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(57) Zusammenfassung

Es werden Nucleinsiuremolekiile beschrieben, die ein Stirkekorn-gebundenes Protein codieren, sowie Verfahren und rekombinante
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PFLANZEN, DIE EINE MODIFIZIERTE STARKE SYNTHETISIEREN, VERFAHREN ZU IHRER
HERSTELLUNG SOWIE MODIFIZIERTE STERKE

Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleinsduremolekiile, die
ein Stdrkekorn-gebundenes Protein codieren, sowie Verfahren
und rekombinante DNA-~Molekiile zur Herstellung transgener
Pflanzenzellen und Pflanzen, die eine modifizierte Stérke
mit verdnderten Viskosititseigenschaften und einem verinder-
ten Phosphatgehalt synthetisieren. Die Erfindung betrifft
ebenfalls die aus den Verfahren resultierenden transgenen
Pflanzenzellen und Pflanzen und die aus den transgenen
Pflanzenzellen und Pflanzen erhdltliche Sté&rke.

Das Polysaccharid Stdrke, das einen der wichtigsten Spei-
cherstoffe im Pflanzenreich darstellt, findet neben der Ver-
wendung im Nahrungsmittelbereich auch eine breite Verwendung
als nachwachsender Rohstoff fiir die Herstellung industriel-
ler Produkte. Um die Anwendung dieses Rohstoffes in még-
lichst vielen Einsatzgebieten zu ermdglichen, ist es notwen-
dig, eine groBe Stoffvielfalt und eine Anpassung an die je-
weiligen Anforderungen der zu verarbeitenden Industrie 2zu
erreichen.

Obwohl Stdrke aus einem chemisch einheitlichen Grundbau-
stein, der Glucose, aufgebaut ist, stellt Stdrke keinen ein-
heitlichen Rohstoff dar. Es handelt sich dabei eher um ein
komplexes Gemisch aus unterschiedlichen Molekiilformen, die
sich hinsichtlich ihres Verzweigungsgrades und des Auftre-
tens von Verzweigungen der Glucoseketten unterscheiden. Man
unterscheidet insbesondere die Amylose-Stdrke, ein im we-
sentlichen unverzweigtes Polymer aus «a-1,4-verkniipften
Glucosemolekiilen, von der Amylopektin-Stdrke, die ein Ge-
misch aus unterschiedlich stark verzweigten Glucoseketten
darstellt, wobei die Verzweigungen durch das Auftreten von

a-1,6-glycosidischen Verkniipfungen zustande kommen.
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Die molekulare Struktur der Stdrke, die zu einem groBen Teil
durch den Verzweigungsgrad, das Amylose/Amylopektin-
Verhdltnis, die durchschnittliche Kettenldnge sowie das Vor-
handensein von Phosphatgruppen bestimmt wird, ist ausschlag-~
gebend fiir wichtige funktionelle Eigenschaften der Stirke
bzw. ihrer wéBrigen L&sungen. Als wichtige funktionelle Ei-
genschaften sind hierbei beispielsweise zu nennen die Los-
lichkeit, das Retrogradierungsverhalten, die Filmbildungsei-
genschaften, die Viskositit, die Farbstabilitdt, die Ver-
kleisterungseigenschaften, d.h. Binde- und Klebeigenschaf-
ten, sowie die K&ltestabiliti#t. Auch die Stdrkekorngrése
kann filir verschiedene Anwvendungen von Bedeutung sein. Von
besonderem Interesse ist insbesondere die Erzeugung von
hochamylosehaltigen Stérken. Ferner kann eine in Pflanzen-~
zellen enthaltene modifizierte Stirke das Verhalten der
Pflanzenzelle unter bestimmten Bedingungen vorteilhaft ver-
dndern. Denkbar ist beispielsweise eine Verringerung des
Stdrkeabbaus widhrend der Lagerung von Stédrke-enthaltenden
Organen, wie 2z.B. Samen oder Knollen, vor deren weiterer
Verarbeitung, z.B. zur Extraktion der Stirke. Ferner ist es
von Interesse, modifizierte Stidrken herzustellen, die dazu
fihren, daB8 Pflanzenzellen oder pflanzliche Organe, die die-
se Stdrke enthalten, besser zur Weiterverarbeitung geeignet
sind, beispielsweise bei der Herstellung von "Popcorn" oder
"Corn flakes" aus Mais oder von Pommes frites, Chips oder
Kartoffelpulver aus Kartoffeln. Von besonderem Interesse ist
hierbei die Verbesserung der Stidrken in der Hinsicht, das
sie ein reduziertes "cold sweetening" aufweisen, d.h. eine
verringerte Freisetzung von reduzierenden Zuckern
(insbesondere Glucose) bei einer ldngeren Lagerung bei nied-
rigen Temperaturen. Gerade Kartoffeln werden hdufig bei Tem-
peraturen von 4-8 °C gelagert, um den Stirkeabbau wihrend
der Lagerung zu minimieren. Die hierbei freigesetzten redu-
zierenden Zucker, insbesondere Glucose, fiihren beispielswei-~
se bei der Herstellung von Pommes frites oder Chips zu uner-
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winschten Brdunungsreaktionen ‘(sogenannte Maillard-
Reaktionen).

Die Anpassung der aus Pflanzen isolierbaren Stdrke an be-
stimmte industrielle Verwendungszwecke erfolgt hdufig mit
Hilfe chemischer Modifikationen, die in der Regel zeit- und
kostenintensiv sind. Es erscheint daher wiinschenswert, Mdg-
lichkeiten zu finden, Pflanzen herzustellen, die eine Stédrke
synthetisieren, die in ihren Eigenschaften bereits den An-
forderungen der verarbeitenden Industrie entspricht.
Herkémmliche Wege zur Herstellung derartiger Pflanzen beste-
hen in klassischen Ziichtungsverfahren und der Erzeugung von
Mutanten. So wurde beispielsweise bei Mais eine Mutante er-
zeugt, die eine Stidrke mit verdnderten Viskositdtseigen-
schaften synthetisiert (US Patentschrift 5,331,108), sowie
eine Maissorte (waxy maize) durch Ziichtung etabliert, deren
Stdrke zu nahezu 100% aus Amylopektin besteht (Akasuka und
Nelson, J. Biol. Chem. 241 (1966), 2280-2285). Ferner sind
bei Mais und Erbse Mutanten beschrieben worden, die Sté&rken
mit hohem Amylosegehalt synthetisieren (70% in Mais bzw. bis
zu 50% in Erbse). Diese Mutanten sind bisher nicht auf mole-
kularer Ebene charakterisiert worden und erlauben somit auch
nicht die Erzeugung entsprechender Mutanten in anderen stér-
kespeichernden Pflanzen.

Alternativ kénnen Pflanzen, die eine Stdrke mit verdnderten
Eigenschaften synthetisieren, mit Hilfe gentechnischer Ver-
fahren erzeugt werden. Beschrieben wurde beispielsweise in
mehreren Fillen die gentechnische Verdnderung von Kartoffel-
pflanzen, mit dem 2Ziel der Verdnderung der in den Pflanzen
synthetisierten Stdrke (z.B. WO 92/11376; WO 92/14827). Vor-
aussetzung fiir die Anwendung gentechnischer Verfahren ist
jedoch die Verfiigbarkeit von DNA-Sequenzen, deren Genproduk-
te einen Einfluf auf die Stirkesynthese, die Stdrkemodifika-
tion oder den Stdrkeabbau haben.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde,
Nucleinsduremolekiile und Verfahren zur Verfiigung zu stellen,
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die es ermdglichen, Pflanzen dahingehend zu veridndern, daB8
sie eine Stdrke synthetisieren, die sich hinsichtlich ihrer
physikalischen und/oder chemischen Eigenschaften von natiir-
licherweise in den Pflanzen synthetisierter Stidrke unter-
scheidet, insbesondere eine hochamylosehaltige Stédrke, und
die somit fiir allgemeine und/oder spezielle Verwendungszwek~
ke besser geeignet ist.

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Pa-~
tentanspriichen bezeichneten Ausfilhrungsformen gelést.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit Nucleinsiuremolekii-
le, die ein Protein mit der unter Seq ID No. 2 angegebenen
Aminosduresequenz codieren. Derartige Proteine liegen in den
Plastiden pflanzlicher Zellen sowohl an Stdrkekdrnern gebun-
den vor, als auch aufierhalb von Stidrkekdrnern in freier,
d.h. ldslicher Form. Die Enzymaktivitdt derartiger Proteine
fihrt bei Expression in E. coli zu einer erh&hten Phosphory-
lierung des in den Zellen synthetisierten Glycogens. Das Mo-
lekulargewicht dieser Proteine liegt im Bereich von 140-160
kd, wenn es mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese bestimmt
wird.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsiuremole-
kiile, die eine Sequenz mit der unter Seq ID No. 1 angegebe~
nen Nucleotidabfolge, insbesondere die in Seq ID No. 1 ange-
gebenen codierenden Region, umfassen.

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Nucleinsduremolekii-
le, die ein Protein codieren, das in den Plastiden pflanzli-
cher Zellen zum Teil ar Stirkekdrnern gebunden vorliegt, und
die mit den oben genannten erfindungsgemiBen Nucleinsiuremo-
leklilen hybridisieren. Der Begriff "Hybridisierung" bedeutet
in diesem Zusammenhang eine Hybridisierung unter konventio-
nellen Hybridisierungsbedingungen, vorzugsweise unter strin-

genten Bedingungen, wie sie beispielsweise in Sambrook et
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al. (1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY)
beschrieben sind. Diese Nucleinsduremolekiile, die mit den
erfindungsgemdBen Nucleinsiduremolekiilen hybridisieren, k&n-
nen prinzipiell aus jedem beliebigen Organismus (d.h. Pro-
karyonten oder Eukaryonten, insbesondere aus Bakterien, Pil-
zen, Algen, Pflanzen oder tierischen Organismen) stammen,
der derartige Nucleinsduremolekiile besitzt. Sie stammen vor-
zugsweise aus monokotylen oder dikotylen Pflanzen, insbeson-
dere aus Nutzpflanzen, und besonders bevorzugt aus Starke-
speichernden Pflanzen.

Nucleinsduremolekiile, die mit den erfindungsgemdfen Molekii~
len hybridisieren, kénnen 2z.B. aus genomischen oder aus
cDNA-Bibliotheken verschiedener Organismen isoliert werden.
Die Identifizierung und Isolierung derartiger Nucleinsdure-
molekiile aus Pflanzen oder anderen Organismen kann dabei un-
ter Verwendung der erfindungsgemédBen Nucleinsduremolekiile
oder Teile dieser Molekiile bzw. der reversen Komplemente
dieser Molekiile erfolgen, z.B. mittels Hybridisierung nach
Standardverfahren (siehe z.B. Sambrook et al., 1989, Molecu-
lar Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl. Cold Spring Har-
bor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

Als Hybridisierungsprobe k&énnen 2z.B. Nucleins&duremolekiile
verwendet werden, die exakt die oder im wesentlichen die un-
ter Seq ID No. 1 angegebene Sequenz oder Teile dieser Se-
quenz aufweisen. Bei den als Hybridisierungsprobe verwende-
ten DNA-Fragmenten kann es sich auch um synthetische DNA-
Fragmente handeln, die mit Hilfe der Ggdngigen DNA-
Synthesetechniken hergestellt wurden und deren Sequenz im
wesentlichen mit der der erfindungsgemdfen Nucleins&duremole-
kiile ibereinstimmt. Hat man Gene identifiziert und isoliert,
die mit den erfindungsgemiBen Sequenzen hybridisieren, ist
eine Bestimmung der Sequenz und eine Analyse der Eigenschaf-
ten der von dieser Sequenz codierten Proteine erforderlich.

5
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Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsduremo-
lekilile, deren Sequenzen aufgrund des genetischen Codes dege-
neriert sind im Vergleich zu den Sequenzen der obengenannten
Molekiile, und die ein Protein codieren, das in den Plastiden
pflanzlicher Zellen teilweise an Stirkekdrner gebunden vor-
liegt.

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Fragmente, Derivate
und allelische Varianten der oben beschriebenen Nucleinsiu-
remolekiile, die das oben beschriebene Protein codieren. Un-
ter Fragmenten werden dabei Teile der Nucleinsiduremolekiile
verstanden, die lang genug sind, um das beschriebene Protein
Zu codieren. Der Ausdruck Derivat bedeutet in diesem Zusam-
menhang, daB die Sequenzen dieser Molekiile sich von den Se-
quenzen der oben beschriebenen Nucleinsiduremolekiile an einer
oder mehreren Positionen unterscheiden und einen hohen Grad
an Homologie zu den Sequent+zen dieser Molekiile aufweisen.
Homologie bedeutet dabei eine Sequenzidentitit von minde-
stens 40%, insbesondere eine Identiti#t von mindestens 60%,
vorzugsweise iiber 80% und besonders bevorzugt iiber 90%. Die
Abweichungen zu den oben beschriebenen Nucleinsiuremolekiilen
kénnen dabei durch Deletion, Substitution, Insertion oder
Rekombination entstanden sein.

Homologie bedeutet ferner, daf funktionelle und/oder struk-
turelle Aquivalenz zwischen den betreffenden Nucleinsiuremo-
lekiilen oder den durch sie codierten Proteinen, besteht. Bei
den Nucleins#duremolekiilen, die homolog zu den oben beschrie-
benen Nucleinsduremolekiilen sind und Derivate dieser Molekii-
le darstellen, handelt es sich in der Regel um Variationen
dieser Nucleinsduremolekiile, die Modifikationen darstellen,
die dieselbe biologische Funktion ausiiben. Es kann sich da-
bei sowohl um natiirlicherweise auftretende Variationen han-
deln, beispielsweise um Sequenzen aus anderen Organismen,
oder um Mutationen, wobei diese Mutationen auf natiirliche

Weise aufgetreten sein kénnen oder durch gezielte Mutagenese
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eingefiihrt wurden. Ferner kann es sich bei den Variationen
um synthetisch hergestellte Sequenzen handeln.

Bei den allelischen Varianten kann es sich sowohl um natiir-
lich auftretende Varianten handeln, als auch um synthetisch
hergestellte oder durch rekombinante DNA-Techniken erzeugte
Varianten.

Die von den verschiedenen Varianten der erfindungsgemiBen
Nucleinsduremolekiile codierten Proteine weisen bestimmte ge-
meinsame Charakteristika auf. Dazu kénnen z.B. Enzymaktivi-
tdt, Molekulargewicht, immunologische Reaktivitdt, Konforma-
tion etc. gehdren, sowie physikalische Eigenschaften wie
z.B. das Laufverhalten in Gelelektrophoresen, chromatogra-
phisches Verhalten, Sedimentationskoeffizienten, L&slich-
keit, spektroskopische Eigenschaften, Stabilitat, pH-
Optimum, Temperatur-Optimum etc.

Die erfindungsgemdBen Nucleinsduremolekiile konnen prinzipi-
ell aus jedem Organismus stammen, der die beschriebenen Pro-
teine exprimiert, vorzugsweise aus Pflanzen, insbesondere
aus stirkesynthetisierenden bzw. stdrkespeichernden Pflan-
zen. Besonders bevorzugt sind dabei z.B. Getreidearten (wie
Gerste, Roggen, Hafer, Weizen etc.), Mais, Reis, Erbse, Ma-
niok, Kartoffel usw. Ferner koénnen sie durch dem Fachmann
geldufige Synthesetechniken hergestellt werden.

Bei den erfindungsgemidfen Nucleinsduremolekiilen kann es sich
sowohl um DNA-, beispielsweise um cDNA oder genomische DNA,
als auch um RNA-Molekiile handeln.

Ferner betrifft die Erfindung Vektoren, insbesondere Plasmi-
de, Cosmide, Viren, Bacteriophagen und andere in der Gen-
technik gdngige Vektoren, die die oben beschriebenen erfin-
dungsgemdBen Nucleinsduremolekiile enthalten.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform sind die in den Vekto-
ren enthaltenen Nucleinsduremolekiile verkniipft mit regulato-
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rischen Elementen, die die Transkription in prokaryontischen
oder eukaryontischen Zellen gewdhrleisten.

In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung
Wirtszellen, insbesondere prokaryontische oder eukaryonti-
sche Zellen, die mit einem oben beschriebenen erfindungsge-
md@Ben Nucleinsduremolekill oder Vektor transformiert und/oder
genetisch manipuliert sind, sowie Zellen, die von solchen
Zellen abstammen und ein erfindungsgeméBes Nucleinsiuremole-
klil oder einen Vektor enthalten. Dabei handelt es sich vor-
zugsweise um bakterielle Zellen oder um Pflanzenzellen.

Es wurde nun gefunden, daB das durch die erfindungsgemifen
Nucleins&duremolekiile codierte Protein einen EinfluB auf die
Stédrkesynthese bzw. -modifikation hat, und eine Verédnderung
der Menge des Proteins in pflanzlichen Zellen zu Verinderun-
gen im Stdrkemetabolismus der Pflanzen filhrt, insbesondere
zur Synthese von Stédrken mit verdnderten physikalischen und
chemischen Eigenschaften.

Durch die Bereitstellung der erfindungsgemifen Nucleinsidure-
molekiile ist es somit mdglich, mit Hilfe gentechnischer Ver-
fahren Pflanzen herzustellen, die eine modifizierte Stirke
synthetisieren, die sich in ihrer Struktur und ihren physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften von in Wildtyp-
Pflanzen synthetisierter Stdrke unterscheidet. Hierzu werden
die erfindungsgemifen Nucleinsiuremolekiile mit regulatori-
schen Elementen verkniipft, die die Transkription und Trans-
lation in Pflanzenzellen gewdhrleisten, und in pflanzliche
Zellen eingebracht.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch transgene
Pflanzenzellen, die ein erfindungsgemidBes Nucleinsduremole-
kiil enthalten, wobei dieses mit regulatorischen Elementen
verkniipft ist, die die Transkription in pflanzlichen Zellen
gewdhrleisten. Die regulatorischen Elemente sind vorzugswei-

se heterolog in Bezug auf das Nucleinsduremolekiil.
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Die transgenen Pflanzenzellen kdénnen nach dem Fachmann be-
kannten Techniken zu ganzen Pflanzen regeneriert werden. Die
durch Regeneration der erfindungsgemdfen transgenen Pflan-
zenzellen erhdltlichen Pflanzen sind ebenfalls Gegenstand
der vorliegenden Erfindung. Ferner sind Gegenstand der Er-
findung Pflanzen, die die obenbeschriebenen transgenen
Pflanzenzellen enthalten. Bei den transgenen Pflanzen kann
es sich prinzipiell um Pflanzen jeder beliebigen Pflanzen-
spezies handeln, d.h. sowohl monokotyle als auch dikotyle
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Nutzpflanzen, insbe-
sondere stidrkespeichernde Nutzpflanzen, wie z.B. Getreidear-
ten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen etc.), Relis, Mais, Erbse,
Maniok und Kartoffel.

Die erfindungsgemifen transgenen Pflanzenzellen und Pflanzen
synthetisieren aufgrund der Expression bzw. zusdtzlichen Ex-
pression eines erfindungsgemdBen Nucleinsduremolekiils eine
Stdrke, die im Vergleich 2zu Stdrke aus Wildtyp-Pflanzen,
d.h. nicht-transformierten Pflanzen, modifiziert ist, insbe-
sondere im Hinblick auf die Viskositdt wé&Briger Lodsungen
dieser Stidrke und/oder den Phosphatgehalt. Dieser ist in der
Regel bei der Stidrke aus transgenen Pflanzenzellen bzw.
Pflanzen erhdht, wodurch die physikalische Eigenschaften der
Starke verdndert werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch die aus
den erfindungsgemidfen transgenen Pflanzenzellen und Pflanzen
erhdltliche Stéarke.

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur
Herstellung eines Proteins, das in pflanzlichen Zellen so-
wohl an Stidrkekdrner gebunden als auch in 1léslicher Form
vorliegt, bei dem erfindungsgemdBe Wirtszellen unter Bedin-
gungen kultiviert werden, die die Expression des Proteins
erlauben, und das Protein aus den Zellen und/oder dem Kul-

7
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Ferner betrifft die Erfindung die durch die erfindungsgeméa-
Ben Nucleinsduremolekiile codierten Proteine sowie Proteine,
die durch das oben beschriebene Verfahren erhdltlich sind.
Es handelt sich dabei vorzugsweise um pflanzliche, kernco-
dierte Proteine, die in den Plastiden lokalisiert sind. In
den Plastiden liegen diese Enzyme sowohl an den Stirkekdr-
nern gebunden vor als auch frei. Die entsprechenden Proteine
aus Solanum tuberosum weisen in einer SDS-Gelelektrophorese
ein Molekulargewicht von 140-160 kd auf und filhren bei Ex-
pression in E. coli zu einer erhshten Phosphorylierung des
in den Zellen synthetisierten Glycogens.

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Antikdrper, die spe-
2ifisch ein erfindungscgemifes Protein erkennen. Es kann sich
hierbei sowohl um monoclonale als auch um polyclonale Anti-
ko6rper handeln.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsiuremole-
kllle, die mit einem erfindungsgmeiBen Nucleinsiuremolekiil
spezifisch hybridisieren und eine Linge von mindestens 15
Nucleotiden aufweisen. Spezifisch hybridisieren bedeutet da-
bei, daB unter konventionellen Hybridisierungsbedingungen,
vorzugsweise unter stringenten Bedingungen, keine signifi-
kanten Kreuzhybridisierungen mit Sequenzen auftreten, die
fir andere Proteine cocdieren. Vorzugsweise haben derartige
Nucleinsduremolekiile eine Linge von mindestens 20, besonders
bevorzugt von mindestens 50 und insbesondere von mindestens
100 Nucleotiden. Verwendet werden koénnen solche Molekiile
beispielsweise als PCR-Primer, als Hybridisierungsproben
oder als DNA-Molekiile, die antisense-RNA codieren.

Es wurde ferner gefunden, dafR es mdglich ist, die Eigen-
schaften der in Pflanzenzellen synthetisierten Stirke da-
durch zu beeinflussen, daB die Menge an Proteinen, die durch
die erfindungsgemifen Nucleinsiuremolekiile codiert werden,
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in den Zellen verringert wird. Diese Verringerung kann bei-
spielsweise durch antisense-Expression der erfindungsgeméBen
Nucleinsduremolekiile, durch Expression geeigneter Ribozyme
oder mittels Cosuppression erfolgen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit auch DNA-
Molekiile, die eine antisense-RNA codieren, die komplementéar
ist 2zu Transkripten eines erfindungsgemdBen DNA-Molekiils.
Komplementir bedeutet dabei, daB die codierte RNA nicht 100
% komplementdr sein muf, sondern auch ein geringerer Grad an
Komplementaritit ausreicht, solange sie genligend hoch ist,
um bei Expression in pflanzlichen Zellen die Expression ei-
nes erfindungsgemidfen Proteins zu inhibieren. Die transkri-
bierte RNA ist vorzugsweise zumindest 90 % und besonders be-
vorzugt mindestens 95 % komplementdr zu einem Transkript ei-
nes erfindungsgemiBen Nucleinsduremolekiils. Um bei Trans-
kription in pflanzlichen Zellen einen antisense-Effekt 2zu
bewirken, sind derartige DNA-Molekiile mindestens 15 bp lang,
vorzugsweise lidnger als 100 bp und besonders bevorzugt l&n-
ger als 500 bp, jedoch in der Regel kiirzer als 5000 bp, vor-
zugsweise kiirzer als 2500 bp.

Ferner betrifft die Anmeldung auch DNA-Molekiile, die bei Ex-
presssion in pflanzlichen Zellen zur Synthese einer RNA fiih-
ren, die in den Pflanzenzellen aufgrund eines Cosuppressi-
ons-Effektes eine Verringerung der Expression erfindungsge-
midBer Nucleinsiduremolekiile hervorruft, die das beschriebene
Protein codieren. Das Prinzip der Cosuppression sowie die
Herstellung entsprechender DNA-Sequenzen ist beispielsweise
ausfihrlich beschrieben in der WO 90/12084. Derartige DNA-
Molekiile codieren vorzugsweise eine RNA, die einen hohen
Grad an Homologie 2zu Transkripten der erfindungsgemidBen
Nucleinsduremolekiille hat. Es ist dabei allerdings nicht un-
bedingt erforderlich, daB die codierte RNA in ein Protein
translatierbar ist.
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In einer weiteren Ausfilhrungsform betrifft die vorliegende
Erfindung DNA-Molekiile, die ein RNA-Molekiil mit Ribozymakti-
vitdt codieren, das spezifisch Transkripte eines erfindungs-
gemdBen DNA-Molekiils spaltet.

