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Verfahren zum Einfiihren von beliebigen DNS-Sequenzen in das Genom von héheren Pflanzen,

vorzugsweise von proteinogenen DNS-Sequenzuen fir die Expression in Pflanzensamen, wobei

— zunichst ein vollstandiges, beispielsweise pflanzensa nenprotein-spezifisches Gen isoliert
wird und

— danach die proteinkodierenden und regulativen DNS-Abschnitte durch Sequenzanalyse
ermittelt werden,

dadurch gekennzeichnet, daf’

— die proteinkodierenden DNS-Abschnitte vollsténdig oder fast vollstdndig aus dem in einem
Vektorplasmid befindlichen Gen herausgeschnitten werden,

— die regulativen DNS-Abschnitte vollstandig oder fast vollsténdig erhalten bleiben und unter
Herbeifiihrung eines unikalen Restriktionsortes, der im Wirkungsbereich der regulativen DNS-
Abschnitte liegt, zu einer Deletionsmutante vereinigt werden,

— die Deletionsmutante aus dem Vektorplasmid isoliert und in einen Pflanzen-
Transformationsvektor so einligiert wird, daR der unikale Restriktionsort erhalten bleibt und
eine Expressionskassette entsteht, in welcher der Pflanzen-Transformationsvektor die
Transformation der gesamten Expressionskassette in hohere Pflanzen (ibernimmt,

— in den unikalen Restriktionsort der Expressionskassette eine beliebige DNS-Sequenz einligiert
wird und

— die DNS-Sequenz in Pflanzensamen hoherer Pflanzen exprimiert wird.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Expressionskassette auf der Basis

eines Gens fiir ein Protein in Pflanzensarnen, beispielsweise von Leguminosen oder Getreiden,
konstruiert wird, welches aus einer Genk ank selektiert wird.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, d28 das Gen, welches fiir das in

Pflanzensamen gespeicherte Protein Legumin kodiert, aus einer Genbank der Ackerbohne
selektiert wird. ]

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal} das Gen, welches fiir das in
Pflanzensamen gespeicherte Protein Vicilin kodiert, aus einer Genbank der Ackerbohne selektiert
wird.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenr.zeichnet, da} das Gen, welches fiir das in
Pflanzensamen exprimierte Protein USP kodiert, aus einer Genbank der Ackerbohne selektiert
wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 aus einer cDNS-Bank der Ackerbohne
Klone mit spezifischen Inserts von Legumin-, Vicilin- oder USP-DNS selektiert und durch
Sequenzierung deren cDNS-Nukleotidsequenzen ermitteit werden.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da3 die
genomische Sequenz eines Proteins mit der zugehérigen cDNS-Nukleotidsequenz verglichen und
daraus bestimmt wird, wo sich die proteinkodierenden, die regulativen DNS-Abschnitte und wo
sich Intronsequenzen befinden.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf das in dem Vektorplasmid vorliegende

Gen an einem im proteinkodierenden DNS-Abschnitt gelegenen unikalen Restriktionsort
geschnitten wird, daB die beidseitig vom Restriktionsort gelegenen beiden Teile des
proteinkodierenden DNS-Abschnittes entfernt, die beiden so entstandenen Enden des Gens
stumpf gemacht und tber Linker unter Wiederherstellung eines unikalen Restriktionsortes
rezirkularisiert werden.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, da die beidseitig vom unikalen

Restriktionsort gesetzte Deletion den gesamten proteinkodierenden DNS-Abschnitt des Gens
erfalt.

Verfahren nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daR} die beidseitig vom unikalen
Restriktionsort gesetzte Deletion den proteinkodierenden DNS-Abschnitt ausschlieRlich der
Signalpeptidsequenz und der durch die Signalpeptidase erkennbaren Proteinstruktur betrifft.
Verfahren nach Anspruch 1, 8 und 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Deletion die Signale zum
intra- und extrazellularen Transport der Proteine nicht beriihrt.

Verfahren nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, da die im Vektorplasmid vorliegende
Deletionsmutante mittels Restriktasen gewonnen und in den durch kompatible Restriktasen
geoffneten Pflanzen-Transformationsvektor unter Erhalt der Expressionskassette so einligiert
wird, daf? der 3'seitig vom Promotor des Gens gelegene unikale Restriktionsort zur Einligierung
der DNS-Sequenz erhalten bleibt.

1
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13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal eine DNS-Sequenz, die fiir ein Protein
mit physiologischer Wirkung im menschlichen Organismus kodiert, aus einer cDNS-Bank selektiert
wird.

