeit verkapselt, kann das Protein an irgendeinen Ort im Verdauungstrakt sowie zu 
spezifischen Zeitpunkten während des Verdauungsvorgangs geliefert werden.

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

[0086] Verbesserte Kulturpflanzen mit den oben beschriebenen Eigenschaften können dadurch erzeugt wer-
den, daß man Pflanzen, von denen bekannt ist, daß sie andere günstige Eigenschaften aufweisen, genetisch 
manipuliert. Dadurch, daß man die Nukleotidsequenz eines Stärkesyntheseenzymgens manipuliert, ist es 
möglich, die Menge an Schlüsselaminosäuren-Proteinen oder -Peptiden, die in einer Pflanze erzeugt werden, 
zu verändern. Ein oder mehrere genetisch veränderte(s) Genkonstrukt(e), das/die pflanzlichen, pilzlichen, bak-
teriellen oder tierischen Ursprungs sein kann/können, kann/können in das pflanzliche Genom durch generati-
ves Kreuzen oder durch Transformation eingeführt werden. Veränderte Gene können zusätzliche Kopien von 
Wildtyp-Genen umfassen oder können für 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 eingeführten Gens, bzw. der eingeführten Gene (in sense- oder antisense-Orientierung) un-
terschiedliche Auswirkungen ausüben. Er kann die Fähigkeit der Pflanze, ein bestimmtes Protein oder Peptid 
zur Produzierung oder eine verbesserte Aminosäurezusammensetzung bereitzustellen, erhöhen.

Klonierung der an der Stärkebiosynthese beteiligten Enzyme

[0087] Um die erfindungsgemäßen 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 Stärke oder Glycogen erzeugen kann. Kandida-
ten für Donatororganismen werden gescreent und identifiziert. Danach kann man zwei Ansätze verfolgen: (a) 
mittels Enzymaufreinigung und Erzeugung von Antikörpern/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 für SSTS, GBSTS, BE, GS, Amylopectin oder sonstige stär-
keverkapselnde Enzyme in Bibliotheken des jeweiligen Organismus. Gentransformation, Pflanzenregenerati-
on und Testvorschriften sind in der Fachwelt bekannt. In diesem Fall ist es erforderlich, Genkonstrukte für die 
Transformation herzustellen, die Regulationssequenzen enthalten, welche die Expression während der Stär-
kebildung gewährleisten. Diese Regulationssequenzen sind in vielen kleinen Samenkörnern sowie in Knollen 
und Wurzeln vorhanden. So sind diese Regulationssequenzen leicht im Mais-Endosperm in DNA, die für die 
stärkekorngebundene Stärkesynthese (GBSTS), die lösliche Stärkesynthase (SSTS) oder Verzweigungsenzy-
me (BE) codiert, oder in anderen Enzymen des Stärkebiosynthesewegs des Maisendosperms verfügbar. Diese 
Regulationssequenzen aus dem Endosperm gewährleisten eine Proteinexpression zum korrekten Entwick-
lungszeitpunkt (z. B. ADPG-Pyrophosphorylase).

[0088] Bei diesem Verfahren messen wir die Stärkebindungskonstanten von stärkebindenden Proteinen mit-
tels Elektrophorese von nativem Protein in Gegenwart von geeigneten Konzentrationen an Kohlenhydraten wie 
Glycogen oder Amylopectin. Stärkeverkapselnde Regionen können dadurch aufgeklärt werden, daß man die 
ortsgerichtete Mutagenese sowie sonstige Verfahren der Gentechnik, mit denen der Fachmann vertraut ist, 
einsetzt. Neue kinetisch veränderte Proteine, die neue Peptide oder Aminosäurekombinationen enthalten kön-
nen, können mit den im vorliegenden Text beschriebenen Verfahren ausgewertet werden.
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BEISPIELE

Beispiel Eins:

Verfahren zur Identifikation von stärkeverkapselnden Proteinen

Isolation von Stärkekornprotein:

[0089] 12,5 g Samenkörner in 25 ml Extraktionspuffer homogenisieren (50 mM Tris-Acetat, pH 7,5, 1 mM ED-
TA, 1 mM DTT, 3 × 20 Sekunden im Waring-Blender mit 1 minütigen Abständen zwischen dem Mixen). Proben 
auf Eis aufbewahren. Durch Miracloth filtrieren und 30 min bei 6000 U/min zentrifugieren. Überstand verwerfen 
und verfärbte Feststoffe, die als Schicht auf dem weißen Stärkepellet 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. Stärke im Luftstrom 
trocknen. Bei –20°C aufbewahren.

Proteinextraktion:

[0090] 50 mg Stärke mit 1 ml 2% SDS in Eppendorf-Hütchen vermischen. Im Vortex-Mixer mischen, bei 
18.000 U/min 5 Minuten lang bei 4°C zentrifugieren. Überstand abgießen. Zweimal wiederholen. Mit 1 ml Pro-
benpuffer (4 ml destilliertes Wasser, 1 ml 0,5 Tris-HCl, 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-Hütchen 10 Minuten lang kochen, dabei 
Deckel mit Loch versehen. Abkühlung, 10 Min lang bei 10.000 U/min zentrifugieren. Überstand in frisches Ep-
pendorf-Hütchen abdekantieren. 4 Minuten lang gemeinsam mit Standards kochen. Abkühlung. 

