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Rastliny, hlavne transgénne, majuce 2-acyl-
transferazovy enzym alebo iny nerozpustny acyltransfe-
rdzovy enzym so zmenenou substritovou Specifitou v
porovnani s prirodzenym enzymom, mdZu byt priprave-
né. Napriklad olejnatosemennd repka (Brassica napus)
moZe obsahovat’ 2-acyltransferdzovy transgén odvodeny
od Limnathes douglassi za i¢elom zvy3enia obsahu ky-
seliny erukovej v oleji. cDNA sekvencia kukuritnej
(Zea mays) 2-acyltransferazy je opisand a je pouZitelna
na klonovanie acyltransferazovych génov a/alebo cDNA
z inych organizmov v¢itane L. douglassi.



V63 ~7~
DNA KODUJUCA 2-ACYLTRANSFERAZY

Oblast techniky

PredlozZzeny vynadlez sa tyka modifikovanych rastlin. Hlavne sa
vynalez tyka rastlin modifikovanych tak, ze aspon ¢ast rastliny
{(napriklad semena rastliny) Jje schopna poskytnut komercéne

vyuzitelny olej.

Doterajs$i stav techniky

Rastliny su uz dlhu dobu Xomercne cennym zdrojom oleja.
Nutricéné vyuzitie olejov ziskanYch z rastlin bolo doteraz
dominantné, ale pozornost sé teraz obracia k rastlinam ako zdroju
priemyselne vyuzitelnych olejov, napriklad ako ndhrad alebo
zlepsenie minerdlnych olejov. Olejové semenda, ako =z repky,
obsahuju rbézne lipidy (Hildish a Williams, "Chemical Composition
of Natural Lipids", Chapman Hall, Londyn, 1964). Teraz Jje
prejavovany 2zdujem o 2zmenu lipidového zloZenia za pouZitia
rekombinantnej DNA technoldgie (Knauf, TIBtech, februar 19287, 40
- 47), ale doteraz neboli realizované ziadne z tychto cielov,
a to z vela 1ro6znych pric¢in navzdory stdle sa zvysujuce]
naroc¢nosti technolédgie.

Uspech v zmene obsahu lipidov Vv olejoch ziskanych z rastlin
vyZzaduje spolahlivi znalost biochémie a géncv, Ktoré su tu
obsiahnuté. V sSirsom zmysle su dostupné dve riesenia. Po prve,
mézu byt rastliny modifikované tak, aby umoznili syntézu mastnych
kyselin, ktoré si nové (pre rastlinu); tak mézu byt napriklad
laurat a/alebo stearat syntetizované v repke. Po druhé, spdsob
a/alebo prebytok inkorporacie mastnych kyselin do glycerolového
retazca 1lipidu mbéze byt zmeneny. Druhé riesenie je obsiahnuté

v predlozenom vynaleze, i ked prvé mdze byt naviac tie2Z vyuzité.

Lipidy su vytvarané v rastlindch adiciou skupin mastnej

kyseliny na glycerolovy retazec sériou acyltransferazovych



enzymov. V glycerolovej molekule su tri polohy, do ktorych mdzu
byt skupiny mastnej kyseliny (acyl) substituované a substitucia
dosahovana v kazdej polohe je katalyzovan&d polohovo specifickym

enzymom: tento enzym je znamy ako 1-, 2- a 3-acyltransferaza.

Jednym, ale nie iba tymto, sucasnym cielom "lipidového
inzinierstva" v rastlindch Jje poskytnutie olejov, obsahujucich
lipidy s vysokym obsahom erukovej (22 : 1) Kyseliny. Erukovu
kyselinu obsahujuce 1lipidy su komercne 2ziaduce 2z vela dévodov,
hlavne ako nahrady alebo doplnky minerdlnych olejov za urcitych
podmienok, ako bolo wuvedené vyssie. V pripade oleja zo semien
repky (Brassica napus), Vv sucasnosti jednej 2z najvyznamnejs$ich
olej produkujucich plodin, Specifita enzymu 2-acyltransferaza
pozitivne rozpozndva inkorporaciu erukovej kyseliny v polohe 2.
Tak i ked su tieto kultivary repky schopné inkorporovat kyselinu
erukovi Vv polohdch 1 a 3, nie Jje tu Zziadna (aleboc Je aspon
redukovana) diskrimindcia voéi erukovej kyseline, iba maximalne
66 % mastnych kyselin inkorporovanych do triacylglycerolov méze
byt kyselina erukovd. Takéto odrody repky su znéme ako HEAR (high

erucic acid rape - repka s vysokym obsahom kyseliny erukovej).

Bolo by ziaduce zvysit obsah kyseliny erukovej v beznych
repkovych olejnatych semenéch, ako i HEAR odrodach; to isteé jJe
mozné uviest u rastlin, ktoré su zdrojom rastlinnych olejov ako
je Xkukurica, slneénica a sdéja, c¢o predstavuje len niekolko
prikladov takychto rastlin. I ked v z&sade je moZné zaviest do
pozadovanej rastliny DNA, kédujuca 2-acyltransferdzu sSpecificku
pre odlisni mastnd Kkyselinu, napriklad =z odlisnej rastliny,
v praxil tu existuje rad problémov.

Po prvé, su 2-acyltransferdza a 3-acyltransferdza membranovo
viazané, a preto nerozpustné enzymy. Neboli cistené. Toto robi
prdcu s nimi tazku a vyluéduje pouzZitie vela beznych DNA
klonovacich postupov. Tato tazkost paradoxne nezavisi od spdsobu
klonovania génu (alebo aspon cDNA) kédujuceho
l-acyltransferazovy enzym, Kktory 3je rozpustny: V skutocnosti

rekombinantna DNA praca vzdy podlieha tomuto enzymu =z celkom



rozdielnych dévodov, menovite zvysenia odolnosti voci chladu
v listoch tabakovych rastlin - Murata a spol. {(Nature 256, 710

- 712, 1892).

Po druhé, je velmi mdlo =znadme o 2- a 3-acyltransferazach.
Teraz nie je iadna predstava o ich velkosti alebo ako su cielené
k membrénam. Nie su dostupné 2iadne udaje o nukleotidovych alebo
aminokyselinovych sekvencidch a vocCi nim neboli zvysené Ziadne

protiléatky.