Ribozyme sind katalytisch aktive RNA-Molekiile, die in der
Lage sind, RNA-Molekiile und spezifische Zielsequenzen zu
spalten. Mit Hilfe gentechnologischer Methoden ist es moég-
lich, die Spezifitit von Ribozymen zu verdndern. Es existie-
ren verschiedene Klassen von Ribozymen. Fiir die praktische
Anwendung mit dem Ziel, das Transkript eines bestimmten Gens
gezielt zu spalten, werden bevorzugt Vertreter zweier ver-
schiedener Gruppen von Ribozymen verwendet. Die eine Gruppe
wird gebildet von Ribozymen, die dem Typ der GruppeI-Intron-
Ribozymen zuzuordnen sind. Die zweite Gruppe wird von Ribo-
zymen debildet, die als charakteristisches Strukturmerkmal
ein sogenanntes "hammerhead"-Motiv aufweisen. Die spezifi-
sche Erkennung des Ziel-RNA-Molekiils kann modifiziert werden
durch Anderung der Sequenzen, die dieses Motiv flankieren.
Diese Sequenzen bestimmen {iber Basenpaarung mit Sequenzen im
Zielmolekiil die Stelle, an der die katalytische Reaktion und
somit die Spaltung des Zielmolekiils erfolgt. Da die Sequenz-
anforderungen fir eine effiziente Spaltung &uBerst gering
sind, ist es im Prinzip méglich, spezifische Ribozyme fiir
praktisch jedes beliebige RNA-Molekiil zu entwickeln.

Um DNA-Molekiile herzustellen, die ein Ribozym codieren, das
spezifisch Transkripte eines erfindungsgemédfen DNA-Molekiils
spaltet, wird beispielsweise eine DNA-Sequenz, die eine ka-
talytische Domine eines Ribozyms codiert, beiderseits mnit
DNA-Sequenzen verkniipft, die homolog sind zu Sequenzen des
Zielenzyms. Als Sequenzen, die die katalytische Domdnen co-
dieren, kommen beispielsweise in Frage die katalytische Do-
mdne der Satelliten-DNA des SCMo-Virus (Davies et al., Viro-
logy 177 (1990), 216-224) oder die der Satelliten-DNA des
TobR-Virus (Steinecke et al., EMBO J. 11 (1992), 1525-1530;
Haseloff und Gerlach, Nature 334 (1988), 585-591). Die die
katalytische Domdne flankierenden DNA-Sequenzen stammen vor-
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zugsweise aus den oben beschriebenen erfindungsgemdBen DNA-
Molekiilen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende
Erfindung Vektoren, die die oben beschriebenen DNA-Molekiile
enthalten, insbesondere solche, bei denen die beschriebenen
DNA-Molekiile verkniipft sind mit regulatorischen Elementen,
die die Transkription in pflanzlichen Zellen gewdhrleisten.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Wirtszellen, die
die beschriebenen DNA-Molekiile oder Vektoren enthalten. Die
Wirtszelle kann eine prokaryontische, beispielsweise bakte-
rielle, oder eukaryontische Zelle sein. Bei den eukaryonti-
schen Wirtszellen handelt es sich vorzugsweise um pflanzli-
che Zellen.

Ferner betrifft die Erfindung transgene Pflanzenzellen, die
ein oben beschriebenes DNA-Molekiil enthalten, das eine anti-
sense-RNA, ein Ribozym oder eine RNA, die zu einem Cosup-
pressions-Effekt fiihrt, codiert, wobei dieses DNA-Molekiil
verkniipft ist mit DNA-Elementen, die die Transkription in
pflanzlichen Zellen gewidhrleisten. Diese transgenen Pflan-
zenzellen kdnnen nach gidngigen Techniken zu ganzen Pflanzen
regeneriert werden. Die Erfindung betrifft somit auch Pflan-
zen, die erh#ltlich sind durch Regeneration aus den be-
schriebenen transgenen Pflanzenzellen, sowie Pflanzen, die
die beschriebenen transgenen Pflanzenzellen enthalten. Bei
den transgenen Pflanzen kann es sich wiederum um Pflanzen
jeder beliebigen Pflanzenspezies handeln, vorzugsweise um
Nutzpflanzen, insbesondere stdrkespeichernde, wie oben ange-
geben.

Durch die Expression der beschriebenen DNA-Molekiile, die an-
tisense-RNA, ein Ribozym oder eine "Cosuppressions-RNA" co-
dieren, in den transgenen Pflanzenzellen kommt es zu einer

Verringerung der Menge an Proteinen, die durch erfindungsge-
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mdBe DNA-Molekiile codiert werden, die endogen in den Zellen
vorliegen. Diese Verringerung hat iberraschenderweise eine
drastische Verdnderung der physikalischen und chemischen Ei-
genschaften der in den Pflanzenzellen synthetisierten Stirke
zur Folge, insbesondere der Viskosititseigenschaften wiBri-
ger Ldsungen dieser Stédrke, des Phosphatgehaltes als auch
der Freisetzung reduzierender Zucker bei Lagerung der Pflan-
zenzellen oder Pflanzenteile bei niedrigen Temperaturen. Die
Eigenschaften der in den transgenen Pflanzenzellen syntheti-
sierten Stdrke wird weiter unten ausfiihrlich beschrieben.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch die aus
den beschriebenen transgenen Pflanzenzellen und Pflanzen er-
hdltliche Stéarke.

Ferner betrifft die Erfindung die durch die beschriebenen
DNA-Molekiile codierten antisense-RNA-Molekiile, sowie RNA-
Molekiile mit Ribozymaktivitit und RNA-Molekiile, die einen
Cosuppressions-Effekt hervorrufen, die durch Transkription
erhdltlich sind.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein
Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzenzellen, die im
Vergleich zu nicht-transformierten Zellen eine modifizierte
Stérke synthetisieren, bei dem in den Pflanzenzellen die
Menge an Proteinen verringert wird, die durch erfindungsge-
mé&Be DNA-Molekiile codiert werden, die endogen in den Zellen
vorliegen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt diese Verringe-
rung mit Hilfe eines antisense-Effektes. Hierzu werden er-
findungsgemdBe DNA-Molekiile oder Teile davon in antisense-
Orientierung mit einem Promotor verkniipft, der die Trans-
kription in pflanzlichen Zellen gewdhrleistet, sowie gegebe-
nenfalls mit einem Terminationssignal, das die Termination
der Transkription sowie die Polyadenylierung des Transkrip-
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tes gewdhrleistet. Um einen effizienten antisense-Effekt in
den pflanzlichen Zellen zu gewdhrleisten, sollte die synthe-
tisierte antisense-RNA eine Mindestlidnge von 15 Nukleotiden,
vorzugsweise von mindestens 100 Nukleotiden und besonders
bevorzugt von iiber 500 Nukleotiden aufweisen. Ferner sollte
die die antisense-RNA codierende DNA-Sequenz in bezug auf
die 2zu transformierende Pflanzenspezies homolog sein. Es
konnen jedoch auch DNA-Sequenzen verwendet werden, die einen
hohen Grad an Homologie zu endogen in den Zellen vorhandenen
DNA-Sequenzen aufweisen, vorzugsweise eine Homologie von
mehr als 90%, besonders bevorzugt von mehr als 95%.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die
Verringerung der Menge an Proteinen, die durch die erfin-
dungsgemiBen DNA-Molekiile codiert werden, durch einen Ribo-
zym-Effekt. Die prinzipielle Wirkungsweise von Ribozymen,
sowie die Konstruktion von DNA-Molekiilen, die derartige RNA-
Molekiile codieren, wurden bereits oben beschrieben. Um in
transgenen Zellen eine RNA mit Ribozymaktivitdt zu expri-
mieren, werden die oben beschriebenen DNA-Molekiile, die filr
ein Ribozym codieren, mit DNA-Elementen verkniipft, die die
Transkription in pflanzlichen Zellen gewdhrleisten, insbe-
sondere mit einem Promotor und einem Terminationssignal. Die
in den Pflanzenzellen synthetisierten Ribozyme fihren 2zur
Spaltung von Transkripten von erfindungsgemdfen DNA-
Molekiilen, die endogen in den Zellen vorliegen.

Eine weitere Mdglichkeit der Verringerung der Menge an Pro-
teinen, die durch die erfindungsgemdfen Nucleins&duremolekiile
codiert werden, ist die Cosuppression. Gegenstand der Erfin-
dung sind dabei auch die durch das erfindungsgemidBe Verfah-
ren erhiltlichen Pflanzenzellen, die dadurch charakterisiert
sind, daB bei ihnen die Menge an Proteinen verringert ist,
die durch die erfindungsgemdfen DNA-Molekiile codiert werden,
und die im Vergleich zu Wildtyp-Zellen eine modifizierte
Stdrke synthetisieren.
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Ferner betrifft die Erfindung Pflanzen, die erhdltlich sind
durch Regeneration der beschriebenen Pflanzenzellen, sowie
Pflanzen, die die beschriebenen erfindungsgemdfen Zellen
enthalten.

Die aus den beschriebenen Pflanzenzellen und Pflanzen er-
hdltliche Stdrke ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden
Erfindung. Diese weist im Vergleich zu Stirke aus Wildtyp-
Pflanzen verédnderte physikalische und chemische Eigenschaf-
ten auf. Beispielsweise besitzt diese Stirke im Vergleich
zZur Stédrke aus Wildtyp-Pflanzen einen reduzierten Phosphat-
gehalt. Ferner zeigen wiBrige Lésungen dieser Stidrke verdn-
derte Viskosit#dtseigenschaften.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist der Phosphatgehalt
der beschriebenen Stirke um mindestens 50%, vorzugsweise um
mindestens 75% und besonders bevorzugt um mehr als 80% im
Vergleich zu Stidrke aus Wildtyp-Pflanzen verringert.

Der besondere Vorzug der beschriebenen Stirke liegt in den
verdnderten Viskositidtseigenschaften wdBriger L&sungen die-
ser Stérke.

Ein gdngiger Test, der verwendet wird, um die Viskosititsei-
genschaften zu bestimmen, ist der sogenannte Brabender-Test.
Dieser Test wird durchgefiihrt unter der Verwendung eines Ap-
parates, der beispielsweise als Viskograph E bekannt ist.
Hergestellt und vertrieben wird dieses Instrument unter an-
derem von der Firma Brabender OHG Duisburg (Deutschland).
Der Test besteht im wesentlichen darin, daB Stirke in Gegen-
wart von Wasser zunichst erhitzt wird, um zu bestimmen, wann
die Hydratisierung und das Schwellen der Starkekdérner ein-
setzt. Dieser Vorgang, der auch als Gelatinisierung bzw.
Verkleisterung bezeichnet wird, beruht auf der Aufldsung von
Wasserstoffbriickenbindungen und geht einher mit einer meBba-
ren Viskositdtszunahme der Stdrkesuspension. Widhrend eine
weitere Erhitzung nach der Gelatinisierung zur vollstdndigen
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Aufldsung der Stirkepartikel und einer Abnahme der Viskosi-
tidt filhrt, kXommt es bei einer Abkilhlung unmittelbar nach der
Gelatinisierung typischerweise 2zu einer Viskositdtszunahme
(siehe Fig. 3). Das Resultat eines Brabendertests ist eine
Kurve, die die Viskositdt in Abhdngigkeit von der 2Zeit an-
gibt, wobei 2zundchst eine Temperaturzunahme bis iiber die Ge-
latinisierungstemperatur und anschlieBend eine Abkiihlung er-
folgt.

Die Analyse einer Brabender-Kurve zielt in der Regel ab auf
die Bestimmung der Verkleisterungsstemperatur, der maximalen
Viskositdt bei Erhitzen, der Viskositdtszunahme bei Abkilih-
lung, sowie der Viskositdt nach dem Erkalten. Diese Parame-
ter sind wichtige Charakteristika, die die Qualit&@t einer
Stdrke sowie ihre Verwendbarkeit fiir verschiedene Anwendun-

gen bestimmen.

Die Stdrke, die sich beispielsweise aus Kartoffelpflanzen
isolieren 1&B8t, bei denen durch einen antisense-Effekt die
Menge an erfindungsgemifen Proteinen in den Zellen reduziert
wurde, zeigt Charakteristika, die stark von denen abweichen,
die Stirke zeigt, die aus Wildtyppflanzen isolierbar ist. Im
Vergleich zu diesen zeigt sie nur eine geringe Viskosit&dts-
zunahme beim Erhitzen, eine geringere maximale Viskositidt,
sowie eine stirkere Viskositidtszunahme beim Erkalten (siehe
Fig. 3, 4 und 5).

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung
somit eine Stirke, deren wiBrige Ldsungen die in Fig. 4 oder
5 dargestellten charakteristischen Viskositdtseigenschaften
besitzen. Die modifizierte Stirke weist, insbesondere unter
den in Beispiel 8 a genannten Bedingungen zur Bestimmung der
Viskositdt mit Hilfe eines Brabender-Viskosimeters, das Cha-
rakteristikum auf, daB wihrend des Aufkochens im Vergleich
zu Wildtypstdrke nur eine geringe Viskosit&dtszunahme er-
folgt. Dies bietet die Mdglichkeit, die erfindungsgeméBe
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Stdrke zur Herstellung hdher konzentrierter Kleister zu ver-
wenden.

Ferner weist die modifizierte Stédrke die Eigenschaft auf,
daB es nach Erreichen der maximalen Vikositdt nur zu einer
geringen Viskosit&dtsabnahme kommt. Dagegen kommt es bei ei-
nem Erkalten zu einer starken Viskositdtszunahme, so daB die
Viskositdt héher ist als die einer Stdrke aus wWildtyp-
Pflanzen.

Weiterhin ist es mdglich, durch Verringerung der Menge an
erfindungsgemiBen Proteinen in transgenen Pflanzenzellen ei-
ne Stdrke herzustellen, die bei Lagerung von Pflanzenteilen,
die diese Stdrke enthalten, bei niedrigen Temperaturen, ins-
besondere bei 4-8 °C, zu einer veringerten Freisetzung redu-
zierender 2Zucker fiihrt im Vergleich 2zu Stdrke aus nicht-
transformierten Zellen. Diese Eigenschaft ist beispielsweise
besonders vorteilhaft fiir die Bereitstellung von Kartoffeln,
die bei Lagerung bei niedrigen Temperaturen eine veringerte
Freisetzung von reduzierenden 2Zuckern aufweisen, d.h. ein
verringertes "cold sweetening”. Derartige Kartoffeln sind
besonders gut geeignet zur Herstellung von Pommes frites,
Chips oder &#hnlichem, da bei ihrer Verwendung unerwiinschte
Braunungsreaktionen (Maillard-Reaktionen) ausbleiben oder
zumindestens stark verringert sind.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorlie-
genden Erfindung wird in den transformierten Pflanzenzellen
nicht nur die Synthese eines erfindungsgemdfen Proteins re-
duziert, sondern dariiber hinaus auch die Synthese mindestens
eines weiteren, an der S&irkesynthese und/oder Modifikation
beteitligten Enzyms. Bevorzugt sind dabei beispielsweise
starkekorngebundene Stidrkesynthasen oder Verzweigungsenzyme.
Es wurde {liberraschend gefunden, daB Kartoffelpflanzen, bei
denen die Synthese des erfindungsgemifen Proteins sowie auch
des Verzweigungsenzyms aufgrund eines antisense-Effekts re-
duziert ist, eine Stidrke synthetisieren, die in ihren Eigen-
schaften stark abweicht von Stirke aus Wildtyppflanzen.
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Im Vergleich zu Wildtypstdrke zeigen widBrige Losungen dieser
modifizierten Stdrke so gut wie keine Viskositdtszunahme
beim Erhitzen oder beim Abkiihlen (vgl. Fig. 6).

Des weiteren zeigt eine mikroskopische Analyse der St&rke-
kérner vor und nach dem Erhitzen deutlich, daB im Gegensatz
zur Wildtypstédrke die Stédrkekdérner aus derart verdnderten
Pflanzen nicht aufgeschlossen sind, sondern ihre urspriingli-
che Struktur anndhernd beibehalten. Es handelt sich somit um
eine gegeniiber dem KochprozeB resistente Stdrke. Wird von
dieser Stdrke der Amylosegehalt bestimmt mittels der in dem
Beispielsteil beschriebenen Methodik, so ergeben sich Amylo-
segehalte von liber 50 %, vorzugsweise iiber 60 % und beson-
ders bevorzugt iliber 70 % fiir diese Stédrke. Die wdBrigen L&-
sungen der aus diesen Pflanzen isolierbaren Stdrke zeigen
vorzugsweise die in Fig. 6 dargestellten charakteristischen
Viskositédtseigenschaften.

Eine derartige erfindungsgemdBe hochamylosehaltige Stédrke
weist gegeniiber Wildtypstdrke eine Reihe von Vorteilen fir
verschiedene Verwendungen auf. So besitzen hochamylosehalti-
ge Stdrken ein hohes Potential zur Nutzung in Folien und
Filmen. Die auf der Grundlage von hochamylosehaltigen Sté&r-
ken erzeugten Folien und Filme, die in weitesten Bereichen
der Verpackungsindustrie eingesetzt werden konnen, besitzen
den deutlichen Vorteil, daB sie biodegradierbar sind. Neben
dieser Anwendung, die im wesentlichen von in klassischer
Weise auf der Erddlchemie basierenden Polymeren abgedeckt
wird, besitzt die Amylose noch weitere unikate Anwendungs-
felder, die durch die Eigenschaft der Amylose bedingt sind,
eine Helix zu bilden. Die von der Amylose gebildete Helix
ist im Inneren hydrophob und auBen hydrophil. Aufgrund des-
sen kann Amylose zur Komplexierung und molekularen Verkapse-
lung niedermolekularer oder auch hdher molekularer Substan-
zen eingesetzt werden. Beispiele dafiir sind:
- die molekulare Verkapselung von Vitaminen und Wirkstoffen
mit dem Ziel des Schutzes vor Oxydation, Verfliichtigung,
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thermischem Abbau oder aber der Uberfiihrung in ein widBri-
ges Milieu;

~ die molekulare Verkapselung von Aromastoffen zur Erhdhung
der Ldslichkeit;

- die molekulare Verkapselung von Diingemitteln/Pestiziden
zur Stabilisierung und kontrollierten Freisetzung;

- die molekulare Verkapselung von Arzneistoffen zur Stabili-
sierung der Dosierbarkeit und kontrollierten Freisetzung
von Retardprdparaten.

Eine weitere wichtige Eigenschaft von Amylose ist die Tatsa-
che, daB es sich um ein chirales Molekiil handelt. Aufgrund
der Chiralitdt kann es priferentiell nach Immobilisierung
beispielsweise an einer Siule zur Trennung von Enantiomeren
eingesetzt werden.

Weiterhin wurde iiberraschend gefunden, daB Stdrke, die sich
aus Kartoffelpflanzen isolieren 1#Bt, bei denen durch einen
antisense-Effekt die Menge an erfindungsgemédBen Proteinen in
den Zellen reduziert wird, in Kombination mit einer Redukti-
on der Proteine, die die enzymatische Aktivitdt einer stir-
kekorngebundenen Stirkesynthase der Isoform I (GBSSI) auf-
weisen, Charakteristika zeigt, die stark von denen abwei-
chen, die stdrke zeigt, die aus Wildtyppflanzen isolierbar
ist. Im Vergleich zu Stirke aus Wildtyppflanzen zeigen wiB-
rige Ldsungen dieser Stirke nur eine geringe Viskositdtszu-
nahme beim Erhitzen, eine geringere maximale Viskositit so-
wie so gut wie keine Viskosititszunahme beim Erkalten (vgl.
Fig. 7). Wenn von dieser Stirke das Verhiltnis Amylose 2zu
Amylopektin bestimmt wird, zeichnet sich diese Stirke da-
durch aus, daB fast keine Amylose mehr nachweisbar ist. Der
Amylosegehalt dieser Stérke liegt vorzugsweise unter 5%, be-
sonders bevorzugt unter 2 %. Die erfindungsgemiBe Stdrke un-
terscheidet sich ferner von der bekannten Stdrke, die durch
Inhibierung des GBSSI-Gens alleine mittels gentechnischer
Verfahren in transgenen Kartoffelpflanzen erzeugt werden
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kann. So weist diese Stdrke eine starke Viskositdtszunahme
beim Erhitzen auf. Die widBrigen Lésungen der erfindungsgema-
Ben Stdrke zeigen vorzugsweise die in Fig. 7 dargestellten
charakteristischen Viskositédtseigenschaften. Insbesondere
unter den im Beispiel 13 genannten Bedingungen zur Bestim-
mung der Viskositdt mit Hilfe eines Rapid Visco Analysers
weist die modifizierte Stidrke das Charakteristikum auf, daB
wdhrend des Aufkochens im Vergleich zur Wildtypstdrke, aber
auch im Vergleich zur waxy- Stdrke nur eine geringe Viskosi-
tdtszunahme erfolgt. Dies bietet die Moglichkeit, die erfin-
dungsgemdfe Stdrke 2zur Herstellung hdéher Kkonzentrierter
Kleister zu verwenden. Ferner weist die modifizierte Sté&rke
die Eigenschaft auf, daR es nach Erreichen der maximalen
Viskositdt nur zu einer geringeren Viskositdtsabnahme kommt
sowie zu so gut wie keiner Viskositdtszunahme beim Erkalten.

Mdglichkeiten zur Verringerung der Aktivitédt eines Verzwei-
gungsenzyms in pflanzlichen Zellen wurden bereits beschrie-
ben, beispielsweise in der WO 92/14827 und der WO 95/26407.
Die Verringerung der Aktivitdt einer stdrkekorngebundenen
Stadrkesynthase der Isoform I (GBSSI) kann unter der Verwen-
dung von dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen, bei-
spielsweise mittels eines antisense-Effekts. DNA-Sequenzen,
die eine GBSSI aus Kartoffel codieren, sind beispielsweise
bekannt aus Hergersberg (Dissertation (1988) Universitét
Kdln, Visser et al. (Plant Sci. 64 (1989), 185-192) oder van
der Leiy et al. (Mol. Gen. Genet. 228 (1991), 240-248).

Das erfindungsgemdfe Verfahren kann prinzipiell auf alle
Pflanzenspezies angewendet werden. Von Interesse sind sowohl
monokotyle als auch dikotyle Pflanzen, insbesondere Nutz-
pflanzen und hierbei bevorzugt stdrkespeichernde Pflanzen,
wie z.B. Getreidepflanzen (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen,
etc.), Reis, Mais, Erbse, Maniok und Kartoffel.

24



WO 97/11188 PCT/EP96/04109

Unter dem Begriff "regulatorische DNA-Elemente, die die
Transkription in pflanzlichen Zellen gewidhrleisten" werden
im Rahmen der vorliegenden Erfindung DNA-Abschnitte verstan-
den, die die Initiation bzw. die Termination der Transkrip-
tion in pflanzlichen Zellen erméglichen. 2u den DNA-
Abschnitten, die die Initiation der Transkription gewdhrlei-
sten z&hlen insbesondere Promotoren.

Fir die Expression der verschiedenen oben beschriebenen er-
findungsgemdfen DNA-Molekiile in Pflanzen kommt im Prinzip
jeder in pflanzlichen 2Zellen funktionale Promotor in Be-
tracht. Der Promotor kann homolog oder heterolog in bezug
auf die verwendete Pflanzenspezies sein. Geeignet ist bei-
spielsweise der 35S-Fromotor des Cauliflower-Mosaik-Virus
(Odell et al., Nature 313 (1985), 810-812), der eine konsti-
tutive Expression in allen Geweben einer Pflanze gewdhrlei-
stet und das in der WO0/9401571 beschriebene Promotorkon-
strukt. Es konnen jedoch auch Promotoren verwendet werden,
die nur zu einem durch &uBere Einfliisse determinierten Zeit-
punkt (siehe beispielsweise W0/9307279) oder in einem be-
stimmten Gewebe der Pflanze zu einer Expression nachfolgen-
der Sequenzen filhren (siehe z. B. Stockhaus et al., EMBO J.
8 (1989), 2245-2251). Priferentiell werden Promotoren einge-
setzt, die in den stdrkespeichernden Organen der 2zu trans-
formierenden Pflanzen aktiv sind. Dies sind beim Mais die
Maiskoérner, widhrend es bei der Kartoffel die Knollen sind.
Zur Transformation der Kartoffel kann insbesondere, aber
nicht ausschlieBlich, der knollenspezifische B33-Promotor
(Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23~-29) verwendet wer-
den.

Neben Promotoren k&nnen DNA-Abschnitte zur Initiation der
Transkription auch DNA-Sequenzen enthalten, die eine weitere
Steigerung der Transkription gewdhrleisten, beispielsweise
sogenannte Enhancer-~Elemente.

Ferner kann der Begriff "regulatorische DNA-Elemente" auch
Terminationssignale umfassen, die der korrekten Beendigung
der Transkription sowie der Addition eines Poly-A-Schwanzes
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an das Transkript dienen, dem eine Funktion bei der Stabili-
sierung der Transkripte beigemessen wird. Derartige Elemente
sind in der Literatur beschrieben und sind beliebig aus-
tauschbar. Beispiele fiir derartige Terminationssequenzen
sind die 3'-nichttranslatierten Regionen, die das Polyadeny-
lierungssignal des Nopalin-Synthase-Gens (NOS-Gen) oder des
Octopinsynthase~Gens (Gielen et al., EMBO J. 8 (1989), 23-
29) aus Agrobakterien umfassen, oder die 3=
nichttranslatierten Regionen der Gene der Speicherproteine
aus Sojabohne, sowie die der Gene der kleinen Untereinheit
der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase (ssRUBISCO).