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

Meßverfahren von stärkebindenden Regionen:

[0092]

SDS-PAGE-Gele: (nicht denaturierend)

10%iges Trenngel 4%iges Sammelgel

Acryl/Bis 40%ige Stammlösung 2,5 ml 1,0 ml

1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml -

0,5 M Tris pH 8,8 - 2,5 ml

10% SDS 100 μl 100 μl

Wasser 4,845 ml 6,34 ml

15 min entgasen, frisch zugeben

10% Ammoniumpersulfat 50 μl 50 μl

TEMED 5 μl 10 μl
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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.
• Überstand 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 Höchstgeschwindigkeit zentrifugieren. Di-
rekt verwenden oder in flüssigem Stickstoff einfrieren und bis zu 2 Wochen lang bei –80°C aufbewahren.

Gießen der Gele:

[0093] Gelbond PAG Film (FMC Industries, Rockland, ME) auf die (Innenseite der) äußeren Glasplatte mit 
doppelseitigem Klebeband mit der hydrophilen Seite nach oben anbringen. Klebeband und Film werden so 
knapp und gleichmäßig wie möglich 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. Überschüssiges Wasser 
mit einem Tuch herausdrücken. Platten wie üblich anordnen, dann Unterseite der Platten mit Klebstoff ver-
schließen. Die Kassette wird in die Gießanlage passen, wenn der graue Gummi von der Gießanlage entfernt 
wird. Das Gel polymerisiert mit dem Film und bleibt während aller folgenden Arbeitsschritte daran haften.

[0094] Gießen von 4,5%igem Mini-Trenngel (0,75 mm): 
2,25 ml dH2O  
+ 3,75 ml Saccharoselösung  
+ 2,5 ml Trennpuffer  
+ 1,5 ml 30% Acryl/Bis-Stammlösung  
+ verschiedene Mengen Glycogen für jedes Gel (d. h. 0–1,0%)  
 
15 MIN LANG ENTGASEN  
+ 50 μl 10% APS  
+ 5 μl TEMED  
30 MIN ODER ÜBER NACHT POLYMERISIEREN  
 
3,125%iges Sammelgelgießen:  
1,59 ml dH2O  

Lösungen:

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

Sammelpuffer: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
Trennpuffer: 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
10 X Puffer für untere Elektrode: 30,3 Tris + 144 g Glycin qs auf 1 l (pH beträgt –8,3, 

wird nicht eingestellt). Für Gebrauch verdünnen.
Puffer für obere Elektrode: Wie für untere Elektrode
Saccharose Lösung: 18,66 g Saccharose + 100 ml dH2O
30% Acryl/Bis-Stammlösung (2,67%C): 146 g Acrylamid + 4 g Bis + 350 ml dH2O. Auf 500 ml 

Auffüllen. Filtrieren und bis zu 1 Monat lang im Dun-
keln bei 4 C aufbewahren.

15% Acryl/Bis-Stammlösung (20%C): 6 g Acrylamid + 1,5 g Bis + 25 ml dH2O. Auf 50 ml Auf-
füllen. Filtrieren und bis zu 1 Monat lang im Dunkeln 
bei 4 C aufbewahren.

Riboflavinlösung: 1,4 g Riboflavin + 100 ml dH2O. Bis zu 1 Monat lang 
im Dunklen aufbewahren.

SS-Assay-Mix: 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 III (frisch)

Iodlösung: 2 g Iod + 20 g Kl, 0,1 N HCl auf 1 Liter
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+ 3,75 ml Saccharoselösung  
+ 2,5 ml Sammelpuffer  
+ 2,083 ml 15% Acryl/Bis-Stammlösung  
NICHT ENTGASEN  
15 μl 10% APS  
+ 35 μl Riboflavinlösung  
+ 30 μl TEMED  
2,5 STUNDEN IN DER NÄHE EINER GLÜHBIRNE POLYMERISIEREN

[0095] In 4°C Abkühlen, bevor die Kämme herausgezogen werden. Man kann auch keine Kämme verwenden 
und einfach einen Zentimeter Sammelgel gießen.

[0096] Das obengenannte Verfahren: 
• kann bei unterschiedlichen Temperaturen laufen gelassen werden; Gele und Lösungen vorinkubieren
• 15 min bei 200 V vorlaufen lassen
• Gel laden: 7 μl pro Schlitz oder 115 μl falls kein Kamm verwendet wurde
• Bei 140 V laufen lassen, bis die Farbstofffront in der Nähe des unteren Endes ist. Verschiedene Lauftem-
peraturen werden dadurch erzielt, daß man die gesamte Gelanordnung in ein Wasserbad gibt. Elektropho-
rese kann gelegentlich gestoppt werden, um einen Temperaturfühler in das Gel einzuführen.
• Enzym-Assay: Gele bei Farbstofffront abschneiden. In SS-Assaymix über Nacht bei Raumtemperatur un-
ter leichtem Bewegen inkubieren. Gele mit Wasser spülen. Mit I2/KI-Lösung überschichten.
• Aufnahmen der Gele auf Leuchtkasten machen und Aufnahmen messen. Rm = mm vom oberen Rand des 
Gels bis zu der Aktivitätsbande/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 für die Länge der SBR-Region:

[0097] Die Vorgehensweise der Vorschrift oben für die Auswahl der SBR-Region erfordert vier grundlegende 
Schritte. Zuerst muß DNA, die für ein Protein mit einer Stärkebindungsregion codiert, ausgewählt werden. Die-
se kann unter bekannten Stärkesynthesegenen oder Stärkebindungsgenen wie Genen für z. B. Amylasen aus-
gewählt werden. Das Protein muß extrahiert werden. Es sind verschiedene Proteinextraktionstechniken in der 
Fachwelt bekannt. Das Protein kann mit Proteasen behandelt werden, um zu Proteinfragmenten mit unter-
schiedlichen Längen zu gelangen. Die bevorzugten Fragmente weisen Deletionen in erster Linie von der N-ter-
minalen Region des Proteins auf. Die SBR-Region befindet sich näher zum C-terminalen Ende als zum N-ter-
minalen Ende. Das Protein wird auf den oben beschriebenen Gelen laufengelassen und die Affinität für die Gel-
matrix wird ausgewertet. Eine höhere Affinität zeigt eine stärkere Bevorzugung dieser Region des Proteins für 
die Matrix an. Mit diesem Verfahren lassen sich unterschiedliche Proteine vergleichen, um die stärkebindenden 
Regionen in natürlichen 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 mutmaßlichen SBR in diesen Vektoren verbunden war, hat für das "Green Fluorescent Protein" (GFP) co-
diert. Eine beliebige Anzahl von unterschiedlichen Genen, die für 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 I, 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; anschließend 
wurde das PCR-Produkt mit SpeI verdaut. Dieses SGFP-Fragment wurde in die EcoRV-SpeI 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; anschließend wurde das PCR-Produkt mit 
SpeI verdaut. Dieses SGFP-Fragment wurde in die EcoRV-SpeI Stellen von pBSK (Stratagene) subkloniert, 
wodurch man zu pEXS115 gelangte.

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

Tabelle 1a

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des waxy-Gens in Mais 
[SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5]

LOCUS ZMWAXY 4800 Bp DNA PLN
DEFINITION waxy(wx+)-Locus von Zea mays für UDP-Glucose-Stärkeglycosyltrans-

ferase
ZUGANGSNUMMER X03935 M24258
SCHLÜSSELWÖRTER Glycosyltransferase; Transitpeptid

UDP-Glucosestärke, Glycosyltransferase; waxy-Locus
HERKUNFT Mais
ORGANISMUS Zea mays  

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

REFERENZ 1 (Basen 1 bis 4800)
AUTOREN Kloesgen, R. B., Gierl, A., Schwarz-Sommer, Z., und Saedler, H.
TITEL Molecular analysis of the waxy locus of Zea mays
ZEITSCHRIFT Mol. Gen. Genet. 203, 237–244 (1986)
STANDARD Vollautomatisch
KOMMENTAR NCBI gi: 22509
MERKMALE Lage/Kennzeichnungen
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Tabelle 1b

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des waxy-Gens in Reis 
[SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7]

LOCUS OSWX 2542 Bp RNA PLN
DEFINITION O. sativa Waxy mRNA
ZUGANGSNUMMER X62134 S39554
SCHLÜSSELWÖRTER Glycosyltransferase; Stärkebiosynthese; waxy-Gen
HERKUNFT Reis
ORGANISMUS Oryza sativa Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; Liliop-

sida; Commelinidae, Cyperales; Poaceae
REFERENZ 1 (Basen 1 bis 2542)
AUTOREN Okayaki, R. J
TITEL Direkte Einreichung
ZEITSCHRIFT Eingereicht (12-SEP-1991) bei den EMBL/GenBank/DDBJ-Datenban-

ken
R. J.

Okayaki, Univerität Florida, Institut für Gemüsekulturen, 1255 Fifield 
Hall, 514 IFAS, Gainesville, Florida 32611-0514, USA

STANDARD Vollautomatisch
REFERENZ 2 (Basen 1 bis 2542)
AUTOREN Okagaki, R. J
TITEL Nukleotidsequenz einer langen cDNA des wayx-Gens aus Reis
ZEITSCHRIFT Plant Mol. Biol. 19, 513–516 (1992)
STANDARD Vollautomatisch
KOMMENTAR NCBI gi: 20402
MERKMALE Lage/Kennzeichnungen
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Tabelle 2

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des Gens für lösliche Stärkesynthase IIa in Mais 
[SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9]

AKTENBEZEICH-
NUNG:

MSS2C.SEQ SEQUENZ:NORMAL 2007 BP

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1–2007

TRANSLATIONSREGION 1–2007

*** DNA-TRANSLATION ***
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Tabelle 3

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des Gens für lösliche Stärkesynthase IIb in Mais 
[SEQ ID NO: 10 und SEQ ID NO: 11]

AKTENBEZEICH-
NUNG:

MSS3FULL.DN SEQUENZ:NORMAL 2097 BP

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1–2097

TRANSLATIONSREGION 1–2097

*** DNA-TRANSLATION ***
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Tabelle 4

DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des Gens für lösliche Stärkesynthase I in Mais 
[SEQ ID NO: 12 und SEQ ID NO: 13]

AKTENBEZEICH-
NUNG:

MSS1FULL.DN SEQUENZ:NORMAL 1752 BP

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1–1752

TRANSLATIONSREGION 1–1752
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Tabelle 5

mRNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz 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-Stärkeverzweigungsenzym-II-mRNA, Vollst. CDS.
ZUGANGSNUMMER L08065
SCHLÜSSELWÖRTER 1,4-alpha-Glucan Verzweigungsenzym; Amylo-Transglykosylase; Glu-

canotransferase; Stärkeverzweigungsenzym II
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 II from maize endosperm
ZEITSCHRIFT Plant Physiol. 102, 1045–1046 (1993)
STANDARD Vollautomatisch
KOMMENTAR NCBI gi: 168482
MERKMALE Lage/Kennzeichnungen
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Tabelle 6

mRNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz 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-Stärkeverzweigungsenzym-I-mRNA (BE-I).
ZUGANGSNUMMER D11081
SCHLÜSSELWÖRTER 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 für angewandte Biochemie
Universität Tsukuba
Tsukuba, Ibaraki 305
Japan
Tel: 0298-53-6632
Fax: 0298-53-6632
NCBI gi: 217959

MERKMALE Lage/Kennzeichnungen
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GFP-Konstrukte:

1. GFP ausschließlich in pET-21a:  
pEXS115 wird mit NdeI und XhoI verdaut, und das 740 Bp Fragment, das die SGFP-Codiersequenz enthält, 
wird in die NdeI- und XhoI-Spaltstellen von pET-21a (Novagen 601 Science Dr. Madison WI) subkloniert. 
(Siehe Karte in Fig. 2b GFG-21a).
2. GFP, das leserastergerecht am 5'-Ende des reifen Vollängen-WX subkloniert wurde:  
Das 740 Bp große NdeI-Fragment, das SGFP enthielt, aus pEXS114 wird in die NdeI-Spaltstelle von 

Tabelle 7

Codiersequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz für die Transitpeptidregion des Gens für lösliche Stärke-
synthase I aus Mais 

[SEQ ID NO: 18 und SEQ ID NO: 19]

AKTENBEZEICH-
NUNG:

MSS1TRTP.DN SEQUENZ:NORMAL 153 BP

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1–153

TRANSLATIONSREGION 1–153

*** DNA-TRANSLATION ***
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pEXSWX subkloniert (siehe Karte in Fig. 3b GFG-FLWX).
3. GFP, das leserastergerecht am 5'-Ende des N-terminal verkürzten WX subkloniert wurde:  
WX, das um 700 Bp am N-Terminus verkürzt wurde. Das 1 kB große BamHI-Fragment, das für den C-Ter-
minus von WX codiert, aus pEXSWX, wird in die BglII-Stelle von pEXS115 subkloniert. Anschließend wird 
das gesamte um SGFP verkürzte WX-Fragment als NdeI-HindIII-Fragment in PET21a subkloniert (siehe 
Karte in Fig. 3b GFP-BamHIWX).
4. GFP, das leserastergerecht am 5'-Ende des N-terminal verkürzten WX subkloniert wurde:  
WX, das um 100 Bp am N-Terminus verkürzt wurde. Das 740 Bp große NdeI-Nco-I-Fragment, das SGFP 
enthält, aus PEXS115, wird an den NdeI- und NcoI-Spaltstellen in pEXSWX subkloniert (siehe Karte in 
Fig. 4 GFP-NcoWX).

Beispiel Drei:

Plasmid-Transformation in Bakterien:

[0102] Präparation von kompetenten Escherichia coli-Zellen: 
1. 2,5 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie des gewünschten E. coli-Stamms inokulieren: Der gewählte 
Stamm war XLIBLUE DL2IDE3 von (Statagene); inklusive geeignete Antibiotika. Bei 37°C, 250 U/min über 
Nacht züchten.
2. 100 LB-Medium mit einer 1:50-Verdünnung der Übernachtkultur inokulieren, inklusive geeignete Antibi-
otika. Bei 37°C, 250 U/min solange züchten, bis die OD600 = 0,3–0,5 beträgt.
3. Kultur in sterile Zentrifugenflasche überführen und 15 Minuten lang auf Eis kühlen.
4. 5 Minuten bei 3000 × g (4°C) zentrifugieren.
5. Pellet erneut in 8 ml eiskaltem Transformationspuffer suspendieren. 15 Minuten auf Eis inkubieren.
6. 5 Minuten bei 3000 × g (4°C) zentrifugieren.
7. Pellet erneut in 8 ml eiskaltem Transformationspuffer 2 suspendieren. In aliquote Teile teilen, in flüssigem 
Stickstoff schockgefrieren, bei –70°C aufbewahrt.

[0103]

[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 μl DNA 30 Minuten mit 150 μl 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 μl LB-Medium versetzen und 1 Stunde lang bei 37°C inkubieren.
5. Auf LB-Agar, der die entsprechenden Antiobitika enthält, ausplattieren.

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

Beispiel Vier:

Expression des Konstrukts in E. coli:

1. 3 ml LB mit E. coli, der das interessierende Plasmid enthält, inokulieren. Geeignete Antibiotika mitver-
wenden. 37°C, 250 U/min, über Nacht.