I ked tu bola diskusia o tom, 2Ze je 2Ziaduce modifikovat
2-acyltransferazovu gpecifitu, napriklad importovanim génu,
kédujliceho zodpovedajuci enzym, ale odlisnej Specifity, z inych
druhov, existuje tu v odbore potreba klucového rieSenia, ktoré by
umoznilo précu vykonat. PredloZeny vyndlez poskytuje takéto
klucGové riesenie vo forme DNA sekvencie (v Specifickom pripade
cDNA sekvencie) koédujucej 2-acyltransferdzu. DNA sekvencila na
obr. 1 2z nukleotidov 130 aZ 1254 kéduje <2-acyltransferazu

z kukurice (Zea mays), obsahujucej stop kodén.

Podstata vyndlezu

Podla prvého aspektu vynadlezu je tu poskytnuta rekombinantna
alebo izolovanda DNA sekvencia, vyhodna kédujuca enzym, majuca

membrdnovo naviazanu acyltransferazovu aktivitu a vybranu z:

i) DNA sekvencie, zahrnujucej DNA sekvenciu z obr. 1, kdédujucu
aspon od MET,, do Stop,,g (SEQ ID: 2) alebo Jjej
komplementdrny retazec,

ii) nukleokyselinové sekvencie hybridizujuce Kk DNA sekvencii
z obr. 1 (SEQ ID: 1) alebo jej komplementdrnemu retazcu za
prisnych podmienok a

iii) nukleokyselinové sekvencie, Xktoré by mali hybridizovat
k DNA sekvencii Zz obr. 1 (SEQ 1ID: 1), alebo jej

komplementarnemu retazcu, ale s degenerdciou genetického



kdodu.

Fragmenty vyssie uvedenych sekvencii, dlzky napriklad aspon
13, 20, 230, 40 alebo 60 nukleotidov, tiez spadaju do rozsahu
vynalezu.

Vhodné prisne podmienky zahrnuji solné roztoky priblizne
0,¢ melarne pri teplote od 35 °C do 65 “C. Konkrétnejsie, prisne
hybridizacné podmienky zahrnuju 6 x SSC, 5 x Denhardtov roztok,
0,5 % pyrofosforecnan tetrasodny a 50 ug/ml denaturovanej DNA
sledich spermii; premyva sa 2 X 20 minut pri 65 °C v 1 x SSC,
0,1 SDS a 1 x 30 minut v 0,2 x SSC, 0,1 % SDS pri 65 °C.

Sekvencie nukleovej Kkyseliny v rozsahu prvého aspektu
vynéalezu budu v§eobecne kédovat protein, majuci
2-acyl£ransferézovu aktivitu, ako je aktivita enzymu kédovaného
nukleckyselincvou sekvenciou na obr. 1. Nukleokyselinové
sekvencie nekdéddujuce protein, majice enzymaticku aktivitu (alebo
relevantnd enzymatickud aktivitu), ale inak v sulade s prvym
aspektom vyndlezu ako je uvedeny vyssie, mézZu byt pouzitelné pre
iné ucely (a preto tiez sU zahrnuté v rozsahu vynalezu);
napriklad mézu byt pouziteIné ako sondy, ktorych pouzitelnost je
dana nukleokyselinovymi sekvenciami podla prvého aspektu

vynélezu, v¢éitane samotnej sekvencie na obr. 1.

Vyuzitelnost sondy vzniké nasledovne. Pretoze tu Je
pravdepodobne vVysoKky stupen homoldgie medzi acyltransferdzami
réznych druhov (a hlavne medzi 2-acyltransferazami rdbznych
druhov) sekvencie na obr. 1 (alebo casti tejto sekvencie alebo
inymi sekvenciami Vv  rozsahu vyndlezu), mdZe byt pouzitad
X sondovaniu cDNA alebo genomickych kniznic inych druhov za
uc¢elom Kklonovania DNA sekvencii, kdédujucich acyltransferazy,
majuce pozadované Specifity. Napriklad, ak je Ziaduce produkovat
olej, majuci vysoky obsah erukovej 'kyseliny esterifikovanej ku
glycerolu, mbéiZe byt sondovand DNA kniznica akychkolvek druhov,
kteoré prirodzene vytvédraju kyselinu erukovui. Vhodné rastliny

zahrnuju (Limnathes spp., hlavne L. alba a hlavne L. douglassi)



a Crambe. Limnathes douglassi je preferovany druh, pretoze studie
Specifity ukazuju, Ze Je tu pozitivne rozlisovanie proti
inkorporéacii erukovej kyseliny do polohy 2 triacylglyceridu.
Kniznice organizmov inych ako vyssich rastlin mé2u byt sondované;
napriklad urc¢ité baktérie mbézu mat acyltransferdzu pozadovanej
Specifity.

DNA podla vynalezu bude véeobecne mat vyssi stupen homoldgie

s aspon ¢astou sekvencie na obr. 1 ako so znamymi sekvenciami.

Rekombinantnd DNA podla vynalezu méze mat formu vektoru,
ktory méZe mat dostatocné regulaéné sekvencie (ako je promdtor)
na riadenie expresie. Vektory, ktoré nie su expresné vektory, su
vhodné pre klonovacie uc¢ely (ako mdéZu byt samotné expresné
vektory). Hostitelské bunky (ako si baktérie a rastlinné bunky)
obsahujuce vektory podla vyndlezu ako  také tvoria sucast
vynalezu.

DNA sekvencie podla vyndlezu mézu byt pouzité pri dalsom
spbdsobe kKlonovania génu =z inych druhov: ak DNA Jje kopulovana do
vhodného promdétora, napriklad expresného vektoru vo vhodnom
hostitelskom organizme, mdze byt produkovany protein. Takyto
protein mézZe byt pouzity na pripravu polyklondlnych alebo
monoklondlnych protildtok, alebo inych vazobnych molekul, ktoré
potom mézu byt pouzité pre prehladdvanie pri expresii homolégnych
proteinov v inych druhoch, napriklad ako éast screeningového

programu DNA knizZnice.