Die Einfiihrung erfindungsgemifer DNA-Molekiile in pflanzliche
Zellen erfolgt vorzugsweise unter Verwendung von Plasmiden.
Vorzugsweise werden dafiir Plasmide verwendet, die eine sta-
bile Integration der eingefiihrten DNA in das pflanzliche Ge-
nom gewdhrleisten.

In den Beispielen der vorliegenden Erfindung wird der binire
Vektor pBinAR (H6fgen und Willmitzer, Plant Sci. 66 (1990),
221-230) verwendet. Bei diesem Vektor handelt es sich um ein
Derivat des bindren Vektors pBinl9 (Bevan, Nucl. Acids Res.
12 (1984), 8711-8721), der kommerziell erhdltlich ist
(Clontech Laboratories, Inc., USA).

Es ist jedoch auch jeder andere Pflanzentransformations-
vektor geeignet, in den eine Expressionskassette inseriert
werden kann, und der die Integration der Expressionskassette
in das pflanzliche Genom gewihrleistet.

Zur Vorbereitung der Einfiihrung fremder Gene in hdhere
Pflanzen stehen eine groBe Anzahl von Klonierungsvektoren
zur Verfiigung, die ein Replikationssignal fiir E.coli und ein
Markergen zur Selektion transformierter Bakterienzellen ent-
halten. Beispiele fiir derartige Vektoren sind pBR322, puUC-
Serien, Ml13mp-Serien, pACYC184 usw. Die gewiinschte Sequenz
kann an einer passenden Restriktionsschnittstelle in den
Vektor eingefiihrt werden. Das erhaltene Plasmid wird fiir die
Transformation von E.coli-Zellen verwendet. Transformierte
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E.coli-Zellen werden in einem geeigneten Medium kultiviert,
anschlieBend geerntet und lysiert. Das Plasmid wird nach
Standardmethoden wiedergewonnen. Als Analysemethode zur Cha-
rakterisierung der gewonnenen Plasmid-DNA werden im allge-
meinen Restriktionsanalysen und Sequenzanalysen eingesetzt.
Nach jeder Manipulation kann die Plasmid DNA gespalten wer-
den und resultierende DNA-Fragmente mit anderen DNA-
Sequenzen verkniipft werden.

Fir die Einfilhrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle
stehen eine Vielzahl von Techniken zur Verfiigung. Diese
Techniken umfassen die Transformation pflanzlicher Zellen
mit T-DNA unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens
oder Agrobacterium rhizogenes als Transformationsmittel, die
Fusion von Protoplasten, die Injektion, die Elektroporation
von DNA, die Einbringung von DNA mittels der biolistischen
Methode sowie weitere Mdglichkeiten.

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pflanzen-
zellen werden an sich keine speziellen Anforderungen an die
verwendeten Plasmide gestellt. Es kdnnen einfache Plasmide
wie z.B. pUC-Derivate verwendet werden. Sollen aber aus der-
artig transformierten “ellen ganze Pflanzen regeneriert wer-
den, ist die Anwesenheit eines selektierbaren Markergens
notwendig.

Je nach Einfllhrungsmethode gewiinschter Gene in die Pflanzen-
Zelle kdnnen weitere DNA-Sequenzen erforderlich sein. Werden
2.B. fuir die Transformation der Pflanzenzelle das Ti- oder
Ri-Plasmid verwendet, so muf mindestens die rechte Begren-
zung, héufig jedoch die rechte und linke Begrenzung der Ti-
und Ri-Plasmid T-DNA als Flankenbereich mit den einzufiihren-
den Genen verbunden werden.

Werden fiir die Transformation Agrobakterien verwendet, muB
die einzufiihrende DNA in spezielle Plasmide kloniert werden,
und zwar entweder in einen intermedidren Vektor oder in ei-
nen bindren Vektor. Die intermedidren Vektoren kdnnen auf-
grund von Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA
sind, durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-
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Plasmid der Agrobakterien integriert werden. Dieses enthilt
auBerdem die filir den Transfer der T-DNA notwendige vir-
Region. Intermedidre Vektoren konnen nicht in Agrobakterien
replizieren. Mittels eines Helferplasmids kann der interme-
didre Vektor auf Agrobacterium tumefaciens ilibertragen werden
(Konjugation). Bindre Vektoren kénnen sowohl in E.coli als
auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthalten ein Selek-
tionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, welche von
der rechten und linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden.
Sie koénnen direkt in die Agrobakterien transformiert werden
(Holsters et al., Mol. Gen. Genet. 163 (1978), 181-187). Die
zur Transformation der Agrobakterien verwendeten Plasmide
enthalten weiterhin ein Selektionsmarkergen, beispielsweise
das NPT II-Gen, das die Selektion transformierter Bakterein
erlaubt. Das als Wirtszelle dienende Agrobakterium soll ein
Plasmid, das eine vir-Region trédgt, enthalten. Die vir-
Region ist filir den Transfer der T-DNA in die Pflanzenzelle
notwendig. Zusdtzliche T-DNA kann vorhanden sein. Das derar-
tig transformierte Agrobakterium wird zur Transformation von
Pflanzenzellen verwendet.

Die Verwendung von T-DNA fiir die Transformation von Pflan-
zenzellen ist intensiv untersucht und ausreichend in EP
120516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Offset-
drukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; Fra-
ley et al., Crit. Rev. Plant. Sci., 4: 1-46 und An et al.,
EMBO J. 4 (1985), 277-287 beschrieben worden. Bindre Vekto-
ren sind bereits z.T. kommerziell erhdltlich, 2z.B. pBIN19
(Clontech Laboratories, Inc., USA).

Flir den Transfer der DNA in die Pflanzenzelle k&énnen Pflan-
zen-Explantate zweckmdfigerweise mit Agrobacterium tume-
faciens oder Agrobacterium rhizogenes kokultiviert werden.
Aus dem infizierten Pflanzenmaterial (z.B. Blattstiicke,
Stengelsegmente, Wurzeln, aber auch Protoplasten oder Sus-
pensions-kultivierte Pflanzenzellen) kdnnen dann in einem
geeigneten Medium, welches Antibiotika oder Biozide zur Se-

lektion transformierter Zellen enthalten kann, wieder ganze
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Pflanzen regeneriert werden. Die so erhaltenen Pflanzen k&n-
nen dann auf Anwesenheit der eingefiihrten DNA untersucht
werden.

Ist die eingefiihrte DNA einmal im Genom der Pflanzenzelle
integriert, so ist sie dort in der Regel stabil und bleibt
auch in den Nachkommen der urspriinglich transformierten Zel-
le erhalten. Sie enthdlt normalerweise einen Selektions-
marker, der den transformierten Pflanzenzellen Resistenz ge-
geniiber einem Biozid oder einem Antibiotikum wie Kanamycin,
G 418, Bleomycin, Hygromycin oder Phosphinotricin u.a. ver-
mittelt. Der individuelle gewdhlte Marker sollte daher die
Selektion transformierter Zellen gegeniiber Zellen, denen die
eingefiihrte DNA fehlt, gestatten.

Die transformierten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in
der iiblichen Weise (siehe auch McCormick et al., Plant Cell
Reports 5 (1986), 81-84). Die resultierenden Pflanzen kénnen
normal angezogen werden und mit Pflanzen, die die gleiche
transformierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen,
gekreuzt werden. Die daraus entstehenden hybriden Individuen
haben die entsprechenden phinotypischen Eigenschaften.

Es sollten zwei oder mehrere Generationen angezogen werden,
um sicherzustellen, daB das phénotypische Merkmal stabil
beibehalten und vererbt wird. Auch sollten Samen geerntet
werden, um sicherzustellen, daf der entsprechende Phanotyp
oder andere Eigenarten erhalten geblieben sind.

Die aus den erfindungsgemifen Pflanzenzellen bzw. Pflanzen
erhdltliche Stdrke eignet sich aufgrund ihrer Eigenschaften
neben den bereits oben angesprochenen speziellen Verwen-
dungszwecken flir verschiedene industrielle Verwendungen.

Grundsdtzlich 1&Bt sich Stdrke in zwei groBe Kategorien un-
terteilen, die Hydrolyseprodukte der Stdrke und die soge-
nannten nativen Stdrken. 2Zu den Hydrolyseprodukten zihlen im
wesentliche die iliber enzymatische oder chemische Verfahren
erhaltene Glucose sowie Glucosebausteine, die fiir weitere
Prozesse, wie Fermentation, oder auch weite;e chemische Mo-
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difikationen eingesetzt werden koénnen. In diesem Bereich
kann die Einfachheit und kostengiinstige Ausfiihrung eines Hy-
drolyseverfahrens, wie es gegenwdrtig im wesentlichen en-
zymatisch unter Verwendung von Amyloglucosidase verlduft,
von Bedeutung sein. Darunter 1l&dBt sich vorstellen, daB ein
geringerer Einsatz von fiir die Hydrolyse eingesetzten Enzy-
men durch Verdnderung der Struktur der Stédrke, z.B. gréBere
Oberfldche des Korns, leichtere Verdaulichkeit durch gerin-
geren Verzweigungsgrad oder sterische, die Zugdnglichkeit
fiir die eingesetzten Enzyme limitierende Struktur, zu einer
Kosteneinsparung filhren kann.
Die Verwendungen der sogenannten nativen Stdrken, die wegen
ihrer polymeren Struktur eingesetzt werden, lassen sich in
zwel grofe Bereiche unterteilen:
(a) Verwendung im Nahrungsmittelbereich
Stdrke ist ein klassischer Zusatzstoff filir viele Nah-
rungsmittel, bei denen sie im wesentlichen die Funktion
des Bindens von widBrigen Zusatzstoffen ibernimmt bzw.
eine Erhdhung der Viskositdt oder aber eine erhdhte Gel-
bildung hervorruft. Wichtige Eigenschaftsmerkmale sind
das Flief- und Sorptionsverhalten, die Quell- und Ver-
kleisterungs-temperatur, die Viskositdt und Dickungslei-
stung, die L®slichkeit der Stdrke, die Transparenz und
Kleisterstruktur, die Hitze-, Scher- und Sdure-
stabilit&t, die Neigung zur Retrogradation, die F&hig-
keit 2zur Filmbildung, die Gefrier/Taustabilitdt, die
Verdaulichkeit sowie die F&higkeit zur Komplexbildung
mit z.B. anorganischen oder organischen Ionen.
(b) Einsatz im Nicht-Nahrungsmittelbereich
Der andere grofe Einsatzbereich liegt bei der Verwendung
der Stdrke als Hilfsstoff bei unterschiedlichen Herstel-
lungsprozessen bzw. als Zusatzstoff in technischen Pro-
dukten. Der wesentliche Einsatzbereich fiir die Verwen-
dung von Stidrke als Hilfsstoff ist zum einen die Papier-
und Pappeindustrie. Stidrke wird dabei in erster Linie
zur Retardation (Zuriickhaltung von Feststoffen), der Ab-
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bindung von Fiillstoff- und Feinstoffteilchen, als Festi-
gungsstoff und zur Entwdsserung eingesetzt. Dariiberhin-
aus werden die glinstigen Eigenschaften der Stirke in be-
zug auf die Steifigkeit, die Harte, den Klang, den
Griff, den Glanz, die Glitte, die Spaltfestigkeit sowie
die Oberflidchen ausgenutzt.

Innerhalb des Papierherstellungsprozesses sind vier An-
wendungsbereiche, namlich Oberfldche, Strich, Masse und
Sprithen, zu unterscheiden.

Die Anforderungen an die Stirke in bezug auf die Ober-
fldchenbehandlung sind im wesentlichen ein hoher WeiBe-
grad, eine angepaBte Viskositdt, eine hohe Viskositits-
stabilitédt, eine qgute Filmbildung sowie eine geringe
Staubbildung. Bei der Verwendung im Strich ist der Fest-
stoffgehalt, eine angepafte Viskositdt, ein hohes Binde-
vermégen sowie eine hohe Pigmentaffinitdt wichtig. Als
Zusatz zur Masse ist eine rasche, gleichmdBige, ver-
lustfreie Verteilung, eine hohe mechanische Stabilitit
und eine vollstdndige 2Zuriickhaltung im Papierflief von
Bedeutung. Beim Einsatz der Stidrke im Spriihbereich sind
ebenfalls ein angepaBter Feststoffgehalt, hohe Viskosi-
tdt sowie ein hohes Bindevermdgen von Bedeutung.

Ein groBer Einsatzbereich besteht beispielsweise in der
Klebstoffindustrie, wo man die Einsatzméglichkeiten in
vier Teilbereiche gliedert: die Verwendung als reinem
Stédrkeleim, die Verwendung bei mit speziellen Chemikali-
en aufbereiteten Stédrkeleimen, die Verwendung von Stirke
als Zusatz zu synthetischen Harzen und Polymerdispersio-
nen sowie die Verwendung von Stdrken als Streckmittel
fir synthetische Klebstoffe. 90% der Klebstoffe auf
Stérkebasis werden in den Bereichen Wellpappenherstel-
lung, Herstellung von Papiersidcken, Beuteln oder Tiiten,
Herstellung von Verbundmaterialien fiir Papier und Alumi-
nium, Herstellung von Kartonagen und Wiederbefeuchtungs-
leim filir Briefumschlige, Briefmarken usw. eingesetzt.
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Eine weitere mdgliche Verwendung als Hilfsmittel und Zu-
satzstoff besteht bei der Herstellung von Textilien und
Textilpflegemitteln. Innerhalb der Textilindustrie sind
die folgenden vier Einsatzbereiche zu unterscheiden: Der
Einsatz der Stdrke als Schlichtmittel, d.h. als Hilfs-
stoff zur Gldttung und Stdrkung des Klettverhaltens zum
Schutz gegen die beim Weben angreifenden Zugkrédfte sowie
zur Erhdhung der Abriebfestigkeit beim Weben, als Mittel
zur Textilaufriistung vor allem nach qualitdtsverschlech-
ternden Vorbehandlungen, wie Bleichen, Fdrben usw., als
Verdickungsmittel bei der Herstellung von Farbpasten zur
Verhinderung von Farbstoffdiffusionen sowie als Zusatz
zu Kettungsmitteln fiir Ndhgarne.

Ferner kann die Stdrke als Zusatz bei Baustoffen verwen-
det werden. Ein Beispiel 1ist die Herstellung von
Gipskartonplatten, bei der die im Gipsbrei vermischte
Stdrke mit dem Wasser verkleistert, an die Oberfliche
der Gipsplatte diffundiert und dort den Karton an die
Platte bindet. Weitere Einsatzbereiche sind die Beimi-
schung 2zu Putz- und Mineralfasern. Bei Transportbeton
kann die Stdrke zur Verzdgerung der Abbindung eingesetzt
werden.

Ferner bietet sich die Stdrke zur Herstellung von Mit-
teln zur Bodenstabilisation an, die bei kiinstlichen Erd-
bewegungen zum tempordren Schutz der Bodenpartikel ge-
geniliber Wasser eingesetzt werden. Kombinationsprodukte
aus Stdrke und Polymeremulsionen sind nach heutiger
Kenntnis in ihrer Erosions- und verkrustungsmindernden
Wirkung den bisher eingesetzten Produkten gleichzuset-
zen, liegen preislich aber deutlich unter diesen.

Ferner kann die Stdrke in Pflanzenschutzmitteln zur Ver-
dnderung der spezifischen Eigenschaften der Prédparate
verwendet werden. So werden Stdrken beispielsweise zur
Verbesserung der Benetzung von Pflanzenschutz- und Diin-
gemitteln, 2zur dosierten Freigabe der Wirkstoffe, zur
Umwandlung fliissiger, fliichtiger und/oder iibelriechender
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Wirkstoffe in mikrokristalline, stabile, formbare Sub-
stanzen, zur Mischung inkompatibler Verbindungen und zur
Verldngerung der Wirkdauer durch Verminderung der Zer-
setzung eingesetzt.

Ein wichtiges Einsatzgebiet besteht ferner im Bereich
der Pharmaka, Medizin und Kosmetikindustrie. In der
pharmazeutischen Industrie kann die Stédrke als Bindemit-
tel fiir Tabletten oder zur Bindemittelverdiinnung in Kap-
seln eingesetzt werden. Weiterhin eignet sich die Stirke
als Tablettensprengmittel, da sie nach dem Schlucken
Fliissigkeit absorbiert und nach kurzer 2eit so weit
quillt, daB der Wirkstoff freigesetzt wird. Medizinische
Gleit- und Wundpuder sind weitere Anwendungsméglichkei-
ten. Im Bereich der Kosmetik kann die Stirke beispiels-
weise als Tridger von Puderzusatzsoffen, wie Diiften und
Salicylsdure eingesetzt werden. Ein relativ grofer An-
wendungsbereich fiir die Stdrke liegt bei Zahnpasta.

Auch die Verwendung der Stdrke als Zusatzstoff zu Kohle
und Briketts ist denkbar. Kohle kann mit einem Stirkezu-
satz quantitativ hochwertig agglomeriert bzw. briket-
tiert werden, wodurch ein frilhzeitiges Zerfallen der
Briketts verhindert wird. Der Stdrkezusatz liegt bei
Grillkohle zwischen 4 und 6%, bei kalorierter Kohle zwi-
schen 0,1 und 0,5%. Desweiteren eignet sich die Stirke
als Bindemittel, da durch ihren Zusatz zu Kohle und Bri-
kett der AusstoB schiddlicher Stoffe deutlich vermindert
werden kann.

Die Stdrke kann ferner bei der Erz- und Kohleschlammauf-
bereitung als Flockungsmittel eingesetzt werden.

Ein weiterer Einsatzbereich besteht als Zusatz zu GieBe-
reihilfsstoffen. Bei verschiedenen GuBverfahren werden
Kerne bendtigt, die aus Bindemittel-versetzten Sinden
hergestellt werden. Als Bindemittel wird heute iiberwie-
gend Bentonit eingesetzt, das mit modifizierten Stirken,
meist Quellst&drken, versetzt ist.
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Zweck des Stérkezusatzes ist die Erhéhung der FlieBfe-
stigkeit sowie die Verbesserung der Bindefestigkeit.
Dariiberhinaus kénnen die Quellst&drken weitere produkti-
onstechnische Anforderungen, wie im kalten Wasser dis-
pergierbar, rehydratisierbar, gut in Sand mischbar und
hohes Wasserbindungsvermdgen, aufweisen.

In der Kautschukindustrie kann die Stdrke zur Verbesse-
rung der technischen und optischen Qualitdt eingesetzt
werden. Griinde sind dabei die Verbesserung des Oberfla-
chenglanzes, die Verbesserung des Griffs und des Ausse-
hens. Dafiir wird Stdrke vor der Kaltvulkanisation auf
die Kklebrigen gummierten Fldchen von Kautschukstoffen
gestreut. Ebenso kann sie fiir die Verbesserung der Be-
druckbarkeit des Kautschuks eingesetzt werden.

Eine weitere Einsatzmdglichkeit der modifizierten Sté&drke
besteht bei der Herstellung von Lederersatzstoffen.

Auf dem Kunststoffsektor zeichnen sich folgende Einsatz-
gebiete ab: die Einbindung von Stédrkefolgeprodukten in
den Verarbeitungsprozess (Stdrke ist nur Fiillstoff, es
besteht keine direkte Bindung zwischen synthetischem Po-
lymer und Stidrke) oder alternativ die Einbindung von
Stdrkefolgeprodukten in die Herstellung von Polymeren
(Stirke und Polymer gehen eine feste Bindung ein).

Die Verwendung der Stdrke als reinem Fiillstoff ist ver-
glichen mit den andere Stoffen wie Talkum nicht wettbe-
werbsfihig. Anders sieht es aus, wenn die spezifischen
Stidrkeeigenschaften zum Tragen kommen und hierdurch das
Eigenschaftsprofil der Endprodukte deutlich verdndert
wird. Ein Beispiel hierfiir ist die Anwendung von Stédrke-
produkten bei der Verarbeitung von Thermoplasten, wie
Polyethylen. Hierbei werden die Stdrke und das synthe-
stische Polymer durch Koexpression im Verhdltnis von 1 :
1 zu einem 'master batch' kombiniert, aus dem mit granu-
liertem Polyethylen unter Anwendung herkdmmlicher Ver-
fahrenstechniken diverse Produkte hergestellt werden.
Durch die Einbindung der Stdrke in Polyethylenfolien
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kann eine erhdhte Stoffdurchlidssigkeit bei Hohlkdrpern,
eine verbesserte Wasserdampfdurchlédssigkeit, ein verbes-
sertes Antistatik-verhalten, ein verbessertes Antiblock-
verhalten sowie eine verbesserte Bedruckbarkeit mit wif-
rigen Farben erreicht werden.

Eine andere Mdglichkeit ist die Anwendung der Stidrke in
Polyurethanschéumen. Mit der Adaption der Stirkederivate
sowie durch die verfahrenstechnische Optimierung ist es
méglich, die Reaktion zwischen synthetischen Polymeren
und den Hydroxygruppen der Stdrke gezielt zu steuern.
Das Ergebnis sind Polyurethanfolien, die durch die An-
wendung von Stédrke folgende Eigenschaftsprofile erhal-
ten: eine Verringerung des Wdrmeausdehnungs-
koeffizienten, Verringerung des Schrumpfverhaltens, Ver-
besserung des Druck/Spannungsverhaltens, Zunahme der
Wasserdampfdurchlédssigkeit ohne Veridnderung der Wasser-
aufnahme, Verringerung der Entflammbarkeit und der Auf-
rifdichte, kein Abtropfen brennbarer Teile, Halogenfrei-
heit und verminderte Alterung. Nachteile, die gegenwdr-
tig noch vorhanden sind, sind verringerte Druckfestig-
keit sowie eine verringerte Schlagfestigkeit.

Méglich ist nicht nur die Produktentwicklung von Folien.
Auch feste Kunststoffprodukte, wie Topfe, Platten und
Schalen sind mit einem Stdrkegehalt von i{iber 50% herzu-
stellen. Ferner weisen die Stérke/Polymermischungen den
Vorteil auf, daB sie eine sehr viel hdhere biologische
Abbaubarkeit aufweisen.

AuBerordentliche Bedeutung haben weiterhin aufgrund ih-
res extremen Wasserbindungsvermdgens Stdrkepfropfpoly-
merisate gewonnen. Dies sind Produkte mit einem Riickgrat
aus Stdrke und einer nach dem Prinzip des Radikalketten-
mechanismus aufgepfropften Seitengitters eines syntheti-
schen Monomers. Die heute verfiigbaren Stdrkepfropfenpo-
lymerisate zeichnen sich durch ein besseres Binde- und
Rlickhaltevermégen von bis zu 1000 g Wasser pro g Stdrke
bei hoher Viskositit aus. Diese Superabsorber werden
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hauptsédchlich im Hygienebereich verwendet, z.B. bei Pro-
dukten wie Windeln und Unterlagen sowie im landwirt-
schaftlichen Sektor, z.B. bei Saatgutpillierungen.

Entscheidend filir den Einsatz der neuen gentechnischen verén-
derten Stdrke sind zum einen die Struktur, Wassergehalt,
Proteingehalt, Lipidgehalt, Fasergehalt,
Asche/Phosphatgehalt, Amylose/Amylopektinverhdltnis, Molmas-
senverteilung, Verzweigungsgrad, KorngréBe und -form sowie
Kristallisation, zum anderen auch die Eigenschaften, die in
folgenden Merkmalen miinden: FlieB- und Sorptionsverhalten,
Verkleisterungstemperatur, Dickungsleistung, L&slichkeit,
Kleisterstruktur, Transparenz, Hitze-, Scher- und S&duresta-
bilitit, Retrogradationsneigung, Gelbildung, Ge-
frier/Taustabilitdt, Komplexbildung, Jodbindung, Filmbil-
dung, Klebekraft, Enzymstabilitdt, Verdaulichkeit und Reak-
tivitdt. Besonders hervorzuheben ist ferner die Viskositit.

Ferner kann die aus den erfindungsgemdfen Pflanzenzellen
bzw. Pflanzen erhdltliche modifizierte Stdrke weiteren che-
mischen Modifikationen unterworfen werden, was 2zu weiteren
Verbesserungen der Qualitidt fiir bestimmte der oben beschrie-
benen Einsatzgebiete filhrt oder zu neuen Einsatzgebieten.
Diese chemischen Modifikationen sind dem Fachmann grunds&dtz-
lich bekannt. Insbesondere handelt es sich dabei um Modifi-
kationen durch

- Sdurebehandlung

- Oxidation

- Veresterung (Enstehung von Phosphat-, Nitrat-, Sulfat-,
Xanthat-, Acetat- und Citratstdrken. Weitere organische
Sduren kdénnen ebenfalls zur Veresterung eingesetzt wer-
den.)

- Erzeugung von Stédrkeethern (Stdrke-Alkylether, o-
Allylether, Hydroxylalkylether, O-Carboxylmethylether, N-
haltige Stdrkeether, S-haltige Stadrkeether)

- Erzeugung von vernetzten Stdrken
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- Erzeugung von Stédrke-Pfropf-Polymerisaten.