Transformationspuffer 1 Transformationspuffer 2

RbCl 1,2 g MOPS (10 mM) 0,209 g

MnCl24H2O 0,99 g RbCL 0,12 g

Kaliumacetat 0,294 g CaCl2 2H2O 1,1 g

CaCl22H2O 0,15 g Glycerin 15 g

Glycerin 15 g dH2O 100 ml

dH2O 100 ml pH auf 6,8 mit NaO H

pH auf 5,8 mit 0,2 M Essigsäure Sterilfiltrieren

Sterilfiltrieren
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2. 100 ml LB mit 2 ml Übernachtkultur inokulieren.
Geeignete Antibiotika mitverwenden. Bei 37°C, 250 U/min züchten.
3. Bei einer OD600 von ungefähr 0,4–0,5 bei Raumtemperatur aufbewahren, 200 U/min.
4. Bei einer OD600 von ungefähr 0,6–0,8 mit 100 μl 1M 1PTG induzieren. IPTG-Endkonzentration beträgt 1 
mM.
5. Bei Raumtemperatur, 200 U/min, 4–5 Stunden züchten.
6. Zellen abzentrifugieren.
7. In flüssigem Stickstoff schochgefrieren und bei –70°C bis zur Verwendung aufbewahren.

[0106] Die Zellen können erneut in dH2O suspendiert und unter UV-Licht (λmax = 395 nm) auf Eigenfluoreszenz 
beobachtet werden. Die Zellen können 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 grüne Leuchten kann identifiziert werden.

Beispiel Fünf:

Plasmidextraktion aus Bakterien:

[0107] Es folgt nun eines der vielen allgemein verwendeten Plasmidaufreinigungsprotokolle mittels alkali-
scher Lyse, das sich für die Durchführung der vorliegenden Erfindung eignet. 

1. 100–200 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 über Nacht züch-
ten.
2. 10 Minuten bei 5,000 × g (4°C) zentrifugieren.
3. Zellen erneut in 10 ml Wasser suspendieren, in ein 15-ml-Zentrifugenröhrchen überführen 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 × g (4°C) zentrifugieren.
7. Überstand mit einem gleichen Volumen Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) extrahieren.
8. 10 Minuten bei 6.000–20.000 × g (4°C) zentrifugieren.
9. Wäßrige Phase in sauberes Röhrchen überführen und mit 1 Volumenteil Isopropanol fällen.
10. 15 Minuten bei 12.000 × g (4°C) zentrifugieren.
11. Pellet in 0,5 ml TE lösen, mit 20 μl 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. Wäßrige Phase mit 1 Volumenteil Isopropanol und 0,1 Volumenteil 3 M Natriumacetat fällen.
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 Aminosäuresequenz der Stärkesynthase-Codierregion aus pEXS52 
[SEQ ID No: 20 und SEQ ID NO: 21]

AKTENBEZEICH-
NUNG:

MSS1DELN.DN SEQUENZ:NORMAL 1626 BP

CODONTABELLE: UNIV.TCN

SEQUENZREGION 1–1626

TRANSLATIONSREGION 1–1626
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Beispiel Sechs:

[0109] Bei diesem Versuch wird ein Plasmid eingesetzt, das über einen Maispromoter, ein Maistransitpeptid, 
eine Stärkebindungsregion des Gens für die Stärkesynthase I und ein daran gebundenes ligiertes Genfrag-
ment verfügt. Das in Fig. 6 gezeigte Plasmid enthält die in Tabelle 8 aufgelistete DNA-Sequenz.

[0110] Das Plasmid pEXS52 wurde nach der folgenden Vorschrift konstruiert:  
Bei dem für 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 MstsI(6-4) (enthalten das Mais-STS-Transitpeptid, Verwendung als Matrize für PCT von stsI-Transit-
peptid weg) 

beide für PCT des stsI-Transitpeptids verwendet 

beide für PCR des Mais-10KD-Zein-Promoters verwendet (Journal: Gene 71: 359–370 [1988])  
genomische DNA aus Mais A632 (als Matrize für 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 SacI- und SacII-Spalt-
stelle klonieren (siehe Fig. 7)

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

[0111] NdeI wird durch Auffüllen 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 XbaI und der BamHI-Stelle freigesetzt. 
Das Mais-ADH1-Intron (XbaI/BamHI-Fragment) wird in pBluescriptSK- an der XbaI- 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-NdeI an der SacI- und der Sa-
cII-Stelle freigesetzt. Der Mais-10KD-Zein-Promoter (SacI/SacII-Fragment) wird in das Plasmid pEXSadh 1 
(das das Mais-and1-Intron enthält) an der SacI- und der SacII-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 HindIII-Spaltstelle freige-
setzt. Der Mais-nos3'-Terminator (EcoRI/HindIII-Fragment) wird in das Plasmid pEXSadh1 an EcoRI und Hin-
dIII 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 ApaI-Spaltstelle 
freigesetzt. Der Mais-nos3'-Terminator (EcoRI/ApaI-Fragment) wird in das Plasmid pEXS10zp-adh1 an EcoRI- 
und ApaI-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 durchgeführt, um das Stop-Codon zu einem Nicht-Stop-Codon zu verändern. 
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: NotI-Spaltstelle in pEXS33(m) deletiert (Bezeichnung pEXS50).

[0117] Die NotI-Spaltstelle wird als pEXS33 durch NotI-Auffüllen, 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 NotI/BamHI entfernt, mit Klenow-Fragment aufgefüllt, 
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 NdeI- und der EcoRI-Stel-
le freigesetzt. Die Mais-STSIII (NdeI-EcoRI-Fragment) wird getrennt in pEXS50 und pEXS60, kloniert, Be-
zeichnung pEXS51 bzw. pEXS61 (siehe Fig. 8 bzw. 9).