14. Verfahren nach Anspruch 1 und 13, dadurch gekennzeicknet, da8 aus einer cDNS-Bank ein Klon

selektiert wird, der die vollsténdige doppelstringige cDNS-Kopie der mRNS des menschlichen

Gewebe-Plasminogen-Aktivators enthilt.

Verfahren nach Anspruch 1, 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, daR die DNS-Sequenz des

gesamten proteinkodierenden DNS-Abschnittes mittels Restriktasen gewonnen wird.

16. Verfahren nach Anspruch 1, 8 und 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daR die protginkodierende
DNS-Sequenz des menschlichen Gewebe-Plasminogen-Aktivators in den mittels Restriktasen
gedffneten unikalen Restriktionsort der Expressionskassette einligiert wird und mit dieser
Konstruktion hohere Pflanzen transformiert werden. :

-2
<

Hierzu 1 Seite Zeichnungen '

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Einfiihren von beliebigen DNS-Sequenzen in das Genom von hdheren Pflanzen nach
dem Oberbegriff des Patentanspruches 1, '

Charakteristik des bekannten Standss der Technik

Esist seit langem bekannt, speziell fiir diesen Zweck isolierte Gene in hohere Pflanzen einzuschleusen, um auf diese Weise
bestimmte, vererbbare Verédnderungen im Genom dieser Pflanzen herbeizufiihren. Eine Voraussetzung fiir die Expression der
Ubertragenen Gene ist dabei, daR sie iber eine pflanzenspezifische Promotorsequenz verfiigen. So ist es beispielsweise bareits
gelungen, bestimmte Gene in hGheren Pflanzen zu exprimieren, um deren Resistenz gegen Antibiotika und Herbizide zu
verbessern. Man verwendet dazu sogenannte konstitutive Promotorer wie den Promotor des Nopalinsynthase-Gens.'1/, den
TR-Doppelpromotor/4/ oder den Promotor des 35 S-Transkriptes des Blumenkohl-Mosaikvirus/5/.