Gegenstand der Erfindung ist auch Vermehrungsmaterial der
erfindungsgemédfen Pflanzen, wie z.B. Samen, Friichte, Steck-
linge, Knollen oder Wurzelstdcke, wobei dieses erfindungsge-

mdBe Pflanzenzellen enthilt.
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Hinterlegungen

Folgende im Rahmen der vorliegenden Erfindung hergestellten
und/oder verwendeten Plasmide wurden bei der als internatio-
nale Hinterlegungsstelle anerkannten Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen (DSM) in Braunschweig, Bundesrepublik
Deutschland, entsprechend den Anforderungen des Budapester
Vertrages filir die internationale Anerkennung der Hinterle-
gung von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung hinter-
legt

(Hinterlegungsnummer; Hinterlegungsdatum):

Plasmid pBinAR Hyg (DSM 9505) (20.10.1994)
Plasmid p33-anti-BE (DSM 6146) (20.08.1990)
Plasmid  pRL2 (DSM 10225) (04.09.1995)

Verwendete Medien und L&sungen

Elutionspuffer 25
250

Tris pH 8,3
Glycin

BB

Dialysepuffer 50
50

Tris-~HC1 pH 7,0
NaCl

EDTA
R-Mercaptoethanol
PMSF

14,7
0,5

REEERER

Proteinpuffer 50
10
0,5
14,7

Natriumphosphatpuffer pH 7,2
EDTA

PMSF

B-Mercaptoethanol

EEEE

Lugolsche Lésung 12 g KI

6 g I,
ad 1,8 1 mit ddH,0
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20 x SSC 175.3 g NacCl
88.2 g Natrium-Citrat
ad 1000 ml mit ddH,0
pPH 7,0 mit 10 N NaOH
10 x MEN 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
pH 7, ©
NSEB-Puffer 0,25 M Natriumphosphatpuffer pH 7,2
7% SDs
1 mM EDTA
1% BSA (w/v)

Beschreibung der Abbildungen

Fig. 1 zeigt das Plasmid p35S-anti-RL.

Aufbau des Plasmids:

A =

Fragment A: CaMV 35S-Promotor, nt 6909-7437 (Franck
et al., Cell 21 (1980), 285-294)

Fragment B: ca. 1949 bp-langes Asp718-Fragment aus
PRL1

Orientierung zum Promotor: anti-sense

Der Pfeil gibt: die Richtung des offenen Leserasters
an.

Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti-
Plasmids pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3
(1984), 835-846)
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Fig. 2 zeigt das Plasmid pB33-anti-RL

Aufbau des Plasmids:

A

Fragment A: B33-Promotor des Patatin-Gens B33 aus
Solanum tuberosum (Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8
(1989), 23-29)

Fragment B: ca. 1949 bp-langes Asp718-Fragment aus
PRL1

Orientierung zum Promotor: anti-sense

Der Pfeil gibt die Richtung des offenen Leserasters

an.
Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti-
Plasmids pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3

(1984), 835-846)

Fig. 3 zeigt eine mit einem Brabender-Viskograph vom Typ
Viskograph E aufgezeichnete Brabender-Kurve einer wiBrigen
Lésung von Stdrke, die aus nicht-transformierten Kartoffel-

pflanzen der Variet&dt Désirée isoliert wurde (siehe Beispiel

8).
Dabei bedeuten: Drehm. Drehmoment
[BE] Brabender-Einheiten
Temp. Temperatur
A Verkleisterungsbeginn
B Maximale Viskositit
c Start der Haltezeit
D Start der Kiihlzeit
E Ende der Kiihlzeit
F Ende der End-Haltezeit

Die blaue Linie gibt die Viskositdt an; die rote den Tempe-
raturverlauf.
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Fig. 4 zeigt eine mit einem Brabender-Viskograph vom Typ
Viskograph E aufgezeichnete Brabender-Kurve einer wdBrigen
Ldsung von Stdrke, die aus Kartoffelpflanzen isoliert wurde,
die mit dem Plasmid p35S-anti-RL transformiert worden waren
(siehe Beispiel 8). Fir die Bedeutung der Abkilirzungen siehe
Figur 3.

Fig. 5 2zeigt eine mit einem Brabender-Viskograph vom Typ
Viskograph E aufgezeichnete Brabender-Kurve einer wdBrigen
Losung von Stdrke aus Kartoffeln, die mit dem Plasmid pB33-
anti-RL transformiert worden waren (siehe Beispiel 8). Fir
die Bedeutung der Abkiirzungen siehe Figur 3.

Fig. 6 zeigt mit einem Rapid Visco Analyser aufgezeichnete
Kurven wédfriger Stdrkeldsungen, die aus Kartoffelpflanzen
isoliert wurden (siehe Beispiel 12). Die rote Linie gibt den
Temperaturverlauf an, die blauen Linien 1, 2, 3 und 4 die
Viskositédten folgender Stédrkel&sungen:

Linie 1: Stdrke, die aus Wildtyppflanzen isoliert worden
ist,

Linie 2: Stérke, die aus Pflanzen isoliert worden ist, bei
denen das Verzweigungsenzym alleine inhibiert wur-
de (vgl. Beispiel 1 der Patentanmeldung
W092/14827),

Linie 3: Stdrke, die aus Pflanzen isoliert worden ist, bei
denen lediglich die erfindungsgemifen Proteine in
ihrer Konzentration verringert wurden (vgl. Bei-
spiel 6).

Linie 4: sStdrke, die aus Pflanzen isoliert worden ist, die
mit dem Plasmid p35S-anti~-RL in Kombination mit
dem Plasmid p35SH-anti-BE (vgl. Beispiel 12)
transformiert worden sind.
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Fig. 7 zeigt mit einem Rapid Visco Analyser aufgezeichnete
Kurven wiBriger Stédrkeldsungen, die aus Kartoffelpflanzen
isoliert wurden (siehe Beispiel 13). Die rote Linie gibt den
Temperaturverlauf an, die blauen Linien 1, 2, 3 und 4 die
Viskositdten folgender Stidrkeldsungen:

Linie 1: Stidrke, die aus Wildtyppflanzen isoliert worden
ist,

Linie 2: Stdrke, die aus Pflanzen isoliert worden ist, die
allein mit dem Plasmid pB33-anti-GBSSI isoliert
wurde (sog. waxy-Kartoffel),

Linie 3: Stdrke, die aus Pflanzen isoliert worden ist, die
allein mit dem Plasmid p35S-anti-RL transformiert
wurde (vgl. Beispiel 6),

Linie 4: sStédrke, die aus Pflanzen isoliert worden ist, die
mit dem Plasmid pB33-anti-RL in Kombination mit
dem Plasmid pB33-anti-GBSSI (vgl. Beispiel 13)
transformiert worden sind.

Die Beispiele erliutern die Erfindung.

In den Beispielen wurden folgende Standardtechniken angewen-
det:

1. Klonierungsverfahren

Zur Klonierung in E.coli wurde der Vektor pBluescriptSK
verwendet.

Fiir die Pflanzentransformation wurden die Genkonstruktio-

nen in den bindren Vektor pBinAR (H&6fgen und Willmitzer,
Plant Sci. 66 (1990), 221-230) und B33-Hyg kloniert.
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2.

Bakterienstimme

Flir den pBluescript~Vektor und fiir die pBinAR- und B33-
Hyg-Konstrukte wurde der E.coli-Stamm DH5a (Bethesda Re-
search Laboratories, Gaithersburgh, USA) verwendet.

Die Transformation der Plasmide in die Kartoffelpflanzen
wurde mit Hilfe des Agrobacterium tumefaciens-Stammes
C58C1 pGV2260 durchgefiihrt (Deblaere et al., Nucl. Acids
Res. 13 (1985), 4777:4788).

Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Der Transfer der DNA erfolgte durch direkte Transformati-
on nach der Methode von Héfgen & Willmitzer (Nucleic
Acids Res. 16 (1988), 9877). Die Plasmid-DNA transfor-
mierter Agrobakterien wurde nach der Methode von Birnboim
& Doly (Nucleic Acids Res. 7 (1979), 1513-1523) isoliert
und nach geeigneter Restriktionsspaltung gelelektrophore-
tisch analysiert.

Transformation von Kartoffeln

Zehn Kkleine mit dem Skalpell verwundete Blitter einer
Kartoffel-Sterilkultur (Solanum tuberosum L.cv. Desiree)
wurden in 10 ml MS-Medium (Murashige & Skoog, Physiol.
Plant. 15 (1962), 473-497) mit 2% Saccharose gelegt,
welches 50 uwl einer unter Selektion gewachsenen
Agrobacterium tumefaciens-Ubernachtkultur enthielt. Nach
3-5 miniitigem, leichtem Schiitteln erfolgte eine weitere
Inkubation flr 2 Tage im Dunkeln. Daraufhin wurden die
Bldtter zur Kallusinduktion auf MS-Medium mit 1,6% Gluco-
se, 5 mg/l Naphthylessigsdure, 0,2 mg/l Benzylaminopurin,
250 mg/l Claforan, 50 mg/l Kanamycin bzw. 1 mg/l Hygromy-
cin B, und 0,80% Bacto Agar gelegt. Nach einwdchiger In-
kubation bei 25°C und 3000 Lux wurden die Blitter zur
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Sprofinduktion auf MS-Medium mit 1,6% Glucose, 1,4 mg/l
Zeatinribose, 20 mg/1 Naphthylessigsdure, 20 mg/l Gibe-
rellinsdure, 250 mg/l Claforan, 50 mg/l Kanamycin bzw. 3
mg/l Hygromycin B, und 0,80% Bacto Agar gelegt.

Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radiokative Markierung von DNA-Fragmenten wurde mit
Hilfe eines DNA-Random Primer Labelling Kits der Firma
Boehringer (Deutschland) nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

Northern Blot-Analyse

RNA wurde nach Standardprotokollen aus Blattgewebe von
Pflanzen isoliert. 50 ug der RNA wurden auf einem Agaro-
segel aufgetrennt (1,5% Agarose, 1 x MEN-Puffer, 16,6%
Formaldehyd). Das Gel wurde nach dem Gellauf kurz in Was-
ser gewaschen. Die RNA wurde mit 20 x SSC mittels Ka-
pillarblot auf eine Nylonmembran vom Typ Hybond N
(Amersham, UK) transferiert. Die Membran wurde anschlie-~
Bend bei 80°C unter Vakuum fiir zwei Stunden gebacken.

Die Membran wurde in NSEB-Puffer fiir 2 h bei 68°C prdhy-
bridisiert und anschliefend in NSEB-Puffer liber Nacht bei
68°C in Gegenwart der radioaktiv markierten Probe hybri-
disiert.

Pflanzenhaltung

Kartoffelpflanzen wurden im Gewdchshaus unter folgenden
Bedingungen gehalten:
Lichtperiode 16 h bei 25000 Lux und 22°C
Dunkelperiode 8 h bei 15 °C
Luftfeuchte 60%
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8. Bestimmung des Amylose/Amylopektinverhiltnisses in Stirke

aus Kartoffelpflanzen

Stdrke wurde nach Standardmethoden aus Kartoffelpflanzen
isoliert und das Verhdltnis Amylose zu Amylopektin nach

der von Hovenkamp-Hermelink et al. beschriebenen Methode
(Potato Research 31 (1988) 241-246) bestimmt.

Bestimmung von Glucose, Fructose und Saccharose

Zur Bestimmung des Glucose-, Fructose- bzw. Saccharosege-
halts werden kleine Knollenstiicke (Durchmesser ca. 10 mm)
von Kartoffelknollen in fllissigem Stickstoff eingefroren
und anschlieBend filir 30 min bei 80 °C in 0,5 ml 10 mM
HEPES, pH 7,5; 80% (Vol./Vol.) Ethanol extrahiert. Der
Uberstand, der die 18slichen Bestandteile enthdlt, wird
abgenommen und das Volumen bestimmt. Der tlberstand wird
zur Bestimmung der Menge an l18slichen Zuckern verwendet.
Die quantitative Bestimmung von léslicher Glucose, Fruc-
tose und Saccharose wird in einem Ansatz mit folgender
Zusammensetzung durchgefiihrt:
100,0 mM Imidazol/HCl, pH 6,9

1,5 mM MgCl,

0,5 mM NADP'

1,3 mM ATP
10-50 ul Probe
1,0 U Glucose-6-Phosphatdehydrogenase aus Hefe

Der Ansatz wird fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Bestimmung der Zucker erfolgt anschlieBend mittels gingiger

photometrischer Methoden durch Messung der Absorption bei

340 nm nach der aufeinanderfolgenden Zugabe von

1,0 Einheiten Hexokinase aus Hefe

(zur Bestimmung von Glucose)
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1,0 Einheiten Phosphoglucoisomerase aus Hefe
(zur Bestimmung von Fructose)
und

1,0 Einheiten Invertase aus Hefe

(zur Bestimmung von Saccharose).

Beispiel 1

Isolierung Stérkekorn-gebundener Proteine aus Kartoffelsté&r-
ke

Die Isolierung von Stdrkekorn-gebundenen Proteinen aus Kar-
toffelstdrke erfolgte durch Elektroelution in einer Eluti-
onsvorrichtung, die analog zu dem "Model 422 Electro-Eluter"
(BIORAD Laboratories Inc., USA) konstruiert war, aber ein
wesentlich gréBeres Volumen aufwies (ca. 200 ml). Es wurden
25 g getrocknete Stdrke in Elutionspuffer aufgenommen
(Endvolumen 80 ml). Die Stirke stammte aus Kartoffeln, die
aufgrund der anti-sense-Expression einer DNA-Sequenz, die
fir die Stdrkekorn-gebundene Stidrkesynthase I (GBSS I) aus
Kartoffel kodiert, eine nahezu amylosefreie Stédrke produzie-
ren. Die Suspension wurde im Wasserbad auf 70-80°C erwdrmt.
AnschlieBend wurden 72,07 g Harnstoff zugegeben
(Endkonzentration 8 M) und das Volumen mit Elutionspuffer
auf 180 ml aufgeflillt. Die Stdrke lbste sich unter stdndigem
Rilhren und bekam eine kleisterartige Konsistenz. Die Protei-
ne wurden aus der Lésung mit Hilfe des Elutionsvorrichtung
liber Nacht elektroeluiert (100 V; 50-60 mA). Die eluierten
Proteine wurden vorsichtig aus der Appartur entnommen.
Schwebstoffe wurden durch kurze Zentrifugation entfernt. Der
Uberstand wurde 2-3 mal je eine Stunde bei 4°C gegen Dialy-
sepuffer dialysiert. Anschliefend wurde das Volumen der Pro-
teinldésung bestimmt. Die Proteine wurden durch 2Zugabe von
Ammoniumsulfat (90% Endkonzentration) gefdllt. Die Zugabe
erfolgte unter sténdigem Rilhren bei 0°C. Die gefdllten Pro-
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teine wurden durch Zentrifugation pelletiert und in Protein-
puffer aufgenommen.

Beispiel 2

Identifizierung und Isoljerung von cDNA-Sequenzen, die fir
Stdrkekorn-gebundene Proteine kodjeren

Die gem&B Beispiel 1 isolierten Proteine wurden zur Herstel-
lung von polyclonalen Antikérpern aus Kaninchen verwendet,
die spezifisch Stirkekorn-gebundene Proteine erkennen.

Mit Hilfe derartiger Antikérper wurde anschliefend nach
Standardmethoden eine cDNA-Expressionsbibliothek nach Se-
quenzen durchgemustert, die fiir Stdrkekorn-gebundene Protei-
ne kodieren.

Die Expressionsbibliothek wurde folgendermaBen hergestellt:
Aus Kartoffelknollen der Kartoffelvarietdt "Berolina" wurde
nach Standardmethoden poly(A*)-mRNA isoliert. Ausgehend von
der poly(A*)-mRNA wurcde nach der Methode von Gubler und
Hoffmann (Gene 25 (1983), 263-269) unter Verwendung eines
Xho I-Oligo d(t);g-Primers cDNA hergestellt. Diese wurde
nach EcoR I-Linkeraddition mit Xho I nachgeschnitten und
orientiert in einen mit EcoR I und Xho I geschnittenen
Lambda 2ZAP II-Vektor (Stratagene) ligiert. ca. 500.000
Plaques einer derart konstruierten cDNA-Bibliothek wurden
nach Sequenzen durchgemustert, die von polyclonalen Antikér-
pern, die gegen Stirkekorn-gebundene Proteine gerichtet
sind, erkannt wurden.

Zur Analyse der Phagenplaques wurden diese auf Nitrozellulo-
sefilter {ibertragen, die vorher filr 30-60 min in einer 10 mM
IPTG-Losung inkubiert und anschlieBend auf Filterpapier ge-
trocknet wurden. Der Transfer erfolgte fiir 3 h bei 37°C. An-
schlieBend werden die Filter fiir 30 min bei Raumtemperatur
in Blockreagenz inkubiert und zweimal fiir 5-10 min in TBST-
Puffer gewaschen. Die Filter wurden mit den gegen Stédrke-

4y



WO 97/11188 PCT/EP96/04109

korn-gebundene Proteine gerichteten polyclonalen Antikérpern
in geeigneter Verdiinnung fiir 1 h bei Raumtemperatur oder fiir
16 h bei 4°C geschiittelt. Die Identifizierung von Plaques,
die ein Protein exprimierten, das von den polyclonalen Anti-
kérpern erkannt wurde, erfolgte mit Hilfe des "Blotting de-
tection kit for rabbit antibodies RPN 23" (Amersham UK) nach
den Angaben des Herstellers.

Phagenclone der cDNA-Bibliothek, die ein Protein exprimier-
ten, das von den polyclonalen Antikdérpern erkannt wurde,
wurden unter Anwendung von Standardverfahren weiter gerei-
nigt.

Mit Hilfe der in-vivo-excision-Methode wurden von positiven
Phagenclonen E. coli-Klone gewonnen, die ein doppelstradngi-
ges pBluescript-Plasmid mit der jeweiligen cDNA-Insertion
enthalten. Nach Uberpriifung der GréBe und des Restriktions-
musters der Insertionen wurde ein geeigneter Clon, PpRL1,
weiter analysiert.

Beispiel 3

Sequenzanalyse der cDNA-Insertion des Plasmids pRL21

Aus einem entsprechend Beispiel 2 erhaltenen E. coli-Clon
wurde das Plasmid pRL1 isoliert und ein Teil der Sequenz
seiner cDNA-Insertion durch Standardverfahren mittels der
Didesoxynukleotidmethode (Sanger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74 (1977), 5463-5467) bestimmt. Die Insertion ist
ca. 2450 bp lang. Ein Teil der Nukleotidsequenz sowie die
daraus abgeleitete Aminosduresequenz ist unter Seq ID No. 3
und Seq ID No. 4 angegeben.

Eine Sequenzanalyse und ein Sequenzvergleich mit bekannten
DNA-Sequenzen zeigte, daB die unter Seq ID No. 3 dargestell-
te Sequenz neu ist und keine signifikante Homologie zu bis-
her bekannten DNA-Sequenzen aufweist. Die Segquenzanalyse
zeigte weiterhin, daB es sich bei der cDNA-Insertion nur um
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eine partielle cDNA handelt, bei der ein Teil der codieren-
den Region am 5'-Ende fehlt.

Beispiel 4

Identifizierung und Isclierung einer vollst&ndigen cDNA, dije
fiir ein Stdrkekorn-gebundenes Protein aus Solanum tuberosum

codiert

Zur Isolierung einer, der partiellen cDNA-Insertion des
Plasmids pRL1 entsprechenden, vollstdndigen cDNA, wurde eine
weitere cDNA-Bibliothek hergestellt. Dabei handelte es sich
um eine SchlieBzellen-spezifische cDNA-Bibliothek aus Sola-
num tuberosum, die folgendermaBen konstruiert wurde:

Zundchst wurden Epidermisfragmente von Blittern von Kartof-
felpflanzen der Varietdt Desirée im wesentlichen nach der
Methode von Hedrich et al. (Plant Physiol. 89 (1989), 148)
hergestellt indem ca. 60 Blitter von sechs Wochen alten, im
Gewdchshaus gehaltenen Kartoffelpflanzen geerntet wurden.
Aus den Blédttern wurde die Mittelrippe entfernt. Anschlie-
Bend wurden die Blétter in einem groBen "Waring blender"
(Volumen 1 Liter) in gekiihltem destilliertem H,0 viermal fiir
je 15 Sekunden auf hdchster Stufe zerkleinert. Die Suspensi-
on wurde durch ein Nylonsieb mit einer PorengrdBe von 220 um
(Nybolt, 2ziirich, Schweiz) filtriert und mehrmals mit kaltem
destilliertem Wasser gewaschen. Die Suspension wurde wieder-
um durch ein 220 um-Nylonsieb filtriert und ausgiebig mit
kaltem destilliertem Wasser gewaschen. Der Riickstand
(Epidermisfragmente) wurde in einen kleineren "Waring blen-
der" (Volumen 250 ml) gegeben und in destilliertem Wasser
und Eis viermal fiir je 15 Sekunden bei auf kleiner Stufe
zerkleinert. Die Suspension wurde durch ein 220 um-Nylonsieb
filtriert und ausgiebig mit kaltem destilliertem Wasser ge-
waschen. Die Epidermisfragmente (Riickstand) wurden mikrosko-
pPisch hinsichtlich einer Kontamination durch Mesophyllzellen
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untersucht. Wenn dies der Fall war, wurde der Zerkleine-
rungsschritt im kleinen "Waring blender" wiederholt.

Der AufschluB der SchlieBzellen der Epidermisfragmente er-
folgte durch Zermdérsern in fliissigem Stickstoff in einem ge-
kilhlten M8rser fiir ca. 2 h. Zur Uberpriifung des Aufschlusses
der SchlieBzellen wurden regelmdBfig Proben genommen und mi-
kroskopisch iiberpriift. Nach 2 h oder wenn eine geniigend gro-
Be Anzahl von SchlieBzellen aufgeschlossen wurde, wurde das
entstandene Pulver in ein Reaktionsgefdf (Volumen 50 ml)
Uberfiihrt und in einem Volumen GTC-Puffer (Chirgwin et al.,
Biochem. 18 (1979), 5294-5299) aufgenommen. Die Suspension
wurde zentrifugiert und der {berstand durch Miracloth
(Calbiochem, La Jolla, Kalifornien) filtriert. Das Filtrat
wurde wie in Glisin et al. (Biochemistry 13 (1974), 2633-
2637) und Mornex et al. (J. Clin. Inves. 77 (1986), 1952-
1961) fiir 16 h einer Ultrazentrifugation unterzogen. Nach
der Zentrifugation wurde der RNA-Niederschlag in 250 ul GTC-
Puffer aufgenommen. Die RNA wurde durch Zugabe von 0,05 Vo-
lumen 1 M Essigsdure und 0,7 Volumen Ethanol gefdllt. Die
RNA wurde abzentrifugiert und der Niederschlag mit 3 M Na-
triumazetat (pH 4,8) und 70% Ethanol gewaschen. Die RNA wur-
de kurz getrocknet und in DEPC-behandeltem Wasser geldst.
Aus der isolierten RNA wurde nach Standardverfahren poly At~
RNA isoliert. Ausgehend von der poly(A+)-mRNA wurde nach der
Methode von Gubler und Hoffmann (Gene 25 (1983), 263-269)
unter Verwendung eines Xho I-Oligo d(t);g-Primers cDNA her-
gestellt. Diese wurde nach EcoR I-Linkeraddition mit Xho I
nachgeschnitten und orientiert in einen mit EcoR I und Xho I
geschnittenen Lambda ZAP II-Vektor (Stratagene, GmbH, Hei-
delberg, Deutschland) ligiert. Das Verpacken in Phagenképfe
erfolgte unter Verwendung des Gigapack II Gold Xkit's
(Stratagene, GmbH, Heidelberg, Deutschland) nach den Angaben
des Herstellers.

Aus einer derartigen cDNA-Bibliothek wurden nach Standard-
verfahren Phagenclone isoliert und gereinigt, die mit der
cDNA-Insertion aus dem Plasmid pRL1 hybridisieren. Mit Hilfe
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der in-vivo-excision-Methode wurden von positiven Phagenclo-
nen E. coli-Klone gewonnen, die ein doppelstridngiges pBlu-
escript-Plasmid mit der jeweiligen cDNA-Insertion enthalten.
Nach Uberpriifung der GréSe und des Restriktionsmusters der
Insertionen wurden geeignete Klone einer Restriktionskartie-
rung und einer Sequenzanalyse unterzogen. Aus einem geeigne-
ten Clon wurde das Plasmid PRL2 (DSM 10225) isoliert, das
eine vollstdndige cDNA enthilt, die fiir ein Stédrkekorn-
gebundenes Protein aus Kartoffel codiert.

Beispiel 5

Sequenzanalyse der cDNA-Insertion des Plasmids PRL2

Die Nukleotidsequenz der cDNA-Insertion des Plasmids pRL2
wurde wie in Beispiel 3 beschrieben bestimmt. Die Insertion
ist 4856 bp lang. Die Nukleotidsequenz sowie die daraus ab-
geleitete Aminosiuresequenz ist in Seq ID No. 1 bzw. Seq ID
No. 2 angegeben. Das entsprechende Gen wird im folgenden RL-
Gen genannt.