Schritt 12:

[0120] Gen in Tabelle 8 an der NdeI/NotI-Spaltsstelle in pEXS51 klonieren, wodurch man zu pEXS52 gelangt. 
Weitere ähnliche Plasmide können dadurch hergestellt werden, daß man andere Gene (STSI, II, WX, glgA, 
glgB, glgB, BEI BEII usw.) an der NdeI/NotI-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 ausgewählt und in 2,5-Inch-Töpfe, die mit 
einer Erdmischung (Mischung aus Oberboden mit Torf-Vermiculit 50/50) gefüllt waren, überführt. Die Töpfe 
wurden in ein Aquarium (Fischtank) mit Wasser in einer Höhe von 1/2 Inch gestellt. Oben wurde abgedeckt, 
um eine hohe Feuchtigkeit aufrechtzuerhalten (es wurden einige Löcher gemacht, so daß Wärme entweichen 
konnte). Die Temperatur wurde mit einem Thermometer überwacht. Der Fischtank wurde unter Fluoreszenz-
lampen gestellt. In der ersten Woche wurde kein Dünger 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 während des Tages. Unter dem Fischtank wurde eine Heizmatte verwendet, 
um wenn erforderlich das Wurzelwachstum zu unterstützten. Die Pflanzen blieben ungefähr eine Woche unter 
der genannten Bedingung. (Anmerkung: Die Keimpflanzen begannen sich aufgrund der niedrigen Lichtinten-
sität zu strecken).

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

[0124] Alternativ dazu kann die Wassermischung im Gewächshaus dazu verwendet werden, eine hohe 
Feuchtigkeit aufrechtzuerhalten. Die Pflanzen wuchsen drei Wochen lang. Anschließend wurden die Pflanzen 
in 6-Inch-Töpfe (Minimum: 5-Inch-Töpfe) mit Erdmischung (Oberboden und Torf-Vet, 50/50) umgesetzt. Die 
Töpfe standen in einer Schale, die mit ½ Inch Wasser gefüllt war. Die Pflanzen wurden einmal pro Woche oder 
nach dem Bedarf der Pflanzen gemäß ihres Aussehens mit 15-16-17 (N-K-P) gedüngt (250 ppm). Die Pflanzen 
verblieben in 14 Stunden Licht (Minimum) von 6 Uhr vormittags – 8 Uhr nachmittags bei hoher Lichtintensität, 
Temperatur 85°–90°/70°F Tag/Nacht.

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

Beispiel Sieben:

SBR-Vektor für Pflanzen:

[0126] Das in Abb. 6 gezeigte Plasmid wird an die Verwendung bei einkeimblättrigen Pflanzen, d. h. Mais, 
adaptiert. Das Plasmid pEXS52 (Fig. 6) verfügt über einen Promoter, ein Transitpeptid (aus Mais) und ein li-
giertes Genfragment (TGC GTC GCG GAG CTG AGC AGG GAG) [SEQ ID NO: 26], das für die Aminosäure-
sequenz C V A E L S R E [SEQ ID NO: 27] kodiert.

[0127] Dieses Genfragment tritt natürlich in der Nähe des N-terminalen Endes des Gens für die lösliche Stär-
kesynthase aus Mais (MSTSI) auf. Wie in Tabelle 8 dargestellt, beginnt die SBR der Stärkesynthase ungefähr 
bei Aminosäure 292. Dieser Vektor wird vorzugsweise in einen Maiswirt hineintransformiert. Das Transitpeptid 
ist derartig an Mais adaptiert, daß dieser der bevorzugte Wirt ist. Natürlich können Transitpeptid und Promoter 
gegebenenfalls dahingehend verändert werden, daß sie sich für die gewünschte 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 bestäubt und die er-
haltenen Körner können gewonnen und auf das Vorhandensein des Peptids in der Stärke und in den Stärke-
körnern analysiert werden.
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[0128] Es können die folgenen bevorzugten Gene in Mais zur Verbesserung von Futtermitteln eingesetzt wer-
den: Phytasegen, Somatotropingen, die folgenden verketteten Aminosäuren: 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 
für die Aminosäure Lysin in einer Kette oder ein Kombination der Codons, die sowohl für das Lysin- als auch 
das MethioninCodon kodieren, oder eine beliebige Kombination von zwei oder drei dieser Aminosäuren. Die 
Länge der Ketten sollte nicht allzulang sein, es scheint jedoch, daß die Kettenlänge nicht kritisch ist. So werden 
die Aminosäuren innerhalb des Stärkekorns verkapselt oder innerhalb der in dem stärkehaltigen Teil der Wirts-
pflanze gebildeten Stärke gebunden werden.

[0129] Dieses Plasmid kann in andere Getreide wie Reis, Weizen, Gerste, Hafer, Sorgumhirse oder kleinkör-
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 veröffentlicht worden ist, oder um andere 
fachbekannte Zein-Promoter handeln.

[0130] Außerdem können diese Plasmide ohne unzumutbare Versuchstätigkeit in zweikeimblättrige Pflanzen 
wie Kartoffeln, Süßkartoffel, Taro, Yam, Lotus, Cassava, Erdnüsse, Erbsen, Sojabohne, Bohnen oder Kicher-
erbsen hineintransformiert werden. Der Promoter kann dahingehend ausgewählt werden, daß die Stärkespei-
cherzone von bestimmten zweikeimblättrigen Pflanzen oder Knollen adressiert wird, zum Beispiel kann der Pa-
tatin-Promoter für Kartoffelknollen eingesetzt werden.