Diese Promotoren sind in allen oder mindestens in vielen Geweben der manipulierten Pflanzen aktiv, und das ist nicht in jedem
Fall erforderlich oder erwiinscht. Es sind vielmehr héufig bessere Ergebnisse zu erwarter, wenn die Promotoren nur dort )
wirksam sind, wo das Pflanzengewebe tatsichlich verindert werden soll. Besonders vorteilhaft wére es an sich auch, wenn der
Vorgang in das glinstigste Entwicklungsstadium der Pflanzen fiele. Die angegebenen bekannten Promotoren vermdgen diesen
Forderungen aber nicht gerecht zu werden. Aus diesem Grunde sind auch schon gowebe- und entwicklungsspezifische
Promotoren isoliert worden, wobei man sich entweder sogenaniter Promotorsuchplasmide oder des screening in Gen-Banken
mit entsprechenden mRNS-Populationen als Hybridisierungsproben bedient; es konnten antheren-, ovarien-, bliiten-, blatter-,
laubblatter-, stengel-, wurzel- und samenspezifische Gene mitihren zugehdrigen Promotoren isoliert werden/2/. Davon sind vor
allem die samenspezifischen Promotoren wegen der Bedeutung von Pflanzensamen fiir die Eréhrung von groRer Wichtigkeit.
Als ergiebige Quelle fiir samenspezifische Regulationssequenzen stehen die Promotoren der von verschiedenen Pflanzenarten
bereits klonierten und sequentierten pflanzensamenprotainspezifischen Gene zur Verfiigung/3; 6; 7/. Es fehlt jedoch bisher ein
universell einsetzbares Ubertragungsvehikel fiir Fremdgene zu deren pflanzensamenspezifischer Expression.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, Gene in Pflanzensamen zur Expression zu bringen, deren Expressionsprodukte Proteine sind, welche
als solche aus den Pflanzensamen zu gewinnen sind oder ihre physiologische Wirkung bei der erndhrungsméBigen Nutzung der
Pflanzensamen entfalten.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Demzufolge hatsich die Erfindung die Aufgabe gestellt, fiir Gene der eingangs néiher bezeichneten Art, deren aroteinkodierends
und requlative DNS-Abschnitte durch Sequenzanalyss ermittelt worden sind, ein geeignetes Transportmittel fir die
Einschleusung in das Genom der Empféngerpflanzen mit nachfolgender samenspezifischer Expression bereitzustellen, das
einfach herstell- und universell anwendbar ist. :
Erfindungsgemaf wird die Aufgabe dadurch geldst, da88 die proteinkodierenden DNS-Abschnitte vollstandig oder fast
vollsténdig aus dem in einem Vektorplasmid befindlichen Gen herausgeschnitten werden, daR die regulativen NDNS-Abschnitte
volisténdig oder fast vollstandig erhalten bleiben und unter Herbeifiihrung eines unikalen Restriktionsortes, der im
Wirkungsbereich der regulativen DNS-Abschnitte liegt, zu einer Deletionsmutante vereinigt werden, daf3 die Deletionsmutante
aus dem Vektorplasmid isoliert und in einen Pilanzen-Transformationsvektor so einligiert wird, daB der unikale Restriktionsort
erhalten bleibt und eine Expressionskasselte entsteht, in welcher der Pflanzen-Transformationsvektor die Transformation der
gesamten Expressionskassette in hohere Pflanzen (ibernimmt, daR in den unikalen Restriktionsort der Expressionskasssite gine
beliebige DNS-Sequenz einligiert wird und daB die DNS-Sequenz in Pflanzensamen héherer Pflanzen exprimiert wird. Es ist
aweckmagig, dal die Expressionskassette auf der Basis eines Gens fiir ein Protein in Pflanzensamen, beispielsweise von
Leguminosen oder Getreiden, konstruiest wird, welches aus einer Genbank selektiert wird, wobei das Gen, welches fiir das in
Pflanzensamen gespeicherte Protein Legumin/6/ kodiert, aus einer Genbank der Ackerbohne selektiert wird. Es ist auch maglich,
daR das Jen, welches fiir das in Pflanzensamen gespeicherte Protein Vicilin {Anlage 1) kodiert, aus einer
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Genbank der Ackerbohne selektiert wird, genauso wie das Gen, welches fiir das in Pflanzensamen exprimierte Protein USP
{Anlage 2) kodiert. Es ist erforderlich, daf aus einer cDNS-Bank der Ackerbohne Kione mit spezifischen Inserts von Legumin-,
Vicilin- oder USP-DNS selektiert und durch Sequenzierung deren cDNS-Nukleotidsequenzen ermittelt werden, und daf} die
genomische Sequenz eines Proteins mit der zugehdrigen cDNS-Nukleotidsaquaenz verglichen und daraus bestimmt wird, wo
sich die proteinkodierenden, die regulativen DNS-Abschnitte und wo sich Intronsequenzen befinden. Im einzelnen ist es dann
zweckméBig, daR das in dem Vektorolasmid vorliegende Gen an einem im proteinkodierenden DNS-Abschnitt gelegenen,
unikalen Restriktionsort geschnitten wird, daR die beidseitig vom Restriktionsort gelegenen beiden Teile des proteinkodierenden
DNS-Abschnittes entfernt, die beiden so entstandenen Enden des Gens stumpf gemacht und iiber Linker unter
Wiederherstellung eines unikalen Restriktionsortes rezirkularisiert werden. Es ist denkbar, daf die beidseitig vom unikalen
Restriktionsort gesetzte Deletion den gesamten proteinkodierenden ['NS-Abschnittdes Gens erfafit, aber glinstiger, wenn dies
ausschlieBlich der Signalpeptidsequenz und der durch die Signalpeptidase erkennbaren Proteinstruktur erfolgt, und wenn die
Deletion die Signale zum intra- und extrazelluliren Transport der Proteine nicht berihrt. Es ist auch vorteilhaf, wenn die im
Vektorplasmid vorliegende Deletionsmutante mittels Restriktasen gewonnen und in den durch kompatible Restriktasen
gedffneten Pflanzen-Transformationsvektor unter Erhalt der Fxpressionskassette so einligiert wird, daB der 3'seitig vom
Promotor des Gens gelegene unikale Restriktionsort 2ur Einligierung der DNS-Sequenz erhalten bleibt. Es ist madglich, dal3 eine
DNS-Sequeng, die fiir ein Protein mit physiologischer Wirkung im menschlichen Organismus kodiert, aus einer cDNS-Bank
selektiert wird bzw. aus dieser cDNS-Bank ein Klon selektiert wird, der die voilstindige doppelstréngige cDNS-Kopie der mRNS
des menschlichen Gewebe-Plasminogen-Aktivators enthilt. Es ist schlieRlich méglich, daB die DNS-Sequenz des gesamten
proteinkodierender. DNS-Abschnittes mittels Restriktasen gewonnen wird und daR die proteinkodierende DNS-Sequenz des
menschlichen Gewebe-Plasminogen-Aktivators in den mittels Restriktasen gedffneten unikalen Restriktionsort der
Expressionskassette einligiert wird und mit dieser Konstruktion hohere Pflanzen transformiert werden.