Vhodné cDNA kniZnice cielovych druhov buda vseobecne
pripravené, ak je pozadovany geén pravdepodobne exprimovany:'cDNA
embryovej kniZnice (pripravené v skorom $tddiu lipidovej syntézy)

budu preferované - napriklad Limnathes spp.

Vyndlez tak umoZnuje Xklonovanie sSirokého mnoZstva génov
(alebo vseobecnejsie DNA sekvencii) koédujucich acyltransferazy
a 2-acyltransferazy hlavne 2za pcuzitia DNA sekvencii ako su

popisané vyssie.



Takéto acyltransferazy ako je z Limnathes spp. mdzu byt tiez
klonované priamo, napriklad s pouzitim komplementac¢nych studii,
z DNA Xniznice pozadovanych druhcov. Napriklad ak Je E. colil
pouzitad ako komplementaény hostitel, Jje zvoleny mutant, kKtory je
defektny v relevantnom enzyme (napriklad 2-acyltransferaze); DNA
kniznica z cielovych druhov (ako je L. douglassi) sa klonuje do
mutantného komplementacného hostitela; hostitelské bunky
inkorporujuce do svojho gendému gén cielovej acyltransferdzy, mbdzu
byt lahko oddelené za pouzitia vhodného selektivneho média. E.
coli mutant Jc201 je  vhodny hostitel na  pouzitie

v komplementa&nych Studidch tykajucich sa 2-acyltransferazy.

Klonovanie acyltransferdzového génu, ktory bol zvoleny do
mikrobidlneho hostitela ako je baktéria podobna E. coli tak, Ze
gén mbze byt exprimovany, ma& zvlastnu VYhodu v tom, :Ze
substratova Specifita acyltransferdzového génu méze byt hodnotené
v mikrobialnom hostitelovi pred pripravou transformovanych
rastlin, ¢im sa usetri ¢as na vyskum. Takéto hodnotenie mbdze byt
vykonané kompetitivnymi substratovymi skugkami, v Xktorych roézne
detegovatelné znacené substraty pre enzym vzdjomne sutazia
o inkorporéciu do glyceridu. Napriklad 14C—erucyl CoA
a 3H—oleoyl CoA mbzZu byt pouzité ako kompetitivne substraty pre
2-acyltransferdzu a mdézu byt merané relativne mnozstva 14¢ aiebo
tritia prijatého do glyceridu. (PretoZe 2-acyltransferazy maju
akceptor, substraty na badze glycerolu a donor, substraty na baze
mastnych kyselin, méze byt pokus vykonany s réznymi akceptormi,
ako je 1—erucy1-glycefol-3-fosfét a l-olecyl-glycerol-3-fosfat).
Gén, koédujuci enzym, Ktory prednostne dodéva erukova kyselinu
k akceptoru (hlavne l-erucyl-glycerol-3-fosfat) mbze byt takto
identifikovany ako DNA sekvencia volby pre dalsie pouZitie vo
vyndleze ako je popisané dalej. '

V druhom aspekte vynalezu je poskytnutd rastlina, majuca
jeden alebo viac nerozpustnych acyltransferdzovych enzymov,
majucich substratovi Specifitu, ktoréd sa odlisuje od prirodzeneho

enzymu rastliny.



I ked miestne riadend mutagenéza a/alebo 1né techniky
proteinového inzinierstva mdézu byt pouzité na zmenenie Specifity
enzymu prirodzeného pre rastlinu, preferuje sa, Ze rastlina bude
transgénna a bude inkorporovat expresibilny acyltransferdzovy
gén, koédujuci enzym poZzadovane] Specifity =z 1inych druhov.
2-acyltransferdzy su enzymy volby. Napriklad ako je popisané
vys$sie, 2-acyltransferdzovy enzym, Ktory ma& zvysenu specifitu
pre, alebo aspon nepbésobi proti erukovej Kkyseline, mdZe byt
pripraveny tymito prostriedkami na expresiu v rastline, ktord by
normdlne neinkorporovala erukovu kyselinu do triacylglyceridov.
Dblezité vyhotovenie vyndlezu sa tyka genetickym inZinierstvom
spracovanych rastlin, ktoré maju vysSie hladiny erukovej Kkyseliny
inkorporované do triacylglycerolov ako je to v nespracovanych
rastlinach. I ked toto je vyhodné vyhotovenie, nie je vynalez
obmedzeny na zvysenie inkorporacie kyseliny erukovej do
glyceridov:podla okolnosti mdézu byt Ziaduce i iné kyseliny.

K acyltransferazovému transgénu bol operativne kopulovany
prométor, aby tento bol expresibilny. PretoZe za sucasného stavu
v odbore je tazké presne regulovat miesto inkorporadcie transgénu
do hostitelského gendému, je vyhodné, aby transgén bol kopulovany
k svojmu prométoru pred transformidciou rastliny. Promdétory vhodné
podla vyndlezu mbdzu byt Casovo a/alebo semenovo Specificke, ale
nie Jje tu 2Ziadna nevyhnutnost, aby takéto boli: konstitutivne
prométory ako Jje CaMV 35S prométor, mdzZu byt v skutoénosti
preferované, pretoZe to su zvycajne silné prométory. Iné tkaniva
si nanestastie nezZiaducim spésobom ovplyvnené, ak transgén,
kédujuci acyltransferdzovy enzym je exprimovany V nich, pretoze
vyuzitelnost mastnej kyseliny CoA substrdtov je ucinne obmedzena
na semeno.

Konstrukt promotor-transgén, ak je pripraveny, sa zavedie .do
rastlinnych buniek akymikolvek vhodnymi prostriedkami. Vynalez
zahrnuje takéto rastlinné bunky. Vyhodne je DNA transformovana do
rastlinnych buniek za pouzitia bezramienkového Ti-plazmidového

vektoru a nesend Agrobacteriom postupmi znamymi v odbore, ako su



napriklad popisané v EP-A-0116718 a EP-A-0270822. Alternativne by
mohla byt cudzia DKNA zavedena priamo do rastlinnych buniek za
pouzitia =zariadenia s elektrickym vybojom. Tato metdda IJe
preferovand ak Jje Acrobacterium neué¢inné, napriklad tam, kde je
rastlina, ktora je prijemcom, JjednodeloZnd. Vhodna mdze tiez byt
akakolvek ind metdda, Ktorad poskytuje stabilnu inkorporaciu DNA
o jadrovej DNA akejkolvek rastlinnej bunky akéhokolvek druhu.
Toto zahrhuije druhy rastlin, ktoré nie si v sucasnosti schopné

genetickej transformécie.