[0131] Es sind in diesem Fachgebiet verschiedene Verfahren zur Transformation von ein- und zweikeimblätt-
rigen Pflanzen bekannt, und das Verfahren, mit dem die Gene transformiert werden, ist für 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, eingeführt. 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, 
daß das Protein innerhalb des Stärkekorns eingekapselt wird (Stärkekornverkapselung), erstreckt sich die Er-
findung mit dem Begriff "Einkapselung" auch auf eine Einkapselung in Stärke, die nicht in Stärkekornform vor-
liegt. Für diesen Zweck eignen sich die folgenden Arten von Genen.

Verwendung von Stärkebindungregionen der Glycogensynthase:

[0133] Die Glykogensynthase aus E. coli ist kein großes Protein: das Strukturgen ist 1431 Basenpaare lang, 
wobei ein Protein mit 477 Aminosäuren mit einem geschätzten Molekulargewicht von 49.000 spezifiziert wird. 
Es ist bekannt, daß bei bakteriellen Genen, die in pflanzliche Genome insertiert werden, Probleme mit dem 
"Codon-Usage" auftreten können, dies ist jedoch bei E. coli-Genen nicht so ein großes 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 verändern, daß sie mit einer pflanzlichen Konsensussequenz besser kompatibel ist: 

Verwendung der Stärkebindungsregionen der löslichen Stärkesynthase:

[0134] cDNA-Klone von pflanzlichen löslichen Stärkesynthasen sind im Abschnitt oben "Allgemeiner Stand 
der Technik" beschrieben und können in der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden. Die Gene für beliebige 
solche SSTS-Proteine können in erfindungsgemäßen Konstrukten eingesetzt werden.

Verwendung der Stärkebindungsregionen des Verzweigungsenzyms:

[0135] cDNA-Klone von pflanzlichen, bakteriellen und tierischen Verzweigungsenzymen sind im Abschnitt 
oben "Allgemeiner Stand der Technik" beschrieben und können 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 primäre Hydroxy-
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gruppe in einer ähnlichen Glucankette übertragen), manchmal Q-Enzym genannt.

[0136] Die Sequenz des Verzweigungsenzyms I des Maises wurde von Baba et al. (1991) BBRC, 181: 87–94 
untersucht. Das Stärkeverzweigungsenzym II 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 gewährleisten. 
Die Gene für ein beliebiges solches Verzweigungsenzym des GBSTS-Proteins können in erfindungsgemäßen 
Konstrukten eingesetzt werden.

Verwendung von Stärkebindungsdomänen der stärkekorngebundenen Stärkesynthase:

[0137] Die Verwendung von cDNA-Klonen von pflanzlichen stärkekorngebundenen Stärkesynthasen 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 für die stärkekorngebundene Stärkesynthase 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 Aminosäuresequenzen und Nukleotidsequenzen der Stärkekorn-Stärkesynthasen aus z. B. Mais, 
Reis, Weizen, Kartoffel, Cassava, Erbsen oder Gerste sind gut bekannt. Die Gene von beliebigem solchen 
GBSTS-Protein können in erfindungsgemäßen Konstrukten eingesetzt werden.

Konstruktion von Pflanzentransformationsvektoren:

[0139] Pflanzentransformationsvektoren für das erfindungsgemäße Verfahren können 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 gewährleisten. Es wird angenommen, daß Chloroplas-
ten-Transitpeptide ähnliche 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 für 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: 

[0142] Die kleine RUBISCO-Untereinheit weist die folgende Sequenz auf: 

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

[0144] Die Transitpeptidsequenz der endospermgebundenen Stärkesynthase des Maises weist die folgende 
Sequenz auf: 
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[0145] Die Transitpeptidsequenz der löslichen Stärkesynthase des Maisendosperms weist die folgende Se-
quenz auf: 

Gentechnisches Einführen von neuen Aminosäuren oder Peptiden in stärkeverkapselnde Proteine:

[0146] Die in der vorliegenden Erfindung eingesetzten stärkebildenden Proteine können nach Methoden, mit 
denen der Fachmann vertraut ist, dahingehend modifiziert werden, daß sie neue Aminosäurekombinationen 
beinhalten. So können zum Beispiel Sequenzen von stärkebildenden Proteinen dahingehend modifiziert wer-
den, daß sie höhrere Lysin-, Methionin- oder Tryptophanniveaus als normal exprimieren. Solche Niveaus kön-
nen nützlicherweise über die normalen Niveaus hinweg angehoben werden, und solche Proteine stellen eine 
nährstoffmäßige Verbesserung in Kulturen wie Getreiden bereit.

[0147] Zusätzlich zu einer Veränderung der Aminosäurezusammensetzung ist es möglich, die stärkebinden-
den Proteine dahingehend genetisch zu verändern, daß wertvolle Peptide in das stärkebindende Protein ein-
gebaut werden können. Ein Anhängen des interessierenden Polypeptids an das stärkebindende Protein am 
N-terminalen Ende des Proteins stellt ein bekanntes Mittel zum Hinzufügen von Peptidfragmenten unter Bei-
behaltung der Stärkebindungsfähigkeit bereit. Weitere Verbesserungen können dadurch erfolgen, daß man 
spezifische Proteasespaltstellen in die Stelle, an der das interessierende Polypeptid an die Stärkebindungsre-
gion angeheftet wird, einführt. Es ist dem Fachmann gut bekannt, daß Proteasen bevorzugte Spezifitäten für 
unterschiedliche Aminosäurebindungen aufweisen. Solche Spezifitäten können dazu eingesetzt werden, um 
ein Mittel für die Abgabe von wertvollen Peptiden an unterschiedliche Regionen des Verdauungstrakts von 
Mensch und Tier bereitzustellen.