Beispiel 6

Konstruktion des Plasmids p35S-anti-RL und Einfilhrung des
Plasmids in das Genom von Kartoffelpflanzen

Aus dem Plasmid pRL1 wurde mit Hilfe der Restriktionsendonu-
klease Asp718 ein ca. 1800 bp langes DNA-Fragment isoliert.
Dieses entspricht der unter Seq ID No. 3 dargestellten DNA-
Sequenz und enth#lt einen Teil des offenen Leserahmens. Das
Fragment wurde in den mit Asp718 geschnittenen biniren Vek-
tor pBinAR (H&fgen und Willmitzer, Plant Sci. 66 (1990),
221-230) 1ligiert. Bei diesem handelt es sich um ein Derivat
des bindren Vektors pBinl9 (Bevan, Nucl. Acids Res. 12
(1984), 8711-8721). pBinAR wurde folgendermaBen konstruiert:
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Ein 529 bp langes Fragment, das die Nukleotide 6909-7437 des
35S-Promotor des Cauliflowermosaic-Virus umfaBt (Franck et
al., Cell 21 (1980), 285-294), wurde als EcoR I/Kpn I-
Fragment aus dem Plasmid pDH51 (Pietrzak et al., Nucl. Acids
Res. 14, 5857-5868) isoliert und zwischen die EcoR I- und
die Kpn I-Schnittstellen des Polylinkers von pBinl9 ligiert.
Dabei entstand das Plasmid pBinl9-A.

Aus dem Plasmid pAGV40 (Herrera-Estrella et al., Nature 303,
209-213) wurde mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Pvu
II und Hind III ein 192 bp langes Fragment isoliert, das das
Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids
pTiACH5 (Gielen et al., EMBO J. 3, 835-846) umfaBt
(Nukleotide 11749-11939). Nach Addition von Sph I-Linkern an
die Pvu I-Schnittstelle wurde das Fragment zwischen die Sph
I- und Hind III-Schnittstellen pBinl9-A ligiert. Dabei ent-
stand pBinAR.

Mit Hilfe von Restriktions- und Sequenzanalysen wurden re-
kombinante Vektoren identifiziert, bei denen das DNA-
Fragment derart in den Vektor inseriert ist, daB8 ein Teil
der codierenden Region der cDNA-Insertion aus pRL1 in anti-
sense-Orientierung mit dem 35S-Promotor verkniipft ist. Das
resultierende Plasmid, p35S-anti-RL, ist in Fig. 1 darge-
stellt.

Durch die Insertion des cDNA-Fragmentes entsteht eine Ex-
pressionskassette, die folgendermafen aus den Fragmenten A,
B und C aufgebaut ist:

Das Fragment A (529 bp) enthdlt den 35S-Promotor des Caulif-
lower-Mosaik-Virus (CaMV). Das Fragment umfaBt die Nukleoti-
de 6909 bis 7437 des CaMV (Franck et al., Cell 21 (1980),
285-294).

Das Fragment B enthdlt neben flankierenden Bereichen einen
Teil der proteincodierenden Region der cDNA-Insertion aus
dem Plasmid pRL1. Diese wurde wie oben beschrieben als
Asp718-Fragment aus pRL1 isoliert wund in anti-sense-
Orientierung an den 35S-Promotor in pBinAR fusioniert.
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Fragment C (192 bp) enthilt das PolYadenylierungssignal des
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACHS (Gielen et al.,
EMBO J. 3 (1984), 835-846).

Die GréBe des Plasmids p35S~anti-RL betrigt ca. 12,8 kb.

Das Plasmid wurde mit Hilfe Agrobakterien-vermittelter
Transformation in Kartoffelpflanzen transferiert wie oben
beschrieben. Aus den transformierten Zellen wurden ganze
Pflanzen regeneriert. Die transformierten Pflanzen wurden
unter Gewdchshausbedingungen kultiviert.

Die Uberpriifung des Erfolges der genetischen Verdnderung der
Pflanzen erfolgte durch Analyse der Gesamt-RNA in einer
Northern-Blot-Analyse beziliglich des Verschwindens der zu der
cDNA komplementidren Transkripte. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus
Bldttern transformierter Pflanzen nach Standardmethoden iso-
liert, gelelektrophoretisch auf einem Agarosegel aufge-
trennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer ra-
dioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die unter Seq ID
No. 1 dargestellte Sequenz oder einen Teil dieser Sequenz
aufweist. In ca. 5-10% der transformierten Pflanzen fehlte
in der Northern-Blot-Analyse die Bande, die das spezifische
Transkript der unter Seq ID No. 1 dargestellten Sequenz dar-
stellt. Diese Pflanzen wurden zur Analyse der Stidrkequalitit
verwendet.

Beispiel 7

Konstruktion des Plasmids pB33-anti-RL und Einfihrung des

Plasmids in das Genom von Kartoffelpflanzen

Aus dem Plasmid pRL1 wurde mit Hilfe der Restriktionsendonu-
klease Asp718 ein ca. 1800 bp langes DNA-Fragment isoliert,
das einen Teil des offenen Leserahmens der CDNA-Insertion
umfaft, und in den mit Asp718 geschnittenen Vektor B33-Hyg
ligiert. Dieser Vektor wurde folgendermaBen hergestellt:

Aus dem Vektor pBinAR Hyg (DSM 9505) wurde mit Hilfe der Re-
striktionsendonukleasen EcoR I und Asp718 der 35S-Promotor
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entfernt. Aus dem Plasmid p33-anti-BE (DSM 6146) wurde mit
Hilfe von EcoR I und Asp718 ein ca. 1526 bp langes Fragment,
das den B33-Promotor umfaBt, isoliert und in den mit EcoR I
und Asp718 geschnittenen Vektor pBinAR Hyg (DSM 9505) inse-
riert.

Durch die 1Insertion des cDNA-Fragmentes in die Asp71&-
Schnittstelle des Plasmids B33~-Hyg entsteht eine Expressi-
onskassette, die folgendermaBen aus den Fragmenten A, B und
C aufgebaut ist (Fig. 4):

Das Fragment A enthdlt den B33-Promotor aus Solanum tubero-
sum (EP 3775 092; Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23-
29)

Das Fragment B enthdlt neben flankierenden Bereichen einen
Teil der proteincodierenden Region der cDNA-Insertion aus
dem Plasmid pRL1. Diese wurde wie oben beschrieben als
Asp718-Fragment aus pRL1 isoliert und in anti-sense-
Orientierung an den B33-Promotor in B33-Hyg fusioniert.
Fragment C (192 bp) enthdlt das Polyadenylierungssignal des
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACH5 (Gielen et al.,
EMBO J. 3 (1984), 835-846).

Die GréBe des Plasmids pB33-anti-RL betrédgt ca. 12,8 kb.

Das Plasmid wurde mit Hilfe Agrobakterien-vermittelter
Transformation in Kartoffelpflanzen transferiert wie "oben
beschrieben. Aus den transformierten Zellen wurden ganze
Pflanzen regeneriert. Die transformierten Pflanzen wurden
unter Gewdchshausbedingungen kultiviert.

Die Uberpriifung des Erfolges der genetischen Veridnderung der
Pflanzen erfolgte durch Analyse der Gesamt-RNA in einer
Northern-Blot-Analyse beziiglich des Verschwindens der zu der
CDNA komplementédren Transkripte. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus
Knollen transformierter Pflanzen nach Standardmethoden iso-
liert, gelelektrophoretisch auf einem Agarosegel aufge-
trennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer ra-
dioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die unter Seq ID
No. 1 dargestellte Sequenz oder einen Teil dieser Sequenz
aufweist. In ca. 5-10% der transformierten Pflanzen fehlte
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in der Northern-Blot-Analyse die Bande, die Transkripte dar-
stellt, die mit der erfindungsgemdBen cDNA hybridisieren.
Aus diesen Pflanzen wurde aus Knollen die Stirke isoliert
und wie in Beispiel 8 beschrieben analysiert.

Beispiel 8

Analyse der transformierten Kartoffelpflanzen

Die gemdB Beispiel 6 und Beispiel 7 transformierten Kartof-
felpflanzen wurden hinsichtlich der Eigenschaften der syn-
thetisierten Stdrke untersucht. Die Analysen wurden an ver-
schiedenen Linien von Kartoffelpflanzen durchgefiihrt, die
mit dem Plasmid p35S-anti-RL bzw. mit dem Plasmid pB33-anti-
RL transformiert worden waren und die in der Northern-Blot-
Analyse die Bande nicht mehr aufwiesen, die Transkripte dar-

stellt, die mit den erfindungsgem&Ben DNA-Sequenzen hybridi-
sieren.

a) Bestimmung der Viskositit wdBriger L&sungen der Stirke

Zur Bestimmung der Viskositidit der wdBrigen L&sungen der
in transformierten Kartoffelpflanzen synthetisierten
Stdrke wurde aus Knollen von Pflanzen, die mit dem Plas-
mid p35S-anti-RL bzw. mit dem Plasmid pB33-anti-RL trans-
formiert worden waren, Stirke nach Standardverfahren iso-
liert. Es wurden jeweils 30 g Stdrke in 450 ml H,0 aufge-
nommen und filir die Analyse in einem Viskograph E
(Brabender OHG Duisburg (Deutschland)) verwendet. Der Be-
trieb des Gerites erfolgte nach den Angaben des Herstel-
lers. Zur Bestimmung der Viskositit der waBrigen L&sung
der Stdrke wurde die Stidrkesuspension zundchst von 50°C
auf 96°C erhitzt mit einer Geschwindigkeit von 3°C pro
min. AnschlieBend wurde die Temperatur fir 30 min bei
96°C gehalten. Danach wurde die Lésung von 96°C auf 50°C
abgekiihlt mit einer Geschwindigkeit von 3°C pro min. Wih-
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rend der gesamten Dauer wurde die Viskositit bestimmt.
Reprédsentative Ergebnisse derartiger Messungen sind in
Form von Kurven, in denen die Viskositdt in Abhdngigkeit
der Zeit dargestellt ist, in Fig. 3, Fig. 4 und Fig. 5
wiedergegeben. Fig. 3 zeigt eine typische Brabenderkurve
fir stérke, die aus Wildtyp-Pflanzen der Kartoffelvarie-
tdt Désirée isoliert wurde. Fig. 4 und 5 Zeigen eine ty-
pische Brabenderkurve fiir Stirke, die aus Kartoffelpflan-
zen isoliert wurde, die mit dem Plasmid p35S-anti-RL bzw.
pPB33-anti-RL transformiert worden waren. Aus den Kurven
lassen sich verschiedene charakteristische Werte ablei-
ten.

Fir wildtyppflanzen ergeben sich dabei folgende charakte-
ristische Werte:

Tabelle 1

Wert Zeit Drehmoment Temperatur
(min : sec) [(BE] (°C)

A 6 : 30 60,5 + 17,7 69,9 * 0,57

B 11 : 30 1838,0 + 161,2 86,0 + 2,1

c 15 : 15 1412,0 * 18,4 96,0

D 45 : 15 526,0 + 17,0 96,0

E 60 : 30 812,0 % 8,5 50,0

F 70 : 45 853,0 % 5,7 50,0

Die Werte geben Mittelwerte aus zwei verschiedenen Mes-
sungen wieder.

In der Tabelle 1 und den folgenden Tabellen 2 und 3 be-
deuten:
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Verkleisterungsbeginn
Maximale Viskositit
Start der Haltezeit
Start der Kiilhlzeit
Ende der Kiihlzeit

Ende der End-Haltezeit.

FUr Pflanzen, die mit dem Plasmid p35S-anti-RL transfor-
miert worden waren (Linie P2), ergeben sich dabei folgen-
de charakteristische Werte:

Tabelle 2

Wert

HmOon0N0w)y

Fir Pflanzen,

Zeit
(min :

6 :
14 :
15
45
60
70

s es  o»

Drehmoment Temperatur
sec] [BE] [°C]
00 50,0 69,0
00 820,0 93,0
15 815,0 96,0
15 680,0 96,0
30 1150,0 50,0
45 1200,0 50,0

die mit dem Plasmid pB33-anti-RL transfor-

miert worden waren (Linie P3), ergeben sich dabei foiqen-

de Werte:

Tabelle 3

Wert Zeit

[min :

7:0
12:45
15:15
45:15
60:30
70:45

M MO0 D)y

sec]
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Drehmoment

[BE]

31,0
671,0
662,0
607,0

1063,0
1021,0

Temperatur
[°C]

71,0
88,3
96,0
96,0
50,0
50,0
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Aus den Figuren 3, 4 und 5 geht deutlich hervor, daB8 die
Stdrke aus transformierten Pflanzen sich von der aus
Wildtyp-Pflanzen insbesondere dadurch unterscheidet, dasg
beim Aufkochen nur eine sehr geringe Viskositdtszunahme
erfolgt. So liegt die maximale Viskositdt bei der modi-
fizierten Stdrke aus transformierten Pflanzen beim Auf-
kochen um mehr als 50% unter dem Wert der WwWildtyp-
Stédrke.

Andererseits steigt die Viskositdt der aus transformier-
ten Pflanzen isolierten Stédrke nach dem Abkiihlen stérker
an als bei Wildtyp-Stéarke.

b) Bestimmung des Phosphatgehaltes der Stdrke

Der Phosphatgehalt der Stidrke wurde bestimmt, indem die
Menge an Phosphat, das an der C-6-Position von Glucosere-
sten gebunden war, gemessen wurde. Hierzu wurde Stédrke
zundchst durch Siurehydrolyse gespalten und anschlieBend
der Gehalt an Glucose-6~Phosphat mittels eines Enzymtests
bestimmt, wie im folgenden beschrieben.

100 mg Stdrke wurden in 500 ul 0,7 N HC1 4 h bei 100 °C
inkubiert. Nach der Siurehydrolyse wurden 10 ul des An-
satzes in 600 ul Imidazolpuffer (100 mM Imidazol, S5 mM
MgCl,, pH 6,9, 0,4 mM NAD+) gegeben. Die Bestimmung der
Menge an Glucose-6-Phosphat in dem Ansatz erfolgte durch
Umsetzung mit dem Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase.
Dazu wurde dem Ansatz 1 U Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (aus Leuconostoc mesenteroides (Boehringer
Mannheim)) zugesetzt und die Menge an gebildetem NADH
durch Messung der Absorption bei 340 nm bestimmt.

Der Gehalt an Glucose-6-Phosphat/Milligramm Stdrke ist in
der folgenden Tabelle fiir nicht-transformierte Kartoffel-

pflanzen der Varietit Désirée sowie fiir zwei Linien

55



WO 97/11188 PCT/EP96/04109

(P1(35S~anti-RL; P2(35S-anti-RL)) transgener Kartoffel-
Pflanzen, die mit dem Plasmid p35S-anti-RL transformiert
worden waren, angegeben.

Tabelle 4

Pflanzen nmol Glucose-6-Phosphat/mg Stirke %
Wildtyp 12,89 + 1,34 100
P1(35S-anti-RL) 2,25 *+ 0,41 17,4
P2 (35S-anti-RL) 1,25 + 0 9,7

Die folgende Tabelle zeigt den Glucose-6-Phosphat-Gehalt
pro Milligramm Stirke bei Kartoffelpflanzen, die mit dem
Plasmid pB33-anti-RL transformiert worden waren, im Ver-
gleich 2zu Stdrke aus nicht-transformierten Pflanzen (S.
tuberosum c.v. Désirée).

Tabelle 5

Pflanzen nmol Glucose-6-Phosphat/mg Stérke %

Wildtyp 9,80 * 0,68 100
7 4,50 + 0,73 45,9
37 2,64 + 0,99 26,9
45 1,14 *+ 0,44 11,6
31 1,25 * 0,49 12,8

Die Pflanzen 7, 37, 45 und 31 stellen unabhdngige Trans-
formanten dar, die mit dem Plasmid pB33-anti-RL transfor-
miert worden waren. Die Pflanze 37 reprédsentiert die Li-
nie P3, flir die in Figur 5 eine Brabenderkurve darge-
stellt ist.

Die Werte zeigen, daB der Phosphatgehalt der modifizier-
ten Stdrke aus transgenen Kartoffelpflanzen um mindestens
ca. 50% im Vergleich zu Stdrke aus Wildtyp-Pflanzen ver-
ringert ist.
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c) Bestimmung des Glucose-, Fructose- und Saccharosegehalts
von Knollen nach Lagerung bei 4 °C

Knollen von Pflanzen verschiedener transgener Linien, die
mit dem antisense-Konstrukt p35S-anti-RL transformiert
worden waren, und von Wildtyp-Pflanzen wurden fiir 2 Mona-
te bei 4 °C bzw. bei 20 °C im Dunkeln gelagert. Anschlie-
Bend wurden wie oben beschrieben die Mengen an Glucose,
Fructose und Saccharose bestimmt. Dabei ergaben sich fir
zwel transgene Linien folgende reprisentative Werte:

Tabelle 6
Glucose Fructose Saccharose
20°C 4°C 20°C 4°C 20°C 4°C
Wildtyp 0,84 55,4 0,62 52,8 8,5 13,1
cv Désirée
Transgene 1,12 6,7 0,75 7,8 7,5 10,1
Linie 15
Transgene 1,00 6,4 0,75 7,5 6,9 6,9
Linie 11

Die Werte in der Tabelle sind in pmol Hexose bzw. Saccharose/ g

Frischgewicht angegeben.

Aus den Werten in Tabelle 6 wird deutlich, daB8 bei den
transgenen Pflanzen bei einer Lagerung bei 4 °C eine we-
sentlich geringere Akkumulation reduzierender Zucker in
den Knollen stattfindet als bei Wildtyp-Pflanzen.
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Insgesamt &hnelt die aus transgenen Kartoffelpflanzen
isolierte modifizierte Stirke der Stirke aus Mais-
Wildtyp-Pflanzen. Im Vergleich zu dieser besitzt sie den
Vorteil, daB sie geschmacksneutral ist und so fiir ver-
schiedene Verwendungsméglichkeiten im Nahrungsmittel-
bereich besser geeignet ist.

Beispiel 9
Expressjon der cDNA-Insertion des Plasmids pRL2 in E. coli

(a)

Transformation von_ Bakterienzellen

Zur Expression der cDNA-Insertion des Plasmids pRL2 wur-
den Zellen des E. coli-Stammes DHS5a zunichst mit dem
Plasmid pACAC transformiert. Dieses Plasmid enthdlt ein
DNA-Fragment, das die ADP-Glucose-Pyrophosphorylase
(AGPase) aus E. coli codiert, unter der Kontrolle des
lac Z-Promotors. Das Fragment war als ca. 1,7 kb groBes
DraI/HaeII-Fragment aus dem Vektor pEcA-15 (siehe B.
MlUller-Réber (1992), Dissertation, FU Berlin) isoliert
worden und nach Gldttung der Enden in einen mit HindIII
linearisierten pACAC184-Vektor cloniert worden. Die Ex-
pression der AGPase soll eine Steigerung der Glycogen-
synthese in transformierten E. coli Zellen bewirken. Die
derart transformierten Zellen werden im folgenden als E.
coli-Ki~Zellen bezeichnet.

Zur Bestimmung der Enzymaktivitdt des durch die cDNA des
Plasmids pRL2 codierten Proteins, wurden E. coli-Ki-
Zellen mit dem Plasmid pRL2 transformiert. Die transfor-
mierten E. coli-Zellen, die sowohl das Plasmid pACAC als
auch das Plasmid pRL2 enthalten, werden im folgenden als
E. coli-K2-Zellen bezeichnet.

Der Transfer der Plasmid-DNA in die Bakterienzellen er-
folgte jeweils nach der Methode von Hanahan (J. Mol.
Biol. 166 (1983), 557-580). Die transformierten E. coli
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2ellen wurden auf Agarkultursdhalen mit folgender Zusam-
mensetzung ausgestrichen:

YT-Medium mit

1,5% Bacto-Agar
50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,2
1% Glucose

10 pg/ml Chloramphenicol bei E. coli-Kl-Zellen
bzw.

10 ug/ml Chloramphenicol und

10 pug/ml Ampicillin bei E. coli-K2-Zellen.

Escherichia coli Zellen des Stammes DH5_, die mit dem
Plasmid pRL2 + pACAC (E. coli-K2-Zellen) sowie als Kon-
trolle nur mit dem Plasmid pACAC (E. coli-Kl-Zellen)
transformiert worden sind, wurden auf Agarplatten ange-
zogen. Das gebildete Glycogen der verschiedenen Kulturen
wurde beziiglich des Phosphorylierungsgrades (an C=-6-
Position des Glucosemolekiils) hin untersucht, wie inm
folgenden beschrieben wird.

(b) Isclierung von bakteriellem Glycogen

Zur Isolierung von bakteriellem Glycogen wurde der nach
der Transformation gewachsene Bakterienrasen von jeweils
6 Agarplatten (@ 135 mm) mit 5 ml YT-Medium/Platte abge-
schwemmt. Die Bakteriensuspension wurde bei 4500 xg fir
5 Minuten zentrifugiert. Der Bakterienniederschlag wurde
in 10 ml YT-Medium resuspendiert. Der AufschluB der Bak-
terien erfolgte durch Zugabe von 2 Volumen AufschluBme-
dium (0,2 N NaOH; 1% SDS) und Inkubation fiir 5 Minuten
bei RT. Durch Zugabe von 3 Volumen EtOH abs., 30 miniiti-
ger Inkubation bei 4°C und anschlieBender Zentrifugation
von 15 Minuten bei 8000 gx wurde das Glycogen sedimen-
tiert. AnschlieBend wurde der Niederschlag mit 100 ml
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70%igem EtOH gewaschen und erneut durch einen Zentrifu-
gationsschritt (10 Minuten bei 8000 xg) sedimentiert.
Der Waschvorgang wurde 4 mal wiederholt.

Bestimmung des Gesamtglycogengehaltes

Das isolierte urd sedimentierte Glycogen wurde zunichst
durch saure Hydrolyse (Ldsen des Niederschlags in 2 ml
0,7 N HCl; Inkubation fiir 4 Stunden bei 100°C) in die
einzelnen Glucosiemolekiile aufgespalten. Der Glucosege-
halt der Ldsung wurde mittels gekoppelter enzymatischer
Reaktion eines Stidrke-Tests nach Angaben des Herstellers
(Boehringer Mannheim) an einem Photometer (Firma
Kontron) bei einer Wellenlidnge von 340 nm bestimmt.

Der Reaktionspuffer enthidlt:

100 mM MOPS, pH 7,5

10 mM MgCl,

2 mM EDTA

0,25 mM NADP

1 mM ATP

1 U/ml Glucose-6-

Phosphat-Dehydrogenase
2 U/ml Hexokinase

Die Messung erfolgte bei 25°C mit 10 ul Glucoselésung.

Bestimmung des Glucose-6-Phosphat Gehaltes

Zur Bestimmung des Gehaltes der an C-6-Position phospho-
rylierten Glucosemolekiile wurden gleiche Stoffmengen an
Glucose, jeweils der verschiedenen Bakterienkulturen,
eingesetzt. Durch Zugabe von gleichen Volumina an 0,7 N
KOH zu dem mittels saurer Hydrolyse (siehe oben) in sei-
ne Glucosemolekiile aufgespaltenen Glycogens, wurde die
L8sung neutralisiert.

Der Reaktionspuffer enthilt:
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100 mM MOPS, pH 7,5
10 mM MgCl,

2 mM EDTA

0,25 mM NADP

2 U/ml Glucose=-6-
Phosphat-Dehydrogenase

Die Messung erfolgte bei 25°C mit 100~150 ul Glucoseld-
sung.

einer b i s G

Enzymaktivitit

Die Ergebnisse der Bestimmung des Phosphatgehaltes des
in den Bakterienzellen synthetisierten Glycogens zeigen,
daB das Glycogen der E. coli Zellen, die mit den Plasmi-
den pACAC + pRL2 transformiert worden waren, eine bis zu
290 * 25% erhdhte Phosphorylierung an C-6-Position der
Glucose aufweist, verglichen mit dem Kontrollansatz (E.
coli Zellen transformiert mit dem Plasmid pACYC) (siehe
folgende Tabelle)

E. coli~Zellen Glucose-6-Phosphat:Glucose
im Glycogen

E. coli-K1 1: (4600 * 1150)

E. coli-K2 1: (1570 = 390)

Die hier dargestellten Phosphorylierungsgrade sind der
Mittelwert aus mindestens 6 Messungen ausgehend von 6
unabhidngigen Transformationen und Glycogenisolierungen.