Vyhodne obsahuje DNA podla predlozeného vynalezu tiez druhy
chimericky gén ("marker" gén), Ktory umoziuje, aby transformovana
rastlina alebo tkanivova kultura obsahujica cudziu DNA boli Iahko
odlisené od inych rastlin alebo tkanivovych kultur, Kktore

neobsahuju cudziu DNA. Priklady takéhoto markerového génu

zahrnujui antibiotickd rezistenciu (Herrera - Estrella a spol.,
EMBO J. 2(6), 987 - 995 (1983) a Herrera - Estrella a spol.,
Nature 303, 209 - 213 (1983)), herbicidnu rezistenciu
(EP-A-0242246) a glukorurodidazovu (GUS) expresiu

(EP-A-0344029). Expresia markerového génu je vyhodne kontrolované
druhym prométorom, ktory umoZnuje expresiu buniek inych ako je
tapetunm, a tak umoznuje selekciu buniek alebo tkaniva,
obsahujuycich marker Vv akoﬁkolvek $tadiu regeneracie rastliny.
Preferovany druhy prométor je odvodeny od génu, ktory Kkéduje 35S
podjednotku obalového proteinu viru karfiolovej mozaiky
(Cauliflower Mosaic Virus - CaMV). MéZe véak byt pouzity
akykolvek iny vhodny druhy promdtor.

Celéd rastlina mbie byt regenerovana z jedine)
transformovanej rastlinnej bunky a vynalez preto poskytuje
transgénne rastliny (alebo ich c¢asti ako Jje rozmnozovaci

material), obsahujuce DNA podla vynalezu ako Jje uvedenad vyssie.

Regeneracia méze byt vykonand znamymi metddami. ~
v jednom vvhotoveni vynalezu mdzZe byt nativny
acyltransferazovy gén transgénnej rastliny, ktory =zodpoveda

transgénu urobeny aspon ciastoCne neoperativnym alebo mbze byt



odstraneny. Tak, ak transgén koduje 2-acyltransferazu, mbie sa
rastlinna nativna 2-acyltransferaza stat neoperativnou,
napriklad, technikami "antisense" alebo ribozymovou technikou,

ktoré su v odbore zname.

Prostriedkami podla vyndlezu mézu byt produkovane rastliny,
vytvérajuce olej so stanovenym cobsahom lipidov. Neapriklad
lipidové zlozenie triacylglyceridov v rastline mdie byt podstatne
zmeneneé za produkcie triglyceridov s pozadovanou mastnou
kyselinou (napriklad kyselinou erukovou) v urcitcm obsahu, ktory
je vyssi ako bolo doteraz mozné. Napriklad olejnate semend repky
(B. napus) mbzu byt transformované za vzniku oleja, ktorého

triacylglycerid md obsah erukovej kyseliny nad 70 %.

Je zrejmé, ze rastliny so zvysenymi hladinami lipidov mdzu
byt produkované prostriedkami podla predlozeného vynalezu. Avsak
vynalez Jje tiez vhodny na produkciu rastlin so zniZenymi
hladinami 1lipidov, ktoré mdézu byt poZadovane ak su ziaduce
zvySené hladiny proteinu a/alebo sSkrobu. Znizené hladiny lipidov
nézu byt dosiahnuté interferovanim so spravnou funkciou génu,
kédujiceho 2-acyltransferazu, napriklad "antisense" alebo
ribozymovou technolégiou. (Takeéto rastliny s redukovanymi lipidmi
nézu byt, ak je to 2ziaduce, dalej spracovavané pre vy5si obsah

proteinu a/alebo skrobu, ak je to ziaduce).

Prométory, ktoré prirodzene pohdnaju 2-acyltransferazy, mbdzZu
byt tiez ziskané hybridizidciou a/alebo restrikciou a/alebo

sekvenénymi Studiami za pouzitia sekvencie na obr. 1.

Vynalez umoznuje produkciu proteinu kédovaného DNA podla
prvého aspektu predlozeného vynalezu, ktory Je ziadany. Protein
méze byt exprimovany hostitelskymi bunkami nesucimi DNA vo forme
expresného vektoru. Protein, Kktorym mbze byt enzym, majuci
aktivitu 2-acyltransferazy, méze mat aminokyselinovu sekvenciu,
ktord je zhodnad , alebo homoldogna so sekvenciou na obr. 1. Stupen
homologie bude vseobecne vacsi ako u znamych proteinov a musi byt
aspon 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 alebo 99 %.



ferované rysy kazdého easpektu predloZeného vynalezu su

e
pre kazdy dalsi aspekt mutatis mutandis.

Vynalez Jje ilustrovany nasledujucimi prikladmi. Priklady se

opieraju o pripojené obréazky.

Popis obrézkov na pripojenvch vykresoch

Obr. 1 predstavuje cDNA sekvenciu ziskanu v priklade 1 (SEQ ID:
1) a jej odvodenu proteinovu sekvenciu (SEQ ID: 2).

Obr. 2 predstavuje sekvenciu zoskupenia casti génovych
produktov z plsB (SEQ ID: 3) a plsC (SEQ ID: 4) s castou
sekvencie uvedenej na obr. 1 (SEQ ID: 5), ukazujucu
konzervovany motiv. plsB je E. coli
sn-glycerol-3-fosfat acyltransferdzového génu a plsC
l-acyl-sn-glycerol-3-fosfat acyltransferdzového génu E.
coli. Dvojbodky oznac¢uju presné porovnanie medzi dvoma
sekvenciami a jedind bodka konzervativne aminokyselinové
substiticie. Hviezdicky oznacuju zhodné aminokyseliny vo
vsetkych troch sekvenciach a zvysky konzervované v dvoch

z troch sekvencii su oznacené symbolom +.