[0148] In einer weiteren Ausführungsform der vorliegenden Erfindung kann das interessierende Polypeptid 
im Anschluß an die Aufreinigung und Verarbeitung der Stärkekörner freigesetzt werden. Mittels Amylolyse-
und/oder Verkleisterungsverfahren ist bekannt, daß Proteine, die an das Stärkekorn gebunden sind, freigesetzt 
werden können bzw. für die Proteolyse verfügbar gemacht werden können. Dies ermöglicht die Gewinnung 
von wirtschaftlich bedeutenden Mengen an Proteinen und Peptiden aus der Stärkekornmatrix.

[0149] In einer weiteren Ausführungsform der Erfindung ist es möglich, die Stärkekörner auf verschiedene un-
terschiedliche Art und Weise aufzuarbeiten, um ein Mittel zur Veränderung der Verdaulichkeit der Stärke be-
reitzustellen. Mit dieser Methodik ist es möglich, die biologische Verfügbarkeit der innerhalb der Stärkekörner 
festgelegten Proteine, Peptide oder Aminosäuren zu verändern.
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SEQUENZBESCHREIBUNG
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Patentansprüche

1.  Rekombinantes Nukleinsäurekonstrukt, das folgendes umfaßt:  
a) einen Promoter, der dahingehend adaptiert ist, daß er die Expression eines interessierenden Polypeptids in 
einem stärkehaltigen Gewebe einer Pflanze während der Stärkesynthese beeinflußt.  
b) eine Nukleinsäure, die für ein Transitpeptid codiert, das das interessierende Polypeptid zu einem Amyloplas-
ten zu transportieren vermag;  
c) eine Nukleinsäure, die für eine stärkebindende Region codiert;  
d) eine Nukleinsäure, die für das interessierende Polypeptid codiert; sowie  
e) eine Terminatorsequenz;  
wobei das Konstrukt die Expression eines Hybridpolypeptids, das die stärkebindende Region und das interes-
sierende Polypeptid umfaßt, steuert, wobei das Hybridpolypeptid innerhalb von Stärke der Pflanze eingekap-
selt ist.

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

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

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

5.  Pflanzenzelle, die dahingehend transformiert ist, daß sie das Konstrukt nach Anspruch 1 umfaßt, 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 Ansprüche 1 bis 3 
umfaßt und das in Stärke dieses Samens eingekapselte Hybridpolypeptid zu exprimieren vermag.

8.  Modifizierte Stärke aus dem Samen nach Anspruch 7, wobei die Stärke das Hybridpolypeptid umfaßt.

9.  Modifizierte Stärke nach Anspruch 8 zur Verwendung als Arzneimittel.

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

11.  Nahrungsmittel oder Tierfutter, das die modifizierte Stärke nach Anspruch 8 umfaßt.

12.  Verfahren zur Herstellung eines reinen interessierenden Polypeptids, wobei das Verfahren die folgen-
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den Schritte umfaßt:  
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 stärkebindenden Region und dem in-
teressierenden Polypeptid eine Spaltstelle umfaßt.

15.  Hybridpolypeptid nach Anspruch 13 oder 14, wobei das interessierende Polypeptid aus der Gruppe be-
stehend aus Hormonen, Wachstumsfaktoren, Antikörpern, 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 Ansprüche 13 bis 16, wobei die stärkebindende Region von einem 
stärkebindenden Enzym abstammt.

18.  Hybridpolypeptid nach Anspruch 17, wobei das stärkebindende Enzym aus der Gruppe bestehend aus 
einer Stärkesynthase, einem Stärkeverzweigungsenzym und einer Glycogensynthase stammt.

19.  Hybridpolypeptid nach Anspruch 18, wobei das stärkebindende Enzym aus der Gruppe bestehend aus 
der löslichen Stärkesynthase I, der löslichen Stärkesynthase II, der löslichen Stärkesynthase III, der stärke-
korngebundenen Stärkesynthase, dem Verzweigungsenzym I, dem Verzweigungsenzym IIa und dem Verzwei-
gungsenzym IIb stammt.

20.  Hybridpolypeptid nach einem der Ansprüche 13 bis 19, wobei es sich bei der stärkebindenden Region 
um einen carboxyterminalen Abschnitt des stärkenbindenden Enzyms handelt.

21.  Stärkekorn, das das Hybridpolypeptid nach einem der Ansprüche 13 bis 20 enthält.

22.  Stärkekorn, das ein von dem Konstrukt nach einem der Ansprüche 1 bis 3 codiertes Hybridpolypeptid 
enthält.

23.  Stärkehaltiges Samenkorn, das das Stärkekorn nach Anspruch 21 oder 22 umfaßt.

24.  Stärkehaltiges Samenkorn nach Anspruch 23, das weiterhin einen Embryo und Nährgewebe umfaßt.

Es folgen 12 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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