Beispiel 10

Einfiihrung des Plasmids p35S-anti-RL in Kombination mit dem
Plasmid p35SH-anti-BE in das Genom von Kartoffelpflanzen
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Das Plasmid p35S-anti~RL wurde konstruiert wie im Beispiel 6
beschrieben. Das Plasmid p35SH-anti-BE wurde konstruiert wie
in der Anmeldung WO095/07355, Beispiel 3, beschrieben. Beide
Plasmide wurden mit Hilfe der Agrobakterium vermittelter
Transformation wie oben beschrieben sequentiell in Kartof-
felpflanzen transferiert. Dazu wurde zundchst das Plasmid
P35SH-anti-BE in Kartoffelpflanzen transformiert. Es wurden
ganze Pflanzen regeneriert und auf eine verringerte Expres-
sion des branching-Enzymgens selektiert. AnschlieBend wurde
das Plasmid p35S-anti-RL in die schon reduzierte Expression
des branching-Enzyms aufweisenden transgenen Pflanzen trans-
formiert. Aus den transformierten Zellen wurden wiederum
transgene Pflanzen regeneriert, und die transformierten
Pflanzen wurden unter Gewdchshausbedingungen kultiviert. Die
ﬁberprﬁfung des Erfolges der genetischen Verdnderung der
Pflanzen in Bezug auf eine stark reduzierte Expression so-
wohl des branching-Enzymgens als auch in Bezug auf eine
stark reduzierte Expression des RL-Gens erfolgte durch Ana-
lyse der gesamten RNA in einer RNA-Blot-Analyse beziiglich
des Verschwindens der zu Verzweigungsenzym-cDNA bzw. RL-cDNA
komplementiren Transkripte. Hierzu wurde die Gesamt-RNA aus
Blédtter transformierten Pflanzen nach beschriebenen Methoden
isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran
transferiert und mit einer radioaktiv markierten Probe hy-
bridisiert, die die unter Seq ID No. 1 dargestellte Sequenz
oder einen Teil dieser Sequenz aufweist und anschliefend mit
einer radioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die Se-
quenz der Verzweigungsenzym-cDNA (vgl. W092/14827, Beispiel
1) oder einen Teil derselben aufweist. In ca. 5% - 10% der
transformierten Pflanzen fehlte in der RNA-Blot-Analyse so-
wohl die Bande, die das spezifische Transkript der unter
Seq. ID No. 1 dargestellten Sequenz darstellt als auch die
Bande, die das spezifische Transkript der Verzweigungsenzym-
CDNA (vgl. W092/14827, Beispiel 1) darstellt. Diese Pflan-
zen, welche als R4-Pflanzen bezeichnet wurden, wurden zur
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Analyse der Qualitdt der in den Knollen enthaltenen Sté&rke
eingesetzt.

Beispiel 11

Einfihrung des Plasmids pB33-anti-RL in Kombjnation mit dem
Plasmid pB33-anti-GBSSI in das Genom von Kartoffelpflanzen

Das Plasmid pB33-anti-RL wurde konstruiert wie im Beispiel 7
beschrieben. Das Plasmid pB33-anti-GBSSI wurde wie folgt
konstruiert:

Das Dral/Dral Fragment aus der Promotorregion des Patatin
Klasse I Gens B33 von Solanum tuberosum, umfassend die Nu-
kleotide -1512 bis +14 (Rocha-Sosa et al., EMBO J 8 (1989),
23-29) wurde in die Smal Schnittstelle des Plasmids pUC19
ligiert. Aus dem entstandenen Plasmid wurde das Promotor-
fragment als EcoRI/HindIII Fragment in die polylinker Region
des Plasmids pBinl9 (Bevan, Nucleic Acids Research 12
(1984), 8711-8721) ligiert. AnschliefBend wurde das 3' EcoRI
Fragment 1181 bis 2511 des GBSSI-Gens von Solanum tuberosum
(Hergersberg, Dissertation (1988) Universitdt 2zu Kd&ln) in
die EcoRI Schnittstelle des entstandenen Plasmids ligiert.

Beide Plasmide wurden mit Hilfe Agrobakterium vermittelter
Transformation sequentiell in Kartoffelpflanzen transferiert
wie unter Beispiel 10 beschrieben. Aus den transformierten
Zellen wurden ganze Pflanzen regeneriert, und die transfor-
mierten Pflanzen wurden unter Gewichshausbedingungen kulti-
viert. Die Uberpriifung des Erfolges der genetischen Verande-
rungen der Pflanzen erfolgte durch Analyse der Gesamt-RNA in
einer RNA-Blot-Analyse beziiglich des Verschwindens der zu
den beiden cDNAs Kkomplementiren Transkripte. Hierzu wurde
die Gesamt-RNA aus Knollen transformierter Pflanzen nach
Standardmethoden isoliert, gelelektrophoretisch auf einem
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und
mit einer radioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die
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unter Seq ID No. 1 dargestellte Sequenz oder einen Teil der
Sequenz aufweist. Danach wurde die gleiche Membran mit einer
radioaktiv markierten Probe hybridisiert, die die Sequenz
des GBSSI-Gens oder einen Teil dieser Sequenz aufweist
(Hergersberg, Dissertation (1988) Universitit zu Kéln). In
ca. 5% bis 10% der transformierten Pflanzen fehlte in der
RNA-Blot-Analyse die Bande, die Transkripte darstellt, die
mit der erfindungsgemifen cDNA bzw. mit der GBSSI-cDNA hy-
bridisierten. Aus den Knollen dieser Pflanzen, welche als
R3-Pflanzen bezeichriet wurden, wurde St#rke isoliert und
analysiert.

Beispiel 12

Stadrkeanalyse der R4--Pflanzen

Die gemdB Beispiel 10 transformierten Kartoffelpflanzen wur-
den hinsichtlich der Eigenschaften der synthetisierten Stir-
ke untersucht. Die 2nalysen wurden an verschiedenen Linien
von Kartoffelpflanzen durchgefiihrt, die mit den beiden Plas-
miden p35S-anti-RL und p35SH-anti-BE transformiert worden
waren und die in der RNA-Blot-Analyse die Banden nicht mehr
oder stark reduziert aufwiesen, die Transkripte darstellen,
die mit den erfindungsgemiBen DNA-Sequenzen bzw. mit der Se-
quenz der Verzweigungs-cDNA hybridisieren.

a) Bestimmung der Viskositdt wdBriger L&sungen der Stirke

Zur Bestimmung der Viskositdt der widBrigen Ldsungen der
in transformierten Kartoffelpflanzen synthetisierten
Stdrke wurde aus Knollen von Pflanzen, die mit dem Plas-
mid p35S-anti-RL und mit dem Plasmid p35SH-anti-BE
transformiert worden waren, Stédrke nach Standardverfah-
ren isoliert. Es wurden jeweils 2 g St&rke in 25 ml H,0
aufgenommen und fiir die Analyse in einem Rapid Visco
Analyser (Newport Scientific Pty Ltd, Investment Support
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Group, Warriewood NSW 2102, Australien) verwendet. Der
Betrieb des Gerdtes erfolgte nach den Angaben des Her-
stellers. Zur Bestimmung der Viskositét der wéBrigen L&-
sung der Stdrke wurde die Stidrkesuspension zundchst von
50°C auf 95°C erhitzt mit einer Geschwindigkeit von 12°C
pro min. AnschlieBend wurde die Temperatur fiir 2,5 min
bei 95°C gehalten. Danach wurde die L&sung von 95°C auf
50°C abgekiihlt mit einer Geschwindigkeit von 12°C pro
min. Wdhrend der gesamten Dauer wurde die Viskositédt be-
stimmt. Reprédsentative Ergebnisse derartiger Messungen
sind in Form von Kurven, in denen die Viskositdt in Ab-
hdngigkeit von der Zeit dargestellt ist, wiedergegeben.
Fig. 6 zeigt unter 1 eine typische RVA-Kurve fiir Stédrke,
die aus Wildtyp-Pflanzen der Kartoffelvarietdt Désirée
isoliert wurde. Linie 2 bzw. 3 zeigen typische RVA-
Kurven filir Stdrken, die aus Kartoffelpflanzen isoliert
wurde, die mit dem Plasmid p35SH-anti-BE bzw. p35S-anti-
RL transformiert worden waren. Linie 4 zeigt eine typi-
sche RVA-Kurve fiir Stidrke, die aus den Knollen von
Pflanzen isoliert worden ist, die mit dem Plasmid p35SH-
anti-BE in Kombination mit dem Plasmid p35S-anti-RL
transformiert worden ist. Linie 4 zeichnet sich durch
das Fehlen jedweder Viskositdtszunahme in Abhdngigkeit
von der Temperatur aus.

Bestimmung des Amylose/Amylopektinverhdltnisses

Aus den Knollen von transformierten Kartoffelpflanzen
isolierte Stdrke wurde auf das Amylose zu Amylopektin-
verhdltnis untersucht. Dabei ergab sich fiir die Pflan-
zenlinie R4-1 (dargestellt in Linie 4 der Fig. 6) ein
Amylosegehalt von iiber 70%. Fiir die Pflanzenlinie R4-3
ergab sich ein Amylosewert von 27%, wdhrend der Amylose-
gehalt in Wildtypstdrke aus der Sorte Désirée zwischen
19 und 22% liegt.
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Beispiel 13

Stdrkeanalyse der R3--Pflanzen

Die gem#B Beispiel 11 transformierten Kartoffelpflanzen wur-
den hinsichtlich der Eigenschaften der synthetisierten Stir-
ke untersucht. Die Analysen wurden an verschiedenen Linien
von Kartoffelpflanzen durchgefiihrt, die mit den beiden Plas-
miden pB33-anti-RL und pB33-anti~-GBSSI transformiert worden
waren und die in der RNA-Blot-Analyse die Banden nicht mehr
oder stark reduziert aufwiesen, die Transkripte darstellen,
die mit den erfindungsgemifen DNA-Sequenzen bzw. mit der Se-
quenz der GBSSI-cDNA hybridisieren.

a) Bestimmung der Viskositit wdBriger Ldsungen der Stirke

Zur Bestimmung der Viskositdt der wdBrigen Ldsungen der
in transformiertien Kartoffelpflanzen synthetisierten
Stdrke wurde aus Knollen von Pflanzen, die mit dem Plas-
mid pB33-anti-RL in Kombination mit dem Plasmid pB33-
anti-GBSSI transformiert worden waren, Stdrke nach Stan-
dardverfahren isoliert. Die Bestimmung der Viskositit
mittels eines Rapid Visco Analysers erfolgte nach der in
Beispiel 12, Teil a, beschriebenen Methode. Die Ergeb-
nisse sind in Figur 7 dargestellt. Fig. 7 zeigt in Linie
1 eine typische RVA-Kurve fiir Stirke, die aus Wildtyp-
Pflanzen der Kartoffelvarietidt Désirée isoliert wurde.
Linie 2 bzw. 3 zeigen typische RVA-Kurven fiir Stédrken,
die aus Kartoffelpflanzen isoliert wurde, die mit dem
Plasmid pB33-anti-GBSSI bzw. p35S-anti-RL transformiert
worden waren. Linie 4 zeigt eine typische RVA-Kurve fiir
Stédrke, die aus den Kartoffelpflanzen isoliert wurde,
die mit dem Plasmid pB33-anti-GBSSI in Kombination mit
dem Plasmid pB33-anti-RL transformiert worden waren.
Diese Kurve zeichnet sich durch das Fehlen des Viskosi-
tdtsmaximums sowie dem Fehlen des Anstiegs der Viskosi-
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tdt bei 50°C aus. Des weiteren zeichnet sich diese Stdr-
ke dadurch aus, daB der nach RVA-Behandlung erhaltene
Kleister so gut wie keine Retrogradation nach mehrtédgi-
ger Inkubation bei Raumtemperatur aufweist.

Bestimmung des Amylose/Amylopektinverhdltnisses

Aus den Knollen von transformierten Kartoffelpflanzen
isolierte Stidrke wurde auf das Amylose zu Amylopektin-
verhdltnis untersucht. Dabei ergab sich filir die Pflan-
zenlinie R3-5 (dargestellt in Linie 4 der Fig. 7) ein
Amylosegehalt von unter 4%, filir die Pflanzenlinie R3-6
ein Amylosegehalt von unter 3%. Der Amylosegehalt in
Wildtypstdrke aus der Sorte Désirée liegt zwischen 19
und 22% liegt.

Bestimmung des Phosphatgehaltes der Stdrke

Der Phosphatgehalt der Stdrke wurde bestimmt, indem die
Menge an Phosphat, das an der C-6-Position von Glucose-
resten gebunden war, gemessen wurde. Hierzu wurde Stédrke
zundchst durch Siurehydrolyse gespalten und anschlieBend
der Gehalt an Glucose-6-Phosphat mittels eines Enzym-
tests bestimmt, wie im folgenden beschrieben.

100 mg Stidrke wurden in 500 1l 0,7 N HC1l 4 h bei 100 °C
inkubiert. Nach der S&durehydrolyse wurden 10 ul des An-
satzes in 600 ul Imidazolpuffer (100 mM Imidazol, 5 mM
MgCl,, pH 6,9, 0,4 mM NAD+) gegeben. Die Bestimmung der
Menge an Glucose-6-Phosphat in dem Ansatz erfolgte durch
Umsetzung mit dem Enzym Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase. Dazu wurde dem Ansatz 1 U Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (aus Leuconostoc mesenteroides
(Boehringer Mannheim)) zugesetzt und die Menge an gebil-
detem NADH durch Messung der Absorption bei 340 nm be-
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Der Gehalt an Glucose-6-Phosphat/Milligramm Stidrke ist
in der folgenden Tabelle fiir nicht-transformierte Kar-
toffelpflanzen der Varietiét Désirée sowie fiir die Linien
R3-5 und R3-6 transgener Kartoffelpflanzen, die mit dem
Plasmid pB33-anti-RL in Kombination mit dem Plasmid
pPB33-anti-GBSSI transformiert worden waren, angegeben.
Zum Vergleich ist der Wert fiir die Stidrke aus der sog.
waxy-Kartoffel (US2-10) mit angegeben, die mit dem Plas-

mid pB33-anti-GBSSI transformiert worden war.

Tabelle 7

Pflanzen nmol Glucose-6~Phosphat/mg Stadrke
Wildtyp 9,80 * 0,68

R3-5 1,32 + 0,10

R3-6 1,37 * 0,15

Us2-10 10,82 * 0,42

638

%
100

13

14
110
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(1) ANMELDER:

PCT/EP96/04109

SEQUENZPROTOKOLL

(A) NAME: Jens Koffmann
(B) STRASSE: Golmer Fichten 9

(C) ORT: Golm

(E) LAND:

(F) POSTLEITZAHL:

(ii)

DE

BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG:
synthetisieren, Verfahren zu ihrer Herstellung, sowie

14476

modifizierte Starke

(iii)

{iv)

ANZAHL DER SEQUENZEN: 4

COMPUTER-LESBARE FASSUNG:

(A) DATENTRAGER: Floppy disk
(B) COMPUTER:
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE:

IBM PC compatible

PatentIn Release #1.

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 4856 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA

(vi)

URSPRUNLICHE HERKUNFT:

(A) ORGANISMUS: Solanum tuberosum
(B) STAMM: C.V. Berolina

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE:105..4497

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

Pflanzen,

0, Version #1.30

CATCTTCATC GAATTTCTCG AAGCTTCTTC GCTAATTTCC

GACGTTTCTA GCTGAACTTG AGTGAATTAA GCCAGTGGGA

TTA GGG AAT AAC TTG
Leu Gly Asn Asn Leu
5

GAA CAT AAA AGT AGA
Glu His Lys Ser Arg
25

TTT CAA CAA CAA GTG

CTG
Leu
10

ATC
Ile

ATC

TAC CAG GGA TTC CTA
Tyr Gln Gly Phe Leu
15

AGT CCT CCT TGT GTT
Ser Pro Pro Cys Val
30

TCG AAA TCA CCT TTA

69

TGGTTTCTTC ACTCAAAATC

GGAT ATG AGT AAT TCC
Met Ser Asn Ser
1

ACC TCA ACA GTG TTG
Thr Ser Thr Val Leu
20

GGA GGC AAT TCT TTG
Gly Gly Asn Ser Leu
35

TCA ACT GAG TTT CGA

(EPA)

die eine modifizierte Staerke

60

1le

164

212

260
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Phe Gln Gln Gln Val Ile Ser Lys Ser Pro Leu Ser Thr Glu Phe Arg

40 45 50
GGT AAC AGG TTA AAG GTG CAG AAA AAG AAA ATA CCT ATG GAA AAG AAG 308
Gly Asn Arg Leu Lys Val Gln ~ys Lys Lys Ile Pro Met Glu Lys Lys
55 60 65
CGT GCT TTT TCT AGT TCT CCT CAT GCT GTA CTT ACC ACT GAT ACC TCT 356
Arg Ala Phe Ser Ser Ser Pro His Ala Val Leu Thr Thr Asp Thr Ser
70 75 80
TCT GAG CTA GCA GAA AAG TTC AGT CTA GGG GGG AAT ATT GAG CTA CAG 404
Ser Glu Leu Ala Glu Lys Phe Ser Leu Gly Gly Asn Ile Glu Leu Gln
85 90 95 100
GTT GAT GTT AGG CCT CCC ACT 7CA GGT GAT GTG TCC TTT GTG GAT TTT 452
Val Asp Val Arg Pro Pro Thr Ser Gly Asp Val Ser Phe Val Asp Phe
105 110 115
CAA GTA ACA AAT GGT AGT GAT AAA CTG TTT TTG CAC TGG GGG GCA GTA 500
Gln Val Thr Asn Gly Ser Asp Lys Leu Phe Leu His Trp Gly Ala Val
120 125 130
AAA TTC GGG AAA GAA ACA TGG TCT CTT CCG AAT GAT CGT CCA GAT GGG 548
Lys Phe Gly Lys Glu Thr Trp Ser Leu Pro Asn Asp Arg Pro Asp Gly
135 140 145
ACC AAA GTG TAC AAG AAC AAA GCA CTT AGA ACT CCA TTT GTT AAA TCT 596
Thr Lys Val Tyr Lys Asn Lys 2la Leu Arg Thr Pro Phe Val Lys Ser
150 155 160
GGC TCT AAC TCC ATC CTG AGA CTG GAG ATA CGA GAC ACT GCT ATC GAA 644
Gly Ser Asn Ser Ile Leu Arg Leu Glu Ile Arg Asp Thr Ala Ile Glu
165 170 175 180
GCT ATT GAG TTT CTC ATA TAC GAT GAA GCC CAC GAT AAA TGG ATA AAG 692
Ala Ile Glu Phe Leu Ile Tyr Asp Glu Ala His Asp Lys Trp Ile Lys
185 190 195
AAT AAT GGT GGT AAT TTT CGT GTC AAA TTG TCA AGA AAA GAG ATA CGA 740
Asn Asn Gly Gly Asn Phe Arg Val Lys Leu Ser Arg Lys Glu Ile Arg
200 205 210
GGC CCA GAT GTT TCT GTT CCT GAG GAG CTT GTA CAG ATC CAA TCA TAT 788
Gly Pro Asp Val Ser Val Pro Glu Glu Leu Val Gln Ile Gln Ser Tyr
215 220 225
TTG AGG TGG GAG AGG AAG GGA AAA CAG AAT TAC CCC CCT GAG AAA GAG 836
Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gln Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Glu
230 235 240
AAG GAG GAA TAT GAG GCT GCT CGA ACT GTG CTA CAG GAG GAA ATA GCT 884
Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Val Leu Gln Glu Glu Ile Ala
245 250 255 260
CGT GGT GCT TCC ATA CAG GAC ATT CGA GCA AGG CTA ACA AAA ACT AAT 932
Arg Gly Ala Ser Ile Gln Asp Ile Arg Ala Arg Leu Thr Lys Thr Asn
265 270 275
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GAT AAA AGT CAA AGC ARA GAA GAG CCT CTT CAT GTA ACA AAG AGT GAT 980
Asp Lys Ser Gln Ser Lys Glu Glu Pro Leu His Val Thr Lys Ser Asp
280 285 290
ATA CCT GAT GAC CTT GCC CAA GCA CAA GCT TAC ATT AGG TGG GAG AAA 1028
Ile Pro Asp Asp Leu Ala Gln Ala Gln Ala Tyr Ile Arg Trp Glu Lys
295 300 305
GCA GGA AAG CCG AAC TAT CCT CCA GAA AAG CAA ATT GAA GAA CTC GAA 1076
Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gln Ile Glu Glu Leu Glu
310 315 320
GAA GCA AGA AGA GAA TTG CAA CTT GAG CTT GAG AAA GGC ATT ACC CTIT 1124
Glu Ala Arg Arg Glu Leu Gln Leu Glu Leu Glu Lys Gly Ile Thr Leu
325 330 335 340
GAT GAG TTG CGG AAA ACG ATT ACA AAA GGG GAG ATA AAA ACT AAG GTG 1172
Asp Glu Leu Arg Lys Thr Ile Thr Lys Gly Glu Ile Lys Thr Lys Val
345 350 355
GAA AAG CAC CTG AAA AGA AGT TCT TTT GCC GTT GAA AGA ATC CAA AGA 1220
Glu Lys His Leu Lys Arg Ser Ser Phe Ala Val Glu Arg Ile Gln Arg
360 365 370
AAG AAG AGA GAC TTT GGG CAT CTT ATT AAT AAG TAT ACT TCC AGT CCT 1268
Lys Lys Arg Asp Phe Gly His Leu Ile Asn Lys Tyr Thr Ser Ser Pro
375 380 385
GCA GTA CAA GTA CAA AAG GTC TTG GAA GAA CCA CCA GCC TTA TCT AAA 1316
Ala Val Gln Val Gln Lys Val Leu Glu Glu Pro Pro Ala Leu Ser Lys
390 395 400
ATT AAG CTG TAT GCC AAG GAG AAG GAG GAG CAG ATT GAT GAT CCG ATC 1364
Ile Lys Leu Tyr Ala Lys Glu Lys Glu Glu Gln Ile Asp Asp Pro Ile
405 410 415 420
CTA AAT AAA AAG ATC TTT AAG GTC GAT GAT GGG GAG CTA CTG GTA CTG 1412
Leu Asn Lys Lys Ile Phe Lys Val Asp Asp Gly Glu Leu Leu Val Leu
425 430 435
GTA GCA AAG TCC TCT GGG AAG ACA AAA GTA CAT CTA GCT ACA GAT CTG 1460
Val Ala Lys Ser Ser Gly Lys Thr Lys Val His Leu Ala Thr Asp Leu
440 445 450
AAT CAG CCA ATT ACT CTT CAC TGG GCA TTA TCC AAA AGT CCT GGA GAG 1508
Asn Gln Pro Ile Thr Leu His Trp Ala Leu Ser Lys Ser Pro Gly Glu
455 460 465
TGG ATG GTA CCA CCT TCA AGC ATA TTG CCT CCT GGG TCA ATT ATT TTA 1556
Trp Met Val Pro Pro Ser Ser Ile Leu Pro Pro Gly Ser Ile Ile Leu
470 475 480
GAC AAG GCT GCC GAA ACA CCT TTT TCA GCC AGT TCT TCT GAT GGT CTA 1604
Asp Lys Ala Ala Glu Thr Pro Phe Ser Ala Ser Ser Ser Asp Gly Leu
485 490 495 500
ACT TCT AAG GTA CAA TCT TTG GAT ATA GTA ATT GAA GAT GGC AAT TTT 1652
Thr Ser Lys Val Gln Ser Leu Asp Ile Val Ile Glu Asp Gly Asn Phe
505 510 515
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GTG
Val