Obr. 3A, 3B a 3C: Membranové fosfolipidy =z E. coli Kkmenov boli
extrahované do chloroformu a oddelené 2-rozmernou
chromatografiou na tenkej vrstve. Prvy rozmer

(vzostupny) bol vyvijany za pouzitia chloroformu

metanolu : vody (65 : 25 : 4) a druhy rozmer (zlava
doprava) bol vyvijany chloroformom : metanolom
kyselinou octovou (65 : 25 : 10). Fosfolipidy boli

vizualizované autoradiograficu po 16 hod. pri -70 °C za
pouzitia Fuji RX filmu. E. <coli kmene, Kktoré boli
pouZité (obr. 3A): JC201, ktory nesie termosenzitivnu
mutdciu v l-acyl-sn-glycerol-3-fosfat acyltransferazovom
géne; (obr. 3B): JC201, obsahujuci plazmid pPLSC, ktory
koduje E. coli l-acyl-sn-glycerocl-3-fosfat
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acyltransferdzovy gén; (obr. 3C): JC201, obsahujuci
plazmid, ktorého cDMNA inzertova sekvencia je uvedena na
obr. 1 LPA, lyzofosfatidicka kyselina; PE,
fosfatidyletanolamin; CL, cardiolipin; PG,
fosfatidylglycerol; P2, fosfatidickd kyselina; 0, pdvod.
20 % 3°p je inkorporované v LPA v JC201 a zvysna
zodpovedajuca hladina Jje inkorporovand v PE v obidvoch

dalsich kmenoch.

Acyltransferdzové skusky boli vykonané za pouZitia
32p_znacenej 1lyzofosfatidickej  Kkyseliny, Xktora bola
extrahovand 2z E. coli kmena JC201 a oleoyl CoA ako
acyl-donoru. Fosfolipidy pritomné v reakénych zmesiach
boli extrahované do chloroformu a oddelené za pouZitia
silikagelovej chromatografie na tenkej vrstve. Pre
vyvijanie dosiek bol pouzity chloroform : metanol

kyselina octova : voda (25 : 15 : 4 : 2). Fosfolipidy
boli vizualizované autoradiografiou po 6 hod. pri -70
*C za pouzitia Fuji RX filmu. Pouzitymi E. coli kmenmil
boli: JC201, ktory nesie termosenzitivnu mutaciu
v 1l-acyl-sn-glycerol-3-fosfat acyltransferdzovom géne
JC201, obsahujuci plazmid pPLSC, ktory kéduje E. coli

l-acyl-sn-glycerol-3-fosfat acyltransferazovy gén;
Jcz01, obsahujuci plazmid, ktorého kukuri¢na cDNA
inzertové sekvencia Jje uvedend na obr. 1 LPA,

lyzofosfatidicka kyselina; PA, fosfatidicka kyselina.

Predstavuje porovnanie proteinovej sekvencie uvedene] na
obr. 1 (SEQ 1ID: 6) so sekvenciou odvodenou (SEQ ID: 7)
z B. napus semenoveho cDNA inzertu, ktory bol izolovany
pri DNA hybridizacii k sekvencii kukuric¢nej cDNA.

Sekvencie boli zoradené pomocou FatA zoradovacieho

programu (1988). Dvojbodky oznacuju zhocdné aminokyseliny
a Jjednotlive bodky konzervativne aminokyselinové
substitucie.

kukurica = 374 ak vs. repka = 311 ak
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51,5 % identita, optimalizované skore:

Priklady vvhotovenia vvynalezu

Priklad 1
Derivadcia cDNA sekvencie z obr. 1

Komplementacna studia za pouzitia kukuric¢rnej cDNA expresnej
kniznice transferovanej do E. coli mutantu JC201 umocZnuju
izoléaciu plazmidu, kdédujuceho 2-acyltransferazovy enzym
z kukurice. <cDNA 1inzert tohto plazmidu mé velkost 1,6 Kkb
a obsahuju pélmi A koniec velkosti 70 bp. Inzert bol sekvenovany
za poskytnutia uvedenych dé&t a translacia sekvencie odhaluje
pritomnost iba jedného velkého otvoreného ¢itacieho ramceka. Toto
je zndzornené na obr. 1 s navrhnutym sStart metioninom a stop
koddénom v ramceku. 2-acyltransferdza je velkosti 374 aminokyselin
a sekvenovanie v smere otvoreného ¢itacieho ré&mceka ukazuje, :Ze
protein je exprimovany ako Cast fuzneho proteinu v E. coli. Tento
tvori 10 - aminokyselin B-galaktoziddzoveého proteinu, 43
aminokyselin (uvedené v sekvencii), zodpovedajucich
5'-netranslatovanému regidénu mRNA a 374 aminokyselin proteinu.
Porovnanie proteinovych sekvencii vo velkom otvorenom ¢itacom
raméeku s 2-acyltransferdzou E. coli ukazuje malu celkovu
identitu, ale je tu rozsah 80 zvy$kov, Kktory ma velku hladinu
konzervativnej substiticie a obsahuje niektoré aminokyseliny,
ktoré su konzervované Vv 2-acyltransferdze, 1l1l-acyltransferdze

a N-acetylglukézamin acyltransferdazy E. coli.

Priklad 2

kaorporécia 32p go celkovych fosfolipidov

E. coli kmene boli kultivovaneé v minimalnom meédiu,
obsahujtucom 32p ortofosfat. Celkové fosfolipidy boli extrahovane

do organickych rozpustadiel a oddelené 2D chromatografiou na

tenkej vrstve (obr. 3) (lyzofosfatidicka kyselina (LPA)) Je



substradt pre 2-acyltransferazu (2-AT).

2o Je zrejmeé z obr. 2A, akumulacia 32P-znaéenej LPA
v mutante JCz01 ilustruje nepritomnost plne funkénej 2-AT.
adiciou plazmidu, nesuceho bud nativny E. coli gén (obr. 2B)
alebo kKukuriény Kklon uvedeny na obr. 1 (obr. 3C) navracia 2-AT
aktivitu bunkdm, umoznujicu LPA, aby bola odstrédnend a dalej

metabolizovanad (lyzofosfatidickd kyselina).

Tieto udaje ukazuju, 2ze DNA sekvencila uvedend na obr. 1
kéduje 2-AT.