Entsprechend dem erfindungsgeméRen Verfahren werden beliebige, vor allem proteinkodierende DNS-Sequenzen durch
Uberfiihrung in eine Expressionskassette in den Zustand der direkten Transformierbarkeit in das Genom héherer Pflanzen
versetzt. Ihre Expression erfolgt bevorzugt im Zellgewebe von Pflanzensamen. Die Vielfalt der verfahrensgemaR herstellbaren
Expressionskassetten erlaubt eine Wahl nach dem Kriterium des gewiinschten intra- oder extrazellulidren Ortes der Lokalisation
der exprimierten Proteine.

Ausfithrungsbaispiel

Die Erfindung wird nachstehend — zum Teil an Hand einer Zeichnung — an einem Ausfiihrungsbeispiel ndher erldutert. Dabei
werden drei Varianten der Herstellung einer erfindungsgemafen Expressionskassette dargestellt und auf der einzigen Figur der
Zeichnung verdeutlicht.

a} Konstruktion einer Expressionskassette fiir das Samenprotein USP .

Das mit USP bezeichnete ,unbekannte’ Samenprotein USP hatein Molekulargewicht vbn 30kD. Seine Funktion kornte noch nicht
ermitteit werden. USP-kodierende mRNS hat einen Anteil von 80%am poly-A*RNS-Gehalt in friihen Stadien sich entwickelnder
Samen der Ackerbohne/8/. Durch Translation hybridsalektierter mRNS werden USP-spezifische LDNS-Klene identifiziert. Einige
dieser cDNS-Klone werden sequentiert und als spezifische Hybridisierungsprobe fiir die Isolierung entsprechender genomischer
Klone aus einer Genbank benutzt/9/. Ein etwa 3,5kb groRes Pst-I-Fragment eines genomischen Klones A V£30.1 wird im
Sequenzierungsvektor H13 mp 18 und mittels Sangar-Technik/10/ sequentiert. Durch Vergleich der cDNS-Nukleotidsequenzen
mit der genomischen Sequenz kénnen nun Promotorbereich, proteinkodierende und regulative DNS-Abschnitte sowie
Intronsequenzen bestimmt werden (Anlage 2). Die Klonierung des 3,5kb groBen Pst-I-Fragmentes in einem Vektorplasmid
pUC18 ergibt das fiir die Konstruktion einer Expressionskasseite verwendbare Plasmid pUC18/Pst30.1 (Fig.). Die in diesem
Plasmid jeweils unikalen Restriktionsorte Bstxl am Ubergang vom proteinkodierenden zum regulativen DNS-Abschnitt und
Hind!ll {in der Zeichnung teilweise verkiirzend mit Hill bezeichnet) im Polylinker des Plasmids werden gespalten. D s restliche
Plasrnid wird nach Erzeugung glatter Enden mit Hilfe von T,-Polymerase und Einfligung von Bgl-li-Linkern zirkularisiert/11/. Es
entsteht ein mit pUC 18/USPP bezeichnetes Plasmid {Fig.). Das USP-Promotorfragment liegt in diesem Plasmid als ein Bam-HI-
Bgl-i-Fragment vor und wird in ein durch Bgl-ll-Spaltung gedffnetes Vektorplasmid pGA471/12/ kloniert. Dabei entsteht auf der
einen Seite ein weder durch Bglli noch durch BAM H1 spaltbarer, mit BB bezeichneter Ort und auf der anderen Seite ein unikaler
Bgl-1-Ort. Das so konstruierte Plasmid wird mit 471/USPP bezeichnet und ist die Expressionskassette Es handelt sich um einen
fiir den Ti-Flasmid-vermittelten Gentransfer geeigneten Binarvektor, der in Agrobakterien-Stamme konjugiert und fiir die
Transformation héherer Pflanzen benutzt wird. Der Einbau siner beliebigen DNS-Sequenz in den unikalen Bgl-I-Ort der
Expressionskassette stellt diese unter die Kontrolle des USP-Promotors. Es ist vorteilhaft, die einzubauende DNS-Sequenz mit
GATC-Enden zu versehen, d.h,, sie sollte als Bam-HI-, Bgl-ll-, B¢c!-I-, San-3A- oder Mbo-I-Fragment vorliegen.