CAA
Gln

CTC
Leu

Lys
565

TTT
Phe

CTT
Leu

CAA
Gln

Lys

CAC
His
645

TGG

Trp
725

TAT
Tyr

GGG
Gly

GGG
Gly

AAG
Lys
5§50

ATA
Ile

AAT
Asn

GGT
Gly

CTG
Leu

GCT
Ala
630

CCT

Pro

GGA
Gly

ATC
Ile

CAG
Gln

GCA
Ala
710

Lys

GAC
Asp

ATG
Met

TCG
Ser
535

GCT
Ala

GCA
Ala

ATT
Ile

TTT
Phe

ATA
Ile
615

CAG
Gln

CAG
Gln

GGT
Gly

CAG
Gln

Lys
695

TTA

Leu

ACC
Thr

CGT
Arg

CCA
Pro
520

GAT
Asp

GCT
Ala

GAT
Asp

GCA
Ala

GCT
Ala
600

TGG
Trp

GAC
Asp

TAC
Tyr

GAA
Glu

AGG
Arg
680

TTG
Leu

ATT
Ile

CTG
Leu

GCT
Ala

TTT
Phe

TTC
Phe

GGG
Gly

ATG
Met

GCT
Ala
585

GGA
Gly

AAC
Asn

AGA
Arg

CGT
Arg

GGG
Gly
665

AAC

Asn

CAT
His

GAC
Asp

Asn

ATC
Ile
745

GTT
Val

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAA
Glu
570

GAC
Asp

ATT
Ile

Lys

CTT
Leu

GAA
Glu
650

GAT
Asp

AAT
Asn

AAT
Asn

TAC
Tyr

GAG
Glu
730

CAT
His

CTT
Leu

GTT
Val

GGC
Gly
555

AGT
Ser

TTG
Leu

CTT
Leu

AAC
Asn

ACA
Thr
635

ATT
Ile

GTA
Val

GAC
Asp

AAT
Asn

ATC
Ile
715

Asn

TCT
Ser

TTG
Leu

GGC
Gly
540

AGT
Ser

GAG
Glu

ATA
Ile

STA
Val

TAT
Tyr
620

SAC
Asp

TTG
Leu

GGA
Gly

TGC
Cys

ACT
Thr
700

AAG
Lys

GGA
Gly

GAA
G1lu

TCT
Ser
525

TTC
Phe

GGA
Gly

GCT
Ala

GAA
Glu

TGG

Trp
605

AAC
Asn

TTG
Leu

CGG
Arg

CAG
Gln

AAG
Lys
685

AGT
Ser

AGT
Ser

ATA
Ile

cca
Pro

GGT
Gly

AGT
Ser

ACT
Thr

CAG
Gln

GAT
Asp
590

ATG
Met

GTA
Val

TTG
Leu

ATG
Met

CGA
Arg
670

GGT
Gly

CCT
Pro

GAT
Asp

ACA
Thr

AAT
Asn
750

Glu

GCT
Ala

GCA
Ala

AAG
Lys
575

GCC
Ala

AGG
Arg

Lys

CAG
Gln

ATT
Ile
655

ATT
Ile

GGT
Gly

GAT
Asp

TTT
Phe

Lys
735

TTT
Phe

Lys

GCA
Ala

ARG
Lys
560

TCA
Ser

ACT
Thr

TTC
Phe

CCA
Pro

AAT
Asn
640

ATG
Met

AGG
Arg

ATG
Met

GAT
Asp

GAT
Asp
720

GAG
Glu

AGA
Arg

TGG
Trp

TCC
Ser
545

TCT
Ser

TTT
Phe

AGT
Ser

ATG
Met

CGT
Arg
625

GCT
Ala

TCA
Ser

GAT
Asp

ATG
Met

GTT
Val
705

CTT

Leu

CGT
Arg

GGA
Gly

ATT
Ile
530

Lys

TTA
Leu

ATG
Met

GCT
Ala

GCT
Ala
610

GAA
Glu

TTC
Phe

ACT
Thr

GARA
Glu

CAA
Gln
690

GTG
Val

GGT
Gly

CTT
Leu

GAT
Asp

PCT/EP96/04109

Lys

TTA
Leu

CTG
Leu

CAC
His

GGT
Gly
5585

ACA
Thr

ATA
Ile

ACC
Thr

GTT
Val

ATT
Ile
675

GAA
Glu

ATC
Ile

GTT
val

TTG
Leu

CAA
Gln
755

AAC
Asn

GCA
Ala

GAT
Asp

CGG
Arg
580

GAA
Glu

AGG
Arg

AGC
Ser

AGT
Ser

GGA
Gly
660

TTG
Leu

TGG
Trp

TGT
Cys

TAT
Tyr

AGT
Ser
740

AAG
Lys

1700

1748

1796

1844

1892

1940

1988

2036

2084

2132

2180

2228

2276

2324

2372
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GGT
Gly

GTT
val

TAC
Tyr

GTA
Val
805

GAC
Asp

GAG
Glu

CTA
Leu

ACA
Thr

Lys
885

GTG
Val

GCT
Ala

Lys

TGG
Trp

CTT
Leu
965

CGT
Arg

GGT
Gly

CAT
His

Lys
790

TCA
Ser

CAT
His

GCT
Ala

ARG
Lys

GCA
Ala
870

ATC
Ile

GAC
Asp

CTT
Leu

GCT
Ala

TAC

Tyr
950

GGG
Gly

GCT
Ala

CTT
Leu

TCA
Ser
775

ACT
Thr

GGC
Gly

GTG
Val

CGT
Arg

GAT
Asp
855

GTA
Val

ATG
Met

GAT
Asp

TCA
Ser

GTG
val
935

CAT

His

GTG
vVal

GGA
Gly

TTG
Leu
760

GGT
Gly

GAG
Glu

TTG
Leu

GAA
Glu

GAG
Glu
840

CTG
Leu

GAA
Glu

TAC
Tyr

AAT
Asn

ATG
Met
920

CTT

Leu

CAC
His

GAC
Asp

TCA
Ser

CGT
Arg

GCA
Ala

GGA
Gly

CCA
Pro

GAT
Asp
B2S

GAG
Glu

CTG
Leu

AGG
Arg

TTC
Phe

GAA
Glu
905

TCC
Ser

GAC
Asp

TTA
Leu

ChA
Gln

GCA
Ala
3985

GAT
Asp

GAT
Asp

GAA
Glu

TCT
Ser
810

Lys

CTT
Leu

TTT
Phe

GGA
Gly

ATC
Ile
890

GAT
Asp

AAT
Asn

AGA
Arg

TTG
Leu

TGG

Trp
970

GCT
Ala

TTA
Leu

CTT
Leu

GGC
Gly
795

GGC
Gly

AAT
Asn

AGG
Arg

TTG
Leu

TAT
Tyr
875

TCC
Ser

CTT
Leu

GGT
Gly

ACC
Thr

CAG
Gln
955

GCT
Ala

TCA
Ser

GGT CAC TAT ATG

Gly His
765

GAG TCT
Glu Ser
780

TTT ATG
Phe Met

TTT CAG
Phe Gln

GTG GAA
val Glu

CCC TTG
Pro Leu
845

GAC ATA
Asp Ile
860

GAA GAA
Glu Glu

CTC GTT
Leu Val

GTT TAT
vVal Tyr

GGG GAC
Gly Asp
925

CGT CTT
Arg Leu
940

CCA TCT

Pro Ser

TTG AAC
Leu Asn

TTA TCC
Leu Ser

13

Tyr

GCT
Ala

GTT
val

GAC
Asp

ACT
Thr
830

CTT
Leu

GCA
Ala

TTG
Leu

CTT
Leu

TGC
Cys
210

ARC
Asn

GCA
Ala

GCC
Ala

ATA
Ile

TCT
Ser
990

Met

ATT
Ile

GGA
Gly

CTC
Leu
815

CTT
Leu

CTC
Leu

CTT
Leu

AAC
Asn

GAA
Glu
895

TTG
Leu

CAT
His

CTT
Leu

GAA
Glu

TTT
Phe
975

CTT
Leu

AGA
Arg

GCA
Ala

GTC
val
800

CTC
Leu

CTT
Leu

Lys

GAT
Asp

AAC
Asn
880

TGG
Trp

GCA
Ala

TAT

Tyr
960

ACT
Thr

CTT
Leu

ACA
Thr

AAC
Asn
785

CAG
Gln

CAT
His

GAG
Glu

CcCA
Pro

TCT
Ser
865

GCT
Ala

CTC
Leu

GGA
Gly

GCT
Ala

AGC
Ser
945

CTA

Leu

GAA
Glu

AAT
Asn

TTG
Leu
770

TGC
Cys

ATA
Ile

TTT
Phe

AGA
Arg

AAC
Asn
850

ACA
Thr

AAT
Asn

GCA
Ala

TGG
Trp

TTA
Leu
930

ARG
Lys

GGA
Gly

GAA
Glu

AGA
Arg

PCT/EP96/04109

AAG
Lys

ATG
Met

Asn

GTC
Val

TTG
Leu
835

AAC
Asn

GTT
val

cCT
Pro

CTC
Leu

AAT
Asn
915

TTT
Phe

GCA
Ala

TCA
Ser

ATT
Ile

CTC
Leu
995

GCA
Ala

GGC
Gly

ccT
Pro

TTA
Leu
820

CTA
Leu

CGT
Arg

AGA
Arg

GAG
Glu

TCT
Ser
300

Gln

GCA
Ala

GAG
Glu

ATA
Ile

ATA
Ile
980

GAT
Asp

2420

2468

2516

2564

2612

2660

2708

2756

2804

2852

2900

2948

2996

3044

3092
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ccce
Pro

CcCa
Pro

GTT
Val

GTT
Val

1045

CcCa
Pro

GGG
Gly

CTC
Leu

GAC
Asp

Asn

1125

Gln

ATG
Met

CCT
Pro

TTT
Phe

TTG
Leu

GTG
Val

GTT
Val

CAG
Gln
1030

AAA
Lys

GAC
Asp

AAG
Lys

CAR
Gln

ATA
Ile
1110

TTG

Leu

TTT
Phe

GTT
val

TCC
Ser

GAG
Glu

CTT CGG AAA ACT
Leu Arg Lys Thr
1000

GAA GCC GTT GGA
Glu Ala Val Gly
1015

AAT GAA ATC TAC
Asn Glu Ile Tyr

GGA GAG GAG GAA
Gly Glu Glu Glu

1050

ATG CCA GAT GTT
Met Pro Asp Val
1065

GTT TGC TTT GCT
Val Cys Phe Ala
1080

GCA AAG GAA GGA
Ala Lys Glu Gly
1085

ATC TAT AGT GAG
Ile Tyr Ser Glu

GTA GAA GCT GAA
Val Glu Ala Glu

1130

GGT GGT TGT TAC
Gly Gly Cys Tyr
1145

GGA GCT AAA TCA
Gly Ala Lys Ser
1160

TCG GTG GGA ATT
Ser Val Gly Ile
1175

AAA GTA CTT TCA
Lys Val Leu Ser

1190

CAA
Gln

1205

ATT CTG ATG AAA
Ile Leu Met Lys

1210

GGT GAA ATT CGC ACA ACG
Gly Glu Ile Arg Thr Thr

1225

PCT/EP96/04109

GCA AAT CTA GGA AGT TGG CAG ATT ATC AGT
Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gln Ile Ile Ser
1005 1010

TAT GTT GTC GTT GTG GAT GAG TTG CTT TCA
Tyr Val Vval Val Val Asp Glu Leu Leu Ser
1020 1025

GAG AAG CCC ACG ATC TTA GTA GCA AAA TCT
Glu Lys Pro Thr Ile Leu Val Ala Lys Ser
1035 1040

ATT CCT GAT GGT GCT GTT GCC CTG ATA ACA
Ile Pro Asp Gly Ala Val Ala Leu Ile Thr
1055 1060

CTT TCA CAT GTT TCT GTT CGA GCT AGA AAT
Leu Ser His Val Ser Val Arg Ala Arg Asn
1070 1075

ACA TGC TTT GAT CCC AAT ATA TTG GCT GAC
Thr Cys Phe Asp Pro Asn Ile Leu Ala Asp
1085 1090

AGG ATT TTG CTC TTA AAG CCT ACA CCT TCA
Arg Ile Leu Leu Leu Lys Pro Thr Pro Ser
1100 1105

GTG AAT GAG ATT GAG CTC CAA AGT TCA AGT
Val Asn Glu Ile Glu Leu Gln Ser Ser Ser
1115 1120

ACT TCA GCA ACA CTT AGA TTG GTG AAA AAG
Thr Ser Ala Thr Leu Arg Leu Val Lys Lys
1135 1140

GCA ATA TCA GCA GAT GAA TTC ACA AGT GAA
Ala Ile Ser Ala Asp Glu Phe Thr Ser Glu
1150 1155

CGT AAT ATT GCA TAT CTG AAA GGA AAA GTG
Arg Asn Ile Ala Tyr Leu Lys Gly Lys Val
1165 1170

CCT ACG TCA GTA GCT CTT CCA TTT GGA GTC
Pro Thr Ser Vval Ala Leu Pro Phe Gly Val
1180 1185

GAC GAC ATA AAT CAG GGA GTG GCA AAA GAG
Asp Asp Ile Asn Gln Gly Val Ala Lys Glu
1195 1200

AAA CTA TCT GAA GGA GAC TTC AGC GCT CTT
Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe Ser Ala Leu
1215 1220

GTT TTA GAT CTT TCA GCA CCA GCT CAA TTG
Val Leu Asp Leu Ser Ala Pro Ala Gln Leu

1230 1235
14

3140

3188

3236

3284

3332

3380

3428

3476

3524

3572

3620

3668

3716

3764

3812
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GTC AAA GAG CTG AAG GAG AAG ATG CAG GGT TCT GGC
Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gln Gly Ser Gly
1240 1245

GGT GAT GAA
Gly Asp Glu
1255

AAG GTG TGG
Lys Val Trp
1270
ARG GTG AAA
Lys Val Lys

GAA ATA ATA
Glu Ile Ile

TCT TCC GGA

GGT
Gly

GCT
Ala

CTG
Leu

AAT
Asn

GAC

CCA AAG CGG TGG GAA CAA GCA TGG
Pro Lys Arg Trp Glu Gln Ala Trp
1260

TCA ARA TGG AAT GAG AGA GCA TAC
Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr
1275 1280

GAT CAT GAC TAT CTG TGC ATG GCT
Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala
1290 1295

GCT GAT TAT GCA TTT GTC ATT CAC
Ala Asp Tyr Ala Phe Vval Ile His
1305 1310

GAC TCA GAA ATA TAT GCC GAG GTG

Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu Ile Tyr Ala Glu Val

1320

1325

GGG GAA ACA CTT GTT GGA GCT TAT CCA GGA CGT GCT
Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala

1335

TGC AAG AAA
Cys Lys Lys
1350

AAA CCG ATC
Lys Pro Ile
1365

TCC AAT GGG
Ser Asn Gly

AAG
Lys

GGC
Gly

GAA
Glu

1340

GAT CTC AAC TCT CCT CAA GTG TTA
Asp Leu Asn Ser Pro Gln Val Leu
1358 1360

CTT TTC ATA AAA AGA TCT ATC ATC
Leu Phe Ile Lys Arg Ser Ile Ile
1370 1375

GAT TTG GAA GGT TAT GCC GGT GCT
Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala
1385 1390

AGT GTA CCA ATG GAT GAG GAG GAA AAA GTT GTA ATT

Ser Val Pro

Met

1400

Asp Glu Glu Glu Lys Val Val Ile
1405

GAC CCA TTG ATA ACT GAT GGT AAC TTC CGC CAG ACA

Asp Pro Leu
1415

ATT GCT CGT
Ile Ala Arg
1430

GAC ATT GAG
Asp Ile Glu
1445

AGA CCA CAG
Arg Pro Gln

ATGTGATCAT ATTCTCATTG TATCAGATCT GTGACCACTT ACCTGATACC TCCCATGAAG

Ile

GCT
Ala

GGT
Gly

ATG
Met

Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gln Thr
1420

GGA CAT GCT ATC GAG GAG CTA TAT
Gly His Ala Ile Glu Glu Leu Tyr
1435 1440

GTA GTG AGG GAT GGA AAG ATT TAT
vVal val Arg Asp Gly Lys Ile Tyr
1450 1455

PCT/EP96/04109

ATG CCT TGG CCT
Met Pro Trp Pro
1250

ATG GCC ATA AAA
Met Ala Ile Lys
1265

TTC AGC ACA AGG
Phe Ser Thr Arg

GTC CTT GTT CAA
Val Leu Val Gln
1300

ACA ACC AAC CCa
Thr Thr Asn Pro
1315

GTC AGG GGC CTT
Val Arg Gly Leu
1330

TTG AGT TTT ATC
Leu Ser Phe Ile
1345

GGT TAC CCA AGC
Gly Tyr Pro Ser

TTC CGA TCT GAT
Phe Arg Ser Asp
1380

GGC CTC TAC GAC
Gly Leu Tyr Asp
1395

GAT TAC TCT TCC
Asp Tyr Ser Ser
1410

ATC CTG TCC AAC
Ile Leu Ser Asn
1425

GGC TCT CCT CAA
Gly Ser Pro Gln

GTC GTT CAG ACA
val val Gln Thr
1460

T GATTATATTC TCGTTGTATG TTGTTCAGAG AAGACCACAG

35

3860

3908

3956

4004

4052

4100

4148

4196

4244

4292

4340

4388

4436

4484

4537

4597
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TTACCTGTAT GATTATACGT GATCCAAAGC CATCACATCA TGTTCACCTT CAGCTATTGG 4657
AGGAGAAGTG AGAAGTAGGA ATTGCAATAT GAGGAATAAT AAGARAAACT TTGTAAAAGC 4717
TAAATTAGCT GGGTATGATA TAGGGAGAAA TGTGTAAACA TTGTACTATA TATAGTATAT 4777
ACACACGCAT TATGTATTGC ATTATGCACT GAATAATATC GCAGCATCAA AGAAGAAATC 4837

CTTTGGGTGG TTTCAAAAA 4856

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN :
(A) LANGE: 1464 Aminosauren
(B) ART: Aminosdure
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
(x1) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Met Ser Asn Ser Leu Gly Asn Asn Leu Leu Tyr Gln Gly Phe Leu Thr
1 5 10 15

Ser Thr Val Leu Glu His Lys Ser Arg Ile Ser Pro Pro Cys Val Gly
20 25 30

Gly Asn Ser Leu Phe Gln Gln Gln Val Ile Ser Lys Ser Pro Leu Ser
35 40 45

Thr Glu Phe Arg Gly Asn Arg Leu Lys Val Gln Lys Lys Lys Ile Pro
50 55 60

Met Glu Lys Lys Arg Ala Phe Ser Ser Ser Pro His Ala Val Leu Thr
65 70 75 80

Thr Asp Thr Ser Ser Glu Leu Ala Glu Lys Phe Ser Leu Gly Gly Asn
85 90 95

Ile Glu Leu Gln Val Asp Val Arg Pro Pro Thr Ser Gly Asp Val Ser
100 105 110

Phe Val Asp Phe Gln Val Thr Asn Gly Ser Asp Lys Leu Phe Leu His
115 .20 125

Trp Gly Ala Val Lys Phe Gly Lys Glu Thr Trp Ser Leu Pro Asn Asp
130 135 140

Arg Pro Asp Gly Thr Lys Val Tyr Lys Asn Lys Ala Leu Arg Thr Pro
145 150 155 160

Phe Val Lys Ser Gly Ser Asn Ser Ile Leu Arg Leu Glu Ile Arg Asp
165 170 175

Thr Ala Ile Glu Ala Ile Glu Phe Leu Ile Tyr Asp Glu Ala His Asp
180 185 190

Lys Trp Ile Lys Asn Asn Gly Gly Asn Phe Arg Val Lys Leu Ser Arg
195 <00 205

96
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Lys Glu Ile Arg Gly Pro Asp Val Ser Val Pro Glu Glu Leu Val Gln
210 215 220

Ile Gln Ser Tyr Leu Arg Trp Glu Arg Lys Gly Lys Gln Asn Tyr Pro
225 230 235 240

Pro Glu Lys Glu Lys Glu Glu Tyr Glu Ala Ala Arg Thr Val Leu Gln
245 250 255

Glu Glu Ile Ala Arg Gly Ala Ser Ile Gln Asp Ile Arg Ala Arg Leu
260 265 270

Thr Lys Thr Asn Asp Lys Ser Gln Ser Lys Glu Glu Pro Leu His Val
275 280 285

Thr Lys Ser Asp Ile Pro Asp Asp Leu Ala Gln Ala Gln Ala Tyr Ile
290 295 300

Arg Trp Glu Lys Ala Gly Lys Pro Asn Tyr Pro Pro Glu Lys Gln Ile
305 310 315 320

Glu Glu Leu Glu Glu Ala Arg Arg Glu Leu Gln Leu Glu Leu Glu Lys
325 330 335

Gly Ile Thr Leu Asp Glu Leu Arg Lys Thr Ile Thr Lys Gly Glu Ile
340 345 350

Lys Thr Lys Val Glu Lys His Leu Lys Arg Ser Ser Phe Ala Val Glu
355 360 365

Arg Ile Gln Arg Lys Lys Arg Asp Phe Gly His Leu Ile Asn Lys Tyr
370 375 380

Thr Ser Ser Pro Ala Val Gln Val Gln Lys Val Leu Glu Glu Pro Pro
385 390 395 400

Ala Leu Ser Lys Ile Lys Leu Tyr Ala Lys Glu Lys Glu Glu Gln Ile
405 410 415

Asp Asp Pro Ile Leu Asn Lys Lys Ile Phe Lys Val Asp Asp Gly Glu
420 425 430

Leu Leu Val Leu Val Ala Lys Ser Ser Gly Lys Thr Lys Val His Leu
435 440 445

Ala Thr Asp Leu Asn Gln Pro Ile Thr Leu His Trp Ala Leu Ser Lys
450 455 460

Ser Pro Gly Glu Trp Met Val Pro Pro Ser Ser Ile Leu Pro Pro Gly
465 470 475 480

Ser Ile Ile Leu Asp Lys Ala Ala Glu Thr Pro Phe Ser Ala Ser Ser
485 490 495

Ser Asp Gly Leu Thr Ser Lys Val Gln Ser Leu Asp Ile val Ile Glu
500 505 510

Asp Gly Asn Phe Val Gly Met Pro Phe Val Leu Leu Ser Gly Glu Lys
515 520 525

H
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Trp Ile Lys Asn Gln Gly Ser Asp Phe Tyr Val Gly Phe Ser Ala Ala
530 535 540

Ser Lys Leu Ala Leu Lys Ala Ala Gly Asp Gly Ser Gly Thr Ala Lys
545 550 S55 560

Ser Leu Leu Asp Lys Ile Ala Asp Met Glu Ser Glu Ala Gln Lys Ser
565 570 575

Phe Met His Arg Phe Asn Ile Ala Ala Asp Leu Ile Glu Asp Ala Thr
580 585 590

Ser Ala Gly Glu Leu Gly Phe Ala Gly Ile Leu Val Trp Met Arg Phe
585 600 605

Met Ala Thr Arg Gln Leu Ile Trp Asn Lys Asn Tyr Asn Val Lys Pro
610 615 620

Arg Glu Ile Ser Lys Ala Gln Asp Arg Leu Thr Asp Leu Leu Gln Asn
625 630 635 640

Ala Phe Thr Ser His Pro Gln Tyr Arg Glu Ile Leu Arg Met Ile Met
645 650 655

Ser Thr Val Gly Arg Gly Gly Glu Gly Asp Val Gly Gln Arg Ile Arg
660 665 670

Asp Glu Ile Leu Val Ile Gln Arg Asn Asn Asp Cys Lys Gly Gly Met
675 580 685

Met Gln Glu Trp His Gln Lys lLeu His Asn Asn Thr Ser Pro Asp Asp
650 695 700

Val Val Ile Cys Gln Ala Leu Ile Asp Tyr Ile Lys Ser Asp Phe Asp
705 710 715 720

Leu Gly Vval Tyr Trp Lys Thr Leu Asn Glu Asn Gly Ile Thr Lys Glu
725 730 735

Arg Leu Leu Ser Tyr Asp Arg Ala Ile His Ser Glu Pro Asn Phe Arg
740 745 750

Gly Asp Gln Lys Gly Gly Leu Leu Arg Asp Leu Gly His Tyr Met Arg
755 760 765

Thr Leu Lys Ala Val His Ser Gly Ala Asp Leu Glu Ser Ala Ile Ala
770 775 780

Asn Cys Met Gly Tyr Lys Thr Glu Gly Glu Gly Phe Met Val Gly val
785 790 795 800

Gln Ile Asn Pro Val Ser Gly Leu Pro Ser Gly Phe Gln Asp Leu Leu
805 810 815

His Phe Val Leu Asp His Val Glu Asp Lys Asn Val Glu Thr Leu Leu
820 825 830

Glu Arg Leu Leu Glu Ala Arg Glu Glu Leu Arg Pro Leu Leu Leu Lys
835 840 845

38
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Pro Asn Asn
850

Ser Thr Val
865

Ala Asn Pro

Leu Ala Leu

Gly Trp Asn

915

Ala Leu Phe
930

Ser Lys Ala
945

Leu Gly Ser

Glu Glu Ile

Asn Arg Leu
995

Gln Ile Ile
1010

Glu Leu Leu
1025

Val Ala Lys

Ala Leu Ile

Arg

Arg

Glu

Ser

900

Gln

Ala

Glu

Ile

Ile

980

Asp

Ser

Ser

Ser

Thr

1060

Leu Lys Asp Leu
855

Thr Ala Val Glu
B70

Lys Ile Met Tyr
885

Val Asp Asp Asn

Ala Leu Ser Met
920

Lys Ala Val Leu
935

Trp Tyr His His
950

Leu Gly Val Asp
965

Arg Ala Gly Ser

Pro Val Leu Arg

1000

Pro Val Glu Ala
1015

vVal Gln Asn Glu
1030

val Lys Gly Glu
1045

Pro Asp Met Pro

Leu

Arg

Phe

Glu

905

Ser

Asp

Leu

Gln

Ala

985

Lys

val

Ile

Glu

Phe Leu Asp Ile Ala
860

Gly Tyr Glu Glu Leu
875

Ile Ser Leu Val Leu
890

Asp Leu Val Tyr Cys
910

Asn Gly Gly Asp Asn
925

Arg Thr Arg Leu Ala
940

Leu Gln Pro Ser Ala
955

Trp Ala Leu Asn Ile
970

Ala Ser Leu Ser Ser
990

Thr Ala Asn Leu Gly
1005

Gly Tyr Val Val val
1020

Tyr Glu Lys Pro Thr
1035

Glu Ile Pro Asp Gly
1050
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Leu Asp