Priklad 3
Nadexpresia cDNA

cDNA regidn Specifikujuci proteinovi sekvenciu uvedenu na
obr. 1 bol klonovany do E. coli nadexpresného vektoru pET11d
(Studier a spol., Meth. Enzymol. 185, 60 - 8¢ (1990)). ZvySena
2-acyltransferazovad aktivita po indukcii expresie z plazmidového

inzertu peotvrdzuje, Ze sekvencia na obr. 1 je sekvencia 2-AT.
Priklad 4

Lokalizédcia 2-AT aktivity v E. coli bunkdch, obsahujucich
kukuricny Xlon

Boli vykonané 2-acyltransferdzové sStudie s pouzitim membran
izolovanych z mutantu Xkmena JC.201, ktory nemd 2-AT a z JC.201,
obsahujuceho kukuriény plazmid (obr. 4). 2-AT aktivita nebola
detegovanad v membrédnovych frakcidch z JC.201. Adicia plazmidu
nesuceho nativny E. coli gén alebo sekvenciu uvedenu na okr. 1,

k JC.201 vedie k navrateniu 2-AT aktivity membranam.



Priklad 5

Pouzitie kukuricnej cDKz ako heteroldgnej sondy na ziskanie

cDNA z olejnatych semlen repky

KniZnica senenove]j cDNA z Brassica napus bola screenovana
sekvencicu uvedenou na obr. 1 s pouzitim Standardnych technik
(Sambrook a spol., Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 2.

vydanie, Cold Spring Harbcr Labcratory Press, 1989)).
Podmienky

Na hybridizéaciu kukuri¢éného c¢DNA inzertu do repkovej
kniznice: hybridizécia bola v 6 x SSC, 5 x Denhardtov roztok,
0,5 % SDS, 0,5 % pyrofosforeénan tetrasodny a 50 pg/ml
denaturovanej DNA sledich speriem. Filtre boli premyvané 2 x 30
mindt pri 65 ‘C v 1 x SSC, 0,1 % SDS a 1 x 30 minut v 0,2 x SSC,
0,1 % SDS pri 65 °C.

Hybridizujuci klon bol sekvenovany a proteinova sekvencia
odvodend od velkého ORF. Spojenie tejto proteinovej sekvencie so
sekvencicu odvodenou 2z kukuriéného c¢cDNA Kklonu uvedenou na obr.

1, je uvedené na obr. 5.

Silnd identita medzi tymito sekvenciami ilustruje potencial

pouzitia sekvencie uvedenej na obr. 1 na ziskanie dalsej 2-ATS.

Priklad 6
Transgénne rastliny

Sekvencia uvedend na obr. 1 mdéze byt klonovand tesne vedla
vhodného prométcra, do vhodného vektoru na expresiu do rastlin.
Vektor mdze byt pouzity Kk transformovaniu rastlin a vysledné
rastliny exprimujuce 2-AT mézu byt analyzované na obszh lipidov.
Lipidovy metabolizmus sa oc¢akava ako preregulovany a zvysené

hladiny lipidov boli detegovatelné v semenéch.



Priklad 7
2ntisense

Sekvencia uvedena na obr. 1 mdze byt klonovand tesne vedla
vhodného promdtora, v antisense orientacii do vhodného sektoru na
expresiu v rastlindch. Vektor mbze byt pouzity na transformovanie
rastlin a vysledné rastliny exprimujuice 2-AT mbéZu byt analyzovane
na protein a obsah skrobu. Zvysené hladiny skrobu a proteinu su

pokladané za detegovatelné v semenéch.
Priklad 8
Potlacenie nativnej 2-AT

DNA sekvencia 2-AT odvodena od L. douglassi (ziskand ako je
popisané v priklade 5) mbéZe byt zavedend do olejnatej repky (OSR)
za expresie vhodného promoétora, za pouZitia vektorov a metdd
transformdcie rastlin, ktoré sd v odbore dobre zname. Druha
sekvencia, obsahujuica "antisense" alebo ribozymy voci repkovej
cDNA (priklad 5) méze byt zavedena na sucasnu expresiu. Vysledna
transformovand vrastlina je pokladand za majucu 2-AT aktivitu,
zodpovedajucu aktivite L. douglassi, so sucasnym potlacenim
nativneho repkového 2-AT génu.

Modifikovana OSR rastlina takto ziskand mala vyssie hladiny
erukovej kyseliny v polohe 2 svojich triacylglycerolov ako maju
poévodné rastliny. Naviac boli ndjdené vyssie hladiny trierucinu
v oleji semien.

Priklad 9
Screening gendémovej kniZnice

Sekvencia uvedena na obr. 1 sa pouzije Kk screeningu

genodémovej kniznice Arabidopsis a hybridu ziskaného pouzitim



xlonu. Za pouzitia standardnych technik mbéze byt z tohto klonu
ziskany prométor. Promdétor mbéze byt pouzity na pdsobenie na

expresiu v rastlinnych bunecnych membranach.
Zoznam sekvencii
(1) Véeobecnd informéacia:

(i) Prihlasovatel:
(A) Meno: Nickerson BIOCEM Limited
(nielen US)
) Ulica: Cambridge Science Park, Milton Road
C) Mesto: Cambridge
) Zem: United Kingdom
) Postovy kéd: (ZIP) CB4 4GZ

(A) Meno: SLABAS, Antoni Ryszard
(len US)
(B) Ulica: 8 Telford Close, High Shinclife
(C) Mesto: Durham
(E) Zem: United Kingdom
(F) Postovy kdéd: (ZIP) DH1 2YJ

(A) Meno: BROWN, Adrian Paul
(iba US)
(B) Ulica: 4 Church Vvillas, Shadforth
(C) Mesto: Durham
(E) Zem: United Kingdom
(F) Postovy kéd: (2IP) DHé 1LQ

(ii) Nazov vynédlezu: DNA kdédujuca 2-acyltransferazy
(iii) ©Poclet sekvencii: 7

(iv) Pocitacova c¢itacia forma:



(A) Typ média: Floppy disk

(B) Pocitac: IBM PC compatible

(C) Operacny systém: PC-DOS/MS-DOS

(D) Software: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO)

(v) Udaje o prihléaske:
Cislo prihlasky: WO PCT (BG93)