b) Konstruktion einer Expressionskassette fiic das Samenprotein Legumin

Ein Gen LEB4/13; 14/ des Samenproteins Legumin liegt in einem Plasmid pUC18/8gll14 (Fig.) als ein 4,7kb groRes Bgl-II-
Fragment vor. Dieses Plasmid wird am unikalen BAM-HI-Ort geéffnet und partiell mit der Exonuklease Bal31 und anschlieBend
zur Entfernung der 3'seitig vom urspriinglichen BAM-HI-Ort gelegenen proteinkodic enden Sequenzen mit Sall verdaut. Nach
der Erzeugung von glatten Enden wird das Plasmid unter Einfligung von BAM-Hi-Linkern zirkularisiert. Aus der so entstandenen
Plasmid-Schar mitunterschiedlicher Lage des Delektionspunktes wird ein Klon pA4/12 ausgewihit. Der BAM-HI-Linker liegt bei
diesem Klon unmittelbar vor dem AUG-Startkadon/13/, so daR die gesam*e 5'seitig nichttranslatierte Sequenz erhalten bleibt.
Im so erhalten Plasmid wird zusétzlich der unikale Sst-1-Ort im Polylinker durch Einfigung eines Bgl-Il-Linkers in einen Bgl-1l-Ort
umgewandelt, wodurch das Promotorfragment als Bgl-ll-Hind-1ll-Fragment isoliert werden kann. Es entsteht ein als pA4/12BB
bezoichnetes Plasmid (Fig.). Das Bgl-il-Hind-lil-Promotorfregment wird nun in den Bgl-ll-Hind-Il-ge6ffneten Bindrvektor pGA471
wie unter a) beschrieben kloniert. Es entsteht sc eine samenspezifische Expressionskassette mit einem unikalen BAM-HI-Ort auf
der Basis des Legumin-Promotors analog a).
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Aus der Plasmid-Schar kann ferner ein Klon p A4/4 ausgewéhlt werden, in dessen BAM-HI-Linker drei Nukleotide hinter dem die
Signalsequenz kodierenden Bereich geschnitten wird. Durch Umwandlung des unikalen Sst-l-Ortes in einen Bgl-Il-Ort durch
Einfligung entsprechender Linker wird der Abschnitt Promotor/Signalsequenz/kodierender Teif als Bgl-ll-Hind-lll-Fragment
isolierbar und kann in den Bgl-Il-Hind-lil-gedffneten Bindrvektor pGA 471 einkloniert werden. Das so erhaltene Plasmid 471/leg P
ist die Expressionskassstte. In ihr stehen die in den Bam-HI-Ort einklonierten DNS-Sequenzen nicht nur unter der Kontrolle des
Legumin-Promotors, sondern dariiber hinaus die Genprodukte unter der Kontrolle der Legumin-Signalsequenz, die eine
entsprechende Kanalisierung in vakuoldre Kompartimente gewéhrleistet.

¢) Konstruktion einer Expressionskassette fiir das Samenprotein Vicilin .

Vicilinist eines der beiden wichtigsten Reserveproteine inden Samen der Ackerbohne. Uber isolierte poly A*-RNS aus friihen bis
mittleren Reifestadien dieser Samen wird doppelstréingige DNS synthetisiert und einy cDNS-Bank eingerichtet, wobei vicilin-
spezifische Klone mittels Hybridisierungsselektion und in-vitro-Translation der mRNS identifiziert werden/13/. Diese Klone
dienen wie oben als Hybridisierungsr;obe fiir die Isolierung entsprechender genomischer Klone. Ein etwa 3,2kb groRes
Eco-RI-Fragment wird in einem Sequenzierungs-Vektor M 13mp 18 kloniert und sequentiert/11/. Durch Vergleich mit
cDNS-Sequenzen/9/ werden proteinkodierende von regulativen DNS-Abschnitten unterscheiden. Das in ein Plasmid pUC9
umklonierte, 3,2kb groRe genomische Eco-RI-Fragment ergibt das Plasmid pUC9/Vic 1.1 (Fig.). Durch Verdauung mit Xbal wird
der Teil des Genes entfernt, der 3'seitig von der Spaltunasst-!le der Signalsequenz liegt. Durch Einligieren eines Bgl-ll-Linkers
wird das Plasmid zirkularisiert zu dem Plasmid pUC¥%/VicP-S (Fig.). Der Promotorteil des Vicilin-Genes einschiieRlich des fiir die
Signalsequenz kodierenden Bereiches wird durch Eco-RI-Bgl-ll-Verdauung isoliert und in den Eco-RI-Bgl-ll-gedffneten
Bindrvektor pGA 471 einligiert: es entsteht als Expressionskassette das Plasmid 471/VicP-S (Fig.). Beim Einbau einer beliebigen
DNS-Sequenzin den unikalen Bgl-ll-Ort dieses Plasimids steht diese in transgenischen Pflanzen unter der Kontrolle des Vicilin-
Promotors und das Genprodukt unter Kanalisierungskontrolle der Vicilin-Signalsequenz.
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