Asn Asn
880

Glu Asn
895

Leu Lys

His Trp

Leu Ala

Glu Tyr
960

Phe Thr
975

Leu Leu

Ser Trp

Val Asp

Ile Leu

1040

Ala Val
1055

Asp Val Leu Ser His Val Ser Val

1065

Arg Ala Arg Asn Gly Lys Val Cys Phe
1075

1080

Ile Leu Ala Asp Leu Gln Ala Lys Glu

1090

1085

Pro Thr Pro Ser Asp Ile Ile Tyr Ser

1105

1110

Gln Ser Ser Ser Asn Leu Val Glu Ala

1125

1070

Ala Thr Cys Phe Asp
1085

Gly Arg Ile Leu Leu
1100

Glu Val Asn Glu Ile
1115

Glu Thr Ser Ala Thr
1130

Leu Val Lys Lys Gln Phe Gly Gly Cys Tyr Ala Ile Ser Ala
1140

Phe Thr Ser Glu Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn

1155

1145

1160

77

1165

Pro Asn

Leu Lys

Glu Leu
1120

Leu Arg
1135

Asp Glu

1150

Ile Ala Tyr Leu
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Lys Gly Lys Val Pro Ser Ser Val Gly Ile Pro Thr Ser val Ala Leu
1170 117% 1180

Pro Phe Gly Val Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp Ile Asn Gln Gly
1185 1150 1195 1200

Val Ala Lys Glu Leu Gln Ile Leu Met Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp
1205 1210 1215

Phe Ser Ala Leu Gly Glu Ile Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Ala
1220 1225 1230

Pro Ala Gln Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gln Gly Ser Gly
1235 1240 1245

Met Pro Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gln Ala Trp
1250 1255 1260

Met Ala Ile Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr
1265 1270 1275 1280

Phe Ser Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala
1285 1290 1295

Val Leu Val Gln Glu Ile Ile Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val Ile His
1300 1305 1310

Thr Thr Asn Pro Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu Ile Tyr Ala Glu Vval
1315 1320 1325

Val Arg Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala
1330 1335 1340

Leu Ser Phe Ile Cys Lys Lys Lys Asp Leu Asn Ser Pro Gln Val Leu
1345 1350 1355 1360

Gly Tyr Pro Ser Lys Pro Ile 3ly Leu Phe Ile Lys Arg Ser Ile Ile
1365 1370 1375

Phe Arg Ser Asp Ser Asn Gly 3lu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala
1380 1385 1380

Gly Leu Tyr Asp Ser Val Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val val Ile
1385 1400 1405

Asp Tyr Ser Ser Asp Pro Leu Ile Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gln Thr
1410 1415 1420

Ile Leu Ser Asn Ile Ala Arg Ala Gly His Ala Ile Glu Glu Leu Tyr
1425 1430 1435 1440

Gly Ser Pro Gln Asp Ile Glu 3ly Val Val Arg Asp Gly Lys Ile Tyr
1445 1450 1455

Val val Gln Thr Arg Pro Gln Met

1460 &
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 1918 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT :
(A) ORGANISMUS: Solanum tuberosum
(B) STAMM: C.V. Desiree

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE:1..1555

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

GCA GAG TGG TAC CAT CAC TTA TTG CAG CCA TCT GCC GAA TAT CTA GGA 48
Ala Glu Trp Tyr His His Leu Leu Gln Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly
1 5 10 15

TCA ATA CTT GGG GTG GAC CAA TGG GCT TTG AAC ATA TTT ACT GAA GAA 96
Ser Ile Leu Gly Val Asp Gln Trp Ala Leu Asn Ile Phe Thr Glu Glu
20 25 30

ATT ATA CGT GCT GGA TCA GCA GCT TCA TTA TCC TCT CTT CTT AAT AGA 144
Ile Ile Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu Asn Arg
35 40 45

CTC GAT CCC GTG CTT CGG AAA ACT GCA AAT CTA GGA AGT TGG CAG ATT 192
Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gln Ile
50 S5 60

ATC AGT CCA GTT GAA GCC GTT GGA TAT GTT GTC GTT GTG GAT GAG TTG 240
Ile Ser Pro Val Glu Ala Val Gly Tyr Val Val Val Val Asp Glu Leu
65 70 75 80

CTT TCA GTT CAG AAT GAA ATC TAC GAG AAG CCC ACG ATC TTA GTA GCA 288
Leu Ser Val Gln Asn Glu Ile Tyr Glu Lys Pro Thr Ile Leu Val Ala
85 90 95

AAA TCT GTT AAA GGA GAG GAG GAA ATT CCT GAT GGT GCT GTT GCC CTG 336
Lys Ser Val Lys Gly Glu Glu Glu Ile Pro Asp Gly Ala Val Ala Leu
100 105 110

ATA ACA CCA GAC ATG CCA GAT GTT CTT TCA CAT GTT TCT GTT CGA GCT 384
Ile Thr Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val Ser Val Arg Ala
115 120 125

AGA AAT GGG AAG GTT TGC TTT GCT ACA TGC TTT GAT CCC AAT ATA TTG 432
Arg Asn Gly Lys Val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn Ile Leu
130 135 140

GCT GAC CTC CAA GCA AAG GAA GGA AGG ATT TTG CTC TTA AAG CCT ACA 480
Ala Asp Leu Gln Ala Lys Glu Gly Arg Ile Leu Leu Leu Lys Pro Thr
145 150 155 160

31
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CCT TCA GAC ATA ATC TAT AGT GAG GTG AAT GAG ATT GAG CTC CAA AGT 528
Pro Ser Asp Ile Ile Tyr Ser Glu Val Asn Glu Ile Glu Leu Gln Ser
165 170 175
TCA AGT AAC TTG GTA GAA GCT GAA ACT TCA GCA ACA CTT AGA TTG GTG 576
Ser Ser Asn Leu Val Glu Ala Glu Thr Ser Ala Thr Leu Arg Leu Val
180 185 190
AAA AAG CAA TTT GGT GGT TGT TAC GCA ATA TCA GCA GAT GAA TTC ACA 624
Lys Lys Gln Phe Gly Gly Cys Tyr Ala Ile Ser Ala Asp Glu Phe Thr
195 200 205
AGT GAA ATG GTT GGA GCT AAA TCA CGT AAT ATT GCA TAT CTG AAA GGA 672
Ser Glu Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn Ile Ala Tyr Leu Lys Gly
210 215 220
AAA GTG CCT TCC TCG GTG GGA ATT CCT ACG TCA GTA GCT CTT CCA TTT 720
Lys Val Pro Ser Ser Val Gly Ile Pro Thr Ser Val Ala Leu Pro Phe
225 230 235 240
GGA GTC TTT GAG AAA GTA CTT TCA GAC GAC ATA AAT CAG GGA GTG GCA 768
Gly Vval Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp Ile Asn Gln Gly Val Ala
245 250 255
AAA GAG TTG CAA ATT CTG ACA AAA AAA CTA TCT GAA GGA GAC TTT AGC 816
Lys Glu Leu Gln Ile Leu Thr Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe Ser
260 265 270
GCT CTT GGT GAA ATT CGC ACA ACG GTT TTA GAT CTT TCG ACA CCA GCT 864
Ala Leu Gly Glu Ile Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Thr Pro Ala
275 280 285
CAA TTG GTC ARA GAG CTG AAG GAG AAG ATG CAG GGT TCT GGC ATG CCT 912
Gln Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gln Gly Ser Gly Met Pro
290 295 300
TGG CCT GGT GAT GAA GGT CCA AAG CGG TGG GAA CAA GCA TGG ATG GCC 960
Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gln Ala Trp Met Ala
305 310 318 320
ATA AAA AAG GTG TGG GCT TCA AAA TGG AAT GAG AGA GCA TAC TTC AGC 1008
Ile Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser
325 330 335
ACA AGG AAG GTG AAA CTG GAT CAT GAC TAT CTG TGC ATG GCT GTC CTT 1056
Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala Val Leu
340 345 350
GTT CAA GAA ATA ATA AAT GCT 3AT TAT GCA TTT GTC ATT CAC ACA ACC 1104
Val Gln Glu Ile Ile Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val Ile His Thr Thr
355 360 365
AAC CCA TCT TCC GGA GAC GAC TCA GAA ATA TAT GCC GAG GTG GTC AGG 1152
Asn Pro Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu Ile Tyr Ala Glu Val val Arg
370 375 380
GGC CTT GGG GAA ACA CTT GTT 3GA GCT TAT CCA GGA CGT GCT TTG AGT 1200
Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val 3ly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu Ser
385 390 395 400
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TTT
Phe

CCa
Pro

TCT
Ser

TAC
Tyr

TCT
Ser
465

TCC

Ser

CCT
Pro

CAG
Gln

AAGACCACAG ATGTGATCAT ATTCTCATTG TATCAGATCT GTGACCACTT ACCTGATACC
TCCCATGAAG TTACCTGTAT
CAGCTATTGG AGGAGAAGTG
TTGTAAAAGC TAAATTAGCT
TATAGTATAT ACACACGCAT

AGAAGAAATC CTTTGGGTGG

(2)

Ala Glu Trp Tyr His His Leu Leu Gln Pro Ser Ala Glu Tyr Leu Gly

1

Ser Ile Leu Gly Val Asp Gln Trp Ala Leu Asn Ile Phe Thr Glu Glu

ATC
Ile

AGC
Ser

GAT
Asp

GAC
Asp
450

TCC
Ser

Asn

CAA
Gln

ACA
Thr

ANGABEN 2U SEQ ID

TGC
Cys

Lys

TCC
Ser
435

AGT
Ser

GAC
Asp

ATT
Ile

GAC
Asp

AGA
Arg
515

(1)

(ii)
(x1i)

Lys

CCG
Pro
420

AAT
Asn

GTA
Val

CCa
Pro

GCT
Ala

ATT
Ile
500

CCA
Pro

Lys
405

ATC
Ile

GGG
Gly

CCA
Pro

TTG
Leu

CGT
Arg
485

GAG
Glu

CAG
Gln

Lys

GGC
Gly

GAA
Glu

ATG
Met

ATA
Ile
470

GCT
Ala

GGT
Gly

ATG
Met

GAT
Asp

CTT
Leu

GAT
Asp

GAT
Asp
455

ACT
Thr

GGA
Gly

GTA
Val

CTC
Leu

TTC
Phe

TTG
Leu
440

GAG
Glu

GAT
Asp

CAT
His

GTG
val

ARC
Asn

ATA
Ile
425

GAA
Glu

GAG
Glu

GGT
Gly

GCT
Ala

AGG
Arg
505

TCT
Ser
410

Lys

GGT
Gly

GAA
Glu

AAC
Asn

ATC
Ile
490

GAT
Asp

CCT
Pro

AGA
Arg

TAT
Tyr

AAA
Lys

TTC
Phe
475

GAG
Glu

GGA
Gly

CAA
Gln

TCT
Ser

GCC
Ala

GTT
Val
460

CGC
Arg

GAG
Glu

AAG
Lys

T GATTATATTC TCGTTGTATG

TTTCAAAAAA AAA

NO: 4:
SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 518 Aminosduren

(B) ART: Aminosaure

(D)

ART DES MOLEKULS:

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:

20

S

TOPOLOGIE: linear

Protein

25

83

10

4:

GTG TTA
vVal Leu

ATC ATC
Ile Ile
430

GGT GCT
Gly Ala
445

GTA ATT
val Ile

CAG ACA
Gln Thr

CTA TAT
Leu Tyr

ATT TAT
Ile Tyr
510

PCT/EP96/04109

GGT
Gly
415

TTC
Phe

GGC
Gly

GAT
Asp

ATC
Ile

GGC
Gly
495

GTC
Vval

TTGTTCAGAG

30

15

TAC
Tyr

CGA
Arg

CTC
Leu

TAC
Tyr

CTG
Leu
480

TCT

Ser

GTT
Val

GATTATACGT GATCCAAAGC CATCACATCA TGTTCACCTT

AGAAGTAGGA ATTGCAATAT GAGGAATAAT AAGAAAAACT

GGGTATGATA TAGGGAGAAA TGTGTAAACA TTGTACTATA

TATGTATTGC ATTATGCACT GAATAATATC GCAGCATCAA

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1585

1645

1705

1765

1825

1885

1918
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Ile Ile Arg Ala Gly Ser Ala Ala Ser Leu Ser Ser Leu Leu Asn Arg
35 40 45

Leu Asp Pro Val Leu Arg Lys Thr Ala Asn Leu Gly Ser Trp Gln Ile
S0 55 60

Ile Ser Pro Val Glu Ala Val Gly Tyr val val Vval Val Asp Glu Leu
65 70 75 80

Leu Ser Val Gln Asn Glu Ile Tyr Glu Lys Pro Thr Ile Leu Val Ala
85 ] 95

Lys Ser Val Lys Gly Glu Glu Glu Ile Pro Asp Gly Ala Val Ala Leu
100 105 110

Ile Thr Pro Asp Met Pro Asp Val Leu Ser His Val Ser Val Arg Ala
115 120 125

Arg Asn Gly Lys Val Cys Phe Ala Thr Cys Phe Asp Pro Asn Ile Leu
130 135 140

Ala Asp Leu Gln Ala Lys Glu Gly Arg Ile Leu Leu Leu Lys Pro Thr
145 150 155 160

Pro Ser Asp Ile Ile Tyr Ser Glu Val Asn Glu Ile Glu Leu Gln Ser
165 170 175

Ser Ser Asn Leu Val Glu Ala Glu Thr Ser Ala Thr Leu Arg Leu Val
180 185 130

Lys Lys Gln Phe Gly Gly Cys Tyr Ala Ile Ser Ala Asp Glu Phe Thr
195 200 205

Ser Glu Met Val Gly Ala Lys Ser Arg Asn Ile Ala Tyr Leu Lys Gly
210 215 220

Lys Val Pro Ser Ser Val Gly Ile Pro Thr Ser vVal Ala Leu Pro Phe
225 230 235 240

Gly Val Phe Glu Lys Val Leu Ser Asp Asp Ile Asn Gln Gly Val ala
245 250 255

Lys Glu Leu Gln Ile Leu Thr Lys Lys Leu Ser Glu Gly Asp Phe Ser
260 265 270

Ala Leu Gly Glu Ile Arg Thr Thr Val Leu Asp Leu Ser Thr Pro Ala
275 280 285

Gln Leu Val Lys Glu Leu Lys Glu Lys Met Gln Gly Ser Gly Met Pro
290 295 300

Trp Pro Gly Asp Glu Gly Pro Lys Arg Trp Glu Gln Ala Trp Met Ala
305 310 315 320

Ile Lys Lys Val Trp Ala Ser Lys Trp Asn Glu Arg Ala Tyr Phe Ser
325 330 338

Thr Arg Lys Val Lys Leu Asp His Asp Tyr Leu Cys Met Ala Val Leu
340 345 350
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Val Gln Glu Ile Ile Asn Ala Asp Tyr Ala Phe Val Ile His Thr Thr
355 360 365

Asn Pro Ser Ser Gly Asp Asp Ser Glu Ile Tyr Ala Glu Val Val Arg
370 375 380

Gly Leu Gly Glu Thr Leu Val Gly Ala Tyr Pro Gly Arg Ala Leu Ser
385 390 385 400

Phe Ile Cys Lys Lys Lys Asp Leu Asn Ser Pro Gln Val Leu Gly Tyr
405 410 415

Pro Ser Lys Pro Ile Gly Leu Phe Ile Lys Arg Ser Ile Ile Phe Arg
420 425 430

Ser Asp Ser Asn Gly Glu Asp Leu Glu Gly Tyr Ala Gly Ala Gly Leu
435 440 445

Tyr Asp Ser Val Pro Met Asp Glu Glu Glu Lys Val Val Ile Asp Tyr
450 455 460

Ser Ser Asp Pro Leu Ile Thr Asp Gly Asn Phe Arg Gln Thr Ile Leu
465 470 475 480

Ser Asn Ile Ala Arg Ala Gly His Ala Ile Glu Glu Leu Tyr Gly Ser
485 490 495

Pro Gln Asp Ile Glu Gly Val Val Arg Asp Gly Lys Ile Tyr Val Val
500 505 510

Gln Thr Arg Pro Gln Met
515

35
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ANGABEN ZU EINEM HINTERLEGTEN MIKROORGANISMUS
(Regel 13> PCT)

A. Die nachstehenden Angaben betreffen den Mikroorganismus, der in der Beschreibung genannt ist
auf Seite 5 L Zeile 1-13

—_— ]
B. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG Weitere Hinterlegungen sind auf einem D
zusétziichen Blatt gekennzeichnet

Name der Hinterlegungsstelie

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

Anschnft der Hinterlegungssielie teinschiteflich Postleitzahl und Land)
Mascheroder weg 1b
38124 Braunschweig
DE

Datum der Hinterlegung Eingangsnummer

1 DSl 9505
20.06.1990 DSM 6146
04.09.1995 DSM 10225

C. WEITERE ANGABEN {falls nicht zutreffend, binte frei lassen)

Die Angaben werden auf einem D
gesonderten Blatt fortgesetzt

Der Anmelder nimmt Regel 285(4) EPH in Anspruch.

§

D. BESTIMMUNGSSTAATEN, FUR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN
(falls die Angaben nicht fiir alle Bestimmungsstacten geiten)

EP

%————___—_“—_—_——_
E. NACHREICHUNG VON ANGABEN (falls nicht zutreffend, bitte frei lassen)

Die nachstehenden Angaben werden spater beim [nternationalen Biiro eingereicht (bitte Art der Angaben nennen.
2. B. "Eingangsnummer der Hinterlegung”)

=== Nur zur Verwendung im Anmeideam:

Nur zur Verwendung im Intemationalen Biro e
D Dieses Blatt ist eingegangen mit der internationalen |:| Dieses Blatt ist beim Internationalen Biiro eingegangen
Anmeldung am:
Bevollmichtigter Bediensteter Bevollmichtigter Bediensteter

Formblatt PCT/RO/134 (Juli 1992) 56
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Patentanspriche

Nucleinsduremolekiil, das fiir ein Protein codiert, das in

pflanzlichen Zellen sowohl an Stidrkekdérner gebunden vor-

liegt, als auch in 1ldslicher Form, ausgewdhlt aus der

Gruppe bestehend aus:

(a) Nucleinsduremolekiilen, die fiir ein Protein mit der
unter Seq ID No. 2 angegebenen Aminosduresequenz co-
dieren;

(b) Nucleinsduremolekiilen, die die codierende Region der
unter Seq ID No. 1 angegebenen Nucleotidsequenz um-
fassen;

(c) Nucleinsduremolekiilen, die mit den unter (a) oder
(b) genannten Nucleinsduremoleklilen hybridisieren;

(d) Nucleinsduremolekiilen, deren Sequenz aufgrund des
genetischen Codes degeneriert ist im Vergleich 2zu
den Sequenzen der unter (a), (b) oder (c) genannten
Nucleinsduremolekiile; und

(e) Fragmenten, Derivaten oder allelischen Varianten der

unter (a) bis (d) genannten Nucleinsduremolekiile.

Vektor enthaltend ein Nucleinsduremolekiil nach Anspruch
1.

Vektor nach Anspruch 2, wobei das Nucleinsduremolekiil
verkniipft ist mit regulatorischen Elementen, die die
Transkription in eukaryontischen oder prokaryontischen
Zellen gewdhrleisten.

Wirtszelle, die genetisch modifiziert ist mit einenm
Nucleinsduremolekiil nach Anspruch 1 oder einem Vektor

nach Anspruch 2 oder 3.

Wirtszelle nach Anspruch 4, die eine transgene Pflanzen-
zelle ist.
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6.

10.

11.

12.

13.

14.

Pflanze enthaltend Pflanzenzellen nach Anspruch 5.

Stdrke erhdltlich aus Pflanzenzellen nach Anspruch 5
oder einer Pflanze nach Anspruch 6.

Verfahren zur Herstellung eines Proteins, das in pflanz-
lichen Zellen sowohl an Stirkekérner gebunden vorliegt
als auch in l&slicher Form, bei dem eine Wirtszelle nach
Anspruch 4 unter Bedingungen kultiviert wird, die die
Expression des Froteins erlauben, und das Protein aus
den Zellen und/oder dem Kulturmedium isoliert wird.

Protein, das durch ein Nucleinsiuremolekiil nach Anspruch
1 codiert wird oder das erhiltlich ist durch ein Verfah-
ren nach Anspruch 8.

Antikdrper, der spezifisch ein Protein nach Anspruch 9
erkennt.

Nucleins&duremolekiil von mindestens 15 Nucleotiden Liange,
das spezifisch mit einem Nucleinsduremolekiil nach An-
spruch 1 hybridisiert.

DNA-Molekiil codierend eine antisense-RNA, die komplemen-
tdr ist zu Transkripten eines DNA-Molekiils nach Anspruch
1.

DNA-Molekiil codierend eine RNA mit Ribozymaktivitdt, die
spezifisch Transkripte eines DNA-Molekiils nach Anspruch
1 spaltet.

DNA-Molekiil, codierend eine RNA, die bei Expression in
einer pflanzlichen Zelle aufgrund eines Cosuppressions-
Effektes zur Verringerung der Expression eines Nuclein-
sduremolekiils nach Anspruch 1 fiihrt.

&8
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15.

16.

17.

18O

19.

20.

21.

22.

23.

Vektor enthaltend ein DNA-Molekiil nach einem der Ansprii-
che 12 bis 14.

Vektor nach Anspruch 15, wobei das DNA-Molekiil kombi-
niert ist mit regulatorischen DNA-Elementen, die die
Transkription in pflanzlichen Zellen gewdhrleisten.

Wirtszelle enthaltend ein DNA-Molekiil nach einem der An-
spriiche 12 bis 14 oder einen Vektor nach Anspruch 15
oder 16.

Transgene Pflanzenzelle enthaltend ein DNA-Molekiil nach
einem der Anspriiche 12 bis 14 in Kombination mit regula-
torischen DNA-Elementen, die die Transkription in
pflanzlichen Zellen gewdhrleisten.

Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 18, bei der die
Aktivitdt mindestens eines weiteren, an der Stdrkebio-
synthese oder -modifikation beteiligten Enzyms verrin-
gert ist im Vergleich zu nichtransformierten Pflanzen.

Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 19, bei der die
Aktivitidt eines Verzweigungsenzyms verringert ist.

Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 20, bei der die
Aktivitdt einer stidrkekorngebundenen Stdrkesynthase der
Isoform I (GBSSI) verringert ist.

Transgene Pflanze erhdltlich durch Regeneration einer
Pflanzenzelle nach einem der Anspriiche 18 bis 21.

Stirke erhidltlich aus Pflanzenzellen nach einem der An-
spriiche 18 bis 21 oder Pflanzen nach Anspruch 22.
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24,

25.

26.

27.

28.

29,

30.

31.

32.

RNA-Molekiil erh&ltlich durch Transkription eines DNA Mo-
lekiils nach einem der Anspriiche 12 bis 14.

Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzenzellen,
die eine modifizierte Stirke synthetisieren, dadurch ge-
kennzeichnet, daB in den Zellen die Menge von Proteinen
nach Anspruch 10 verringert wird, die endogen in der
Zelle synthetisiert werden.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dag
die Verringerung der Menge der Proteine nach Anspruch 10
in den Zellen durch einen antisense-Effekt erzielt wird.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, das
die Verringerung der Menge der Proteine nach Anspruch 10
in den Zellen durch einen Ribozymeffekt erzielt wird.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, das
die Verringerung der Menge der Proteine nach Anspruch 10
in den Zellen durch einen Cosuppressions-Effekt erzielt
wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 25 bis 28, wobei die
Enzymaktivitdt mindestens eines weiteren an der Stirke-
biosynthese und/oder Modifikation beteiligten Enzyms re-
duziert wird.

Verfahren nach Anspruch 29, wobei das Enzym ein Verzwei-
gungsenzym ist.

Verfahren nach Anspruch 29, wobei das Enzym eine stidrke-
korngebundene Stédrkesynthase der Isoform I (GBSSI) ist.

Pflanzenzelle erhiiltlich durch ein Verfahren nach einem
der Anspriiche 25 bis 31.
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33.

34.

35.

36'

37.

38.

39.

40.

Transgene Pflanze erhiltlich durch Regeneration der

Pflanzenzelle nach Anspruch 32.

Stirke erhidltlich aus Pflanzenzellen nach Anspruch 32

oder einer Pflanze nach Anspruch 33.

Stirke nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB sie
aus Kartoffel stammt.

Vermehrungsmaterial von Pflanzen nach Anspruch 6 enthal-
tend Pflanzenzellen nach Anspruch 5.

Vermehrungsmaterial von Pflanzen nach Anspruch 22 oder
32, enthaltend Pflanzenzellen nach einem der Anspriiche

18 bis 21 oder nach Anspruch 32.

Transgene Pflanze nach Anspruch 22 oder 33, die eine
Kartoffelpflanze ist.

Knolle einer Kartoffelpflanze nach Anspruch 38.
Knolle nach Anspruch 39, die im Vergleich zu Knollen von

Wildtyp-Pflanzen ein verringertes "cold sweetening" auf-

weist.
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