{2) Informacie o SEQ ID No: 1:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) DIizka: 1514 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: dvojity

(D) Topoldégia: linedrna
11) Typ molekuly: cDNA

“1X) Rysy:
(A) Meno/kluc¢: CDS
(B) Lokécia: 130..1254

(x1) Popis sekvencie: SEQ ID NO: 1:
CCCCGTCCTC CTCGTCGCCG GCGGAGCCGC CTACTATCGC CTGGRGAAGG AGCGCCGCGG €0

GGAGCTTTTC CCACTGCCGA CTGCCGTCTIG ACCCTCCGAG ATCGGAAGCG GCGCCGGCGC

[ 28]
[&]

CGGCCGGCG ATG GCG ATC CCG CTC GTG CTC GTC GTG CTC CCG CTC GGC
Met Ala Ile Pro Leu Val Leu Val Val Leu Pro Leu Gly
1 S 10
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CAT
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(z) Informécie © s$zQ ID NO: 2:

Met

Ala

(:y Cherakteristiky sekvencie:

(Aydlzke:

(B)typ:

(D)topologia: lineérna

aminokyselina

(ii)typ molekuly: protein
SEQ ID NO 2:

(xi)Popis sekvencie

Ala

P

s Lys

Ser

Ile

Ser

AIg

ATy

Ala

Ala

Pro

Gly
20

185 |

val

Gln

3 Met

260

Leu

val

P

Met

Thr
150

Top

Leu

Lvs
230

Ser

Leu

val

Lys

Leu

S5

Leu

Ala
135

Leu

Leu

val

Asd

Ser

Ala
280

val

Ala
25

Leu
1
Ile
oy
val
Asp

Ser
S0

a Gia

Phe
170

Glu
Pro
val
Gln
val
250

Asp

Leu

374 aminokyselin

Pro
Gla
Arg
TP
Glu

75

Asn

Axrg

Leu
155

val

Leu

Ala

Azg

val

60

Eis

Ser

Phe

Leu

140

Gln

Glu

Ala

Ala
220
Thx
Met

Ser

Llys

Ile
45

Vval

AXg
Gly
Leu

125

Glu

Axg

Gly

Ala

Lys

Lys

Eis
285

Leu L

Leu

30

cys
130

Pro

Leud
The
Ser
150

Gly

Asp

95

val

Ser

Asp
Axg
His
285

Cys

Ala

Phe

Tzp

Sex

Trp
Asp
160
Phe

Gly

Val

p i
240

Ala

Lys



foad oS
Py

280

Leu

rre

val

Ara
340

Ser

3]
',.J

Cys

Leu

val

345

Ser

Gly

Ser

Pro

Phe

Arg

Met

Arg
365

Gly

Gly

.o
RS

350

Lys Ser
Ala Ile
320

val Ala
335

Val Phe

AMa Axg



(2) Informécie o ID NO: 3:

(:) Charakteristiky sekvencie:
(x)dlzka: 15 aminokyselin
(B8)typ: aminckyselina
(Dltopologia: lineédrna

(ii)typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvencie SEQ ID NC: 3:
Tyr Phe vVal Giu Gly dly Asg Ser Ay Thar Gly Arg Leu Leu Asp
b S i0 15



(2) Informécie o SZQ ID NO: 4:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(x\)élzka: 15 aminokyselin
(B)typ: aminokyselina
(D)topologia: lineédrna

(ii)typ molekuly: protein

(xi) Popls sekvencie SEQ ID NO: 4:

Met zhe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Arg Gly Leu Leu :P.';o
1 5 10



(2)

Informécie © S$zQ ID NO: S:

(L)

189}
b~

15 aminokyselin

aminokyselina

(Dltopologia: line&drna

(ii)typ molekuly: protein

(xi)Popis sekvencie

Leu Phe Val Glu Gly Thr

(¥

Informédcie © SZQ ID NO: 6:

(1)

(ii)typ molekuly: protein

(x3)

Met

i

Leu

Leu

Ala
65

)

SZQ ID NO:

Arg Phe Thr

(B)typ: aminokyselina
(D)topologia: linedrna

Popis sekvencie

P
130

Lys

Ile

Pro

Met

Glu

Leu
5
Leu

Phe

Leu

Val

T?

Gi
70

Charakteristiky sekvencie:
(n)élzka:
(B)typ:

S:

Pro Ala Lys Leu lLeu Ala

10

Charakteristiky sekvencie:
(A)d1lzka: 374 aminokyselin

SEQ ID NO: 6:

Leu

Val

Ala

135

Leu

Val

Asn

Leu AL

Lys
120

Glu

Val

Leu

190

Ile

T

Asp

Ser
30

Phe
170

Glu

{29
Glu
75

Asa

Arg

Leu
Ala
Arg
Val
60

Glu
i

Ser
Phe
Leu

140

Gla

Axrg
Gly
Leu
125
Glu
Arg
Gly

Ala

Leu
Leu
30

Asn

Sexr
Cys
110
Pro

Arg

Leu

Ser

130

s

Leu

15

Arg

=P

Arg

Asp

85

Leu

val

Ser

AZg
17s

Gla

Phe

val

Phe

£29

Ser
80

Phe

Gly
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Trp
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Gly

Lvs
230

Ser

Phe
310

Tor

Met

_25_

Val

Val

Ser

Asp

Ile
295

Tp

Gln

Leu
200

Asp

Ser

Asp
Ala
280
ATg
Ser

Leu

Leu

Phe

0

Cys

Leu

val
345

Val
250

Asp

Leu

hzg

Pro

$]
wn

i
mn

Val

Asp

"
H

Azg
300

Leu

TP

val

'~ Lys

205

Lys
Lys

iis
285
Pro
Pke
Arg

Met

Gly

Leu
Axg
TIp
270
Leu
val
Gly
Gly
Eis
350

Ala

Phe

Asp
Axg
Eis
255
Cys
Ala
Lys
Ala
val
335

val

Ala

val

bl

240

Ala

Lys

Thr



SZQ ID NwC: 7:

o
harakteristiky sekvencie:

(2 €
(xydlzka: 295 aminokyselin
(3)typ: aminokyselina
(3)topologia: lineérna

((i)typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvencie SEQ ID NO: 7:
'
Met Ala Met Ala Ala Ala Val Ile Val Pro Leu Gly Ile Leu Phe Phe
b 5 0 5
Ile Ser Gly Leu Val Val Asn Leu Leu Glz Arg Ser Gly Cys Leu Gly
20 25 30
Ser 2la leu Ala Val Met Lys Lys Ser Ser Lys Phe Leu Pro Val Ile
35 40 45
Giy Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyzr Leu Pre Leu Glu Arg Asn Tp
S¢ S3 60
Ala Lys Asp Glu Ser Thxr Leu Lys Ser Gly Leu Gln Arg Leu Asn Asp
€3 70 75 80
Fhe Pro Axg Pro Phe Trp Leu Ala Leu Phe Val Glu Gly Tar Arg Phe
8

w
w
(o]

o
wn

Tor Glu Ala Lys Leu Lys Ala Ala Gla Glu Tyr Ala Ala Ser Ser Glu
100 105 120
Leu Fro Val Prc ATy Ast Val Leu Ile Pro Arg Thr Lys Gly Phe Val
il 120 125
Ser Ala Val Ser Asn Met Arg Ser Phe Val Pro Ala Ile Tyr Asp Met
130 135 140
Thr Val Ala Ile Pro lLys Trhr Ser Pro Pro Pro Thr Met Leu Arg Leu
145 150 185 160
Pne Lys Gly Gla Pro Ser Val val ¥is Val Eis Ile Lys Cys His Ser
165 170 178
Met Lys Asp Leu Pro Glu Ser Glu Asp Glu Ile Ala Gln Trp Cys A~g

-
o
o

-2
[o4]
w

)

w

o

Asp Gln Phe Val Thxr Lys Asp Ala Leu Leu Asp Lys His
185 200 205

-
'_I
©
[l
)
i
'Y

Asp Thr Pne Ala Gly Gla Llys Glu Gla Asn Ile Gly Arg Pro Ile Lys
2.0 215 220

Ser Leu Ala Val Val Leu Ser Trp Ala Cys lLeu Leu Thx leu Gly Al
228 230

Met .Lys Phe Leu Kis Trp Ser Asz Leu Phe Ser Ser Trp Lys Gly Ile
245 250 255
Ala Leu Ser Ala Leu Gly Leu Gly Ile Ile Thr Leu Cys Mer Glz Ile
260 265 270

Leu Ile Arg Ser Ser Glm Ser Glu Arg Ser Thr Pro Ala Lys Val Al
278 280 285

-

Pro Ala Lys Prc Lys Asp Asn
250 288



) 263-95

PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantna alebo izolovand DNA sekvencila vybrana z

(1) DNA sekvencie, obsahujuicej DNA sekvenciu z obr. 1,
kédujuce]j aspon od Met,, do Stop,,g (SEQ ID:2) alebo jej
komplementarny retazec,

(ii) nukleokyselinovej sekvencie hybridizujucej k DNA sekvencii
z obr. 1 (SEQ ID: 1) alebo jej komplementdrnemu retazcu za
prisnych podmienok a

(iii) nukleokyselinovej sekvencie, ktoré by mali hybridizovat
kX DNA sekvencii z obr. 1 (SEQ 1ID: 1) alebo jej
komplementarnemu retazcu, ale za degeneracie genetickeého
kdéadu.

2. DNA sekvencia podla naroku 1, ktord kéduje enzym, majuci

membranovo viazanud acyltransferdzovu aktivitu.

3. DNA sekvencia podla néaroku 2, v Ktorej acyltransferdzova

aktivita je 2-acyltransferdzova aktivita.

4. JIzolovany protein, Xktory je expresnym produktom DNA
sekvencie podla narocku 1, 2 alebo 3.

5. Protilatka schopnd specifického nadviazania k proteinu
podla naroku 4.

6. Rastlina, majuca jeden alebo viac nerozpustnych
acyltransferdzovych enzymov, majucich substrdtovud sSpecifitu,

ktora sa odlisuje od nativneho enzymu rastliny.



7. Rastlina podla naroku 6, ktord Je transgénna pre

nerozpustny acyltransferdzovy enzym z inych druhov.

8. Rastlina podla naroku 6 alebo 7, ktorou Je repka,

kukurica, slnec¢nica alebo sdja.

¢. Rastlina podla naroku 7, kde uvedenym inym druhom je druh
rodu Limnathes ako Jje L. alba alebo vyhodne L. douglassi, alebo

Crambe.

10. Rastlina podla Xktoréhokolvek 2z narokov 6 az 9, kde

nerozpustnym acyltransferdazovym enzymom je 2-acyl-transferaza.

11. Rastlina podla néaroku 10, kde 2-acyltransferdza md
vy$siu sSpecifitu pre kyselinu erukovi ako prirodzeny enzym
rastliny.

12. Rastlina podla ktoréhokolvek z ndrokov 6 az 11, kde
uvedeny prirodzeny enzym sa aspon ciastocne stane neoperativny

alebo je odstraneny, napriklad ribozymom alebo antisense

nukleovou kyselinou.
13. Spbésob =ziskania oleja, vyznacdujici sa tym, 2e zahrnuje
kultivaciu rastliny podla ktoréhokolvek z nérokov 6 az 12 a zber

oleja produkovaného rastlinou alebo jej ¢astou, hlavne semenami.

14. Mikrobidlny hostitel schopny expresie DNA sekvencie
podla naroku 1, 2 alebo 3.

15. Protein, ktory je v podstate homolégny k proteinu podla
nadroku 4.

16. Fragment DNA sekvencie podla naroku 1, 2 alebo 3,

obsahujuici aspon 15 nukleotidov.

17. DNA, kdédujuca RNA, ktord Je v opac¢nom smere (antisense)



kK RNa, kdédovane] DNA podla narcku 1, 2 alebo 3.

18. DNA, kodujuca ribozym specificky k RNA, kédovanej DNA
podla naroku 1, 2 alebo 3.

1¢. Izolovana alebo rekcmbinantna DNA, obsahujuca promdétor,
ktory prirodzene pohédna expresiu génu k produkcii proteinu podla

naroku 4 alebo 15.
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