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Regeni se zabyva sekvencemi nukleové kyseliny pro regulaci
genové exprese u rostlin. Zejména se zabyva 5 regulaCnimi
sekvencemi, které jsou uZiteéné pro regulaci exprese
heterologni DNA u rostlin, a zptisobu identifikace
nékolikanasobnych 5 regulaénich sekvenci, které dodavaji
konkrétni profil exprese, kdyZ se operativné navazi DNA
sekvence. RovnéZ se zabyvé expresivnimi vektory, které
obsahuji 5 regulaéni sekvence, a déle transgennimi rostlinami,
které expresni vektory obsahuji.
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REGULACNI SEKVENCE PRO RiZENi EXPRESE GENU U ROSTLIN

Oblast techniky

Vynalez se zabyva izolaci a pouZzitim molekul nukleovych kyselin pro Fizeni

exprese genu u rostlin, konkrétné se zabyva novymi rostlinnymi promotory.

Dosavadni stav techniky

Jednim zcild rostlinného genetického inzenyrstvi je produkce rostlin
s agronomicky vyzhamnymi viastnostmi nebo rysy. Nedavné pokroky genoveho in-
zenyrstvi poskytly potfebné nastroje pro transformaci rostlin tak, aby obsahovaly
a prepisovaly cizi geny (Kahl a kol. (1995) World Journal of Microbiology and Bio-
technology 11:449-460). Obzvlasté Zadouci rysy nebo vlastnosti v genetickém inZe-
nyrstvi zahmuiji, ale nejsou omezeny na odolnost proti hmyzu a jinym $kadcim a
&inidlim zpGsobujicim nemoci, dale sem patii tolerance na herbicidy, zvy$ena stabi-
lita, vynosnost nebo skladovaci doba, tolerance na prostiedi a nutricni obohaceni.

Technologické pokroky pfi transformaci a regeneraci rostlin, umoznily vyzkumnym

pracovnikiim odejmout kousky DNA, jako je napf. gen nebo geny z heterologniho\

zdroje, nebo z plivodniho zdroje. Tyto &asti mohou modifikovat na odliSné nebo vy-
lepSené vlastnosti a vioZit tuto exogenni DNA do rostlinného genomu. Gen nebo
geny mohou poté byt pfepsany do rostlinné buriky a vykazovat dopinéné vlastnost(i)
nebo rys(y). V jednom pfiblizeni mize exprese nového genu, ktery normainé neni
ptepisovan v konkrétni rostling nebo rostlinné tkani, dodat poZadovany fenotypicky
efekt. V jiném pfiblizeni miZe transkripce genu nebo ¢asti genu v pozitivni orientaci
vytvofit poZadovany efekt pomoci prevence nebo inhibice exprese genu endogen-
niho.

Izolované rostlinné promotory jsou uzite&né pfi modifikaci rostlin pomoci ge-
nového inZenyrstvi za G&elem poZadovanych fenotypickych viastnosti. Za ucelem
produkce takové transgenni rostliny je do rostlinné buiiky zaveden vektor, ktery ob-
sahuje heterologni sekvenci genu, ktera pfi expresi do rostlinné buriky dodava poza-
dovany fenotyp. Vektor také obsahuje rostlinny promotor, ktery je operativné nava-
zan na heterologni sekvenci genu, &asto to byva promotor, ktery neni bézné
spojovan s heterolognim genem. Vektor je poté zaveden do rostlin‘né buriky za vytvo-

feni transformované rostlinné bufiky a tato transformované rostlinna buiika se rege-
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neruje do transgenni rostliny. Promotor fidi expresi zavedené DNA sekvence, na kte-
rou je promotor operativné navazan, a tak ovliviiuje poZzadovanou viastnost dodanou
DNA sekvenci.

ProtoZe tento promotor je 5' regulaéni element, ktery tvofi nedilnou soucast pfi
celkové expresi genu nebo gend, bylo by vyhodné mit rizné promotory pro uzpuso-
beni genové exprese tak, aby se gen nebo geny ucinné prepisovaly ve spravny Cas
b&hem rastu a vyvoje rostliny, v nejlep§im misté v rostliné a v mnoZstvi nezbytném
pro dosaZeni pozadovaného efektu. Napfiklad v jednom pfipadé maZe byt produkt
konstitutivni exprese genu byt prospésny v jednom misté rostliny, ale méné pro-
spésny v jiné Gasti rostliny. V jinych pfipadech miize byt prospé$né vytvareni geno-
vého produktu pfi uréitém stupni vyvoje rostliny, nebo jako odpovéd na ur€ité pod-
néty prostfedi nebo chemické podnéty. Komeréni vyvoj geneticky vylepSené
germoplazmy se dostal na Grovef zavedeni nékolika rysti do plodin, Casto nazyvané
jako metoda skladani genli (gene stacking approach). Touto metodou Ize zavést do
rostliny nékolik gentl dodavajicich riizné nami pozadované viastnosti. Pfi zavadéni
nékolika gent do rostliny je dulezité, aby byl kazdy gen modulovany nebo fizeny pro
optimalni expresi a aby regulaéni elementy byly riizné pro snizeni moznosti ztiSeni
genu, které miZe byt zpUsobeno rekombinaci homolognich sekvenci. Z tohoto
a jinych skutegnosti vyplyva, Ze v rostlinné biotechnologii je nezbytné optimalni fizeni
exprese genu a rozdilnost regulaénich elementa.

Pro nové vlozenou DNA, ktera se ma prepsat, musi byt pfitomny spravné re-
guladni sekvence ve spravném misté vzhledem k poZadované sekvenci a pak je
mozné tuto DNA pFepsat do proteinu rostlinné buriky. Tyto regulacni sekvence zahr-
nuji, avak nejsou oemzeny na promotor, 5’ nepfepsanou vedouci sekvenci a 3
polyadenylaéni sekvenci. Schopnost vybéru tkani, do kterych se ma prepsat tato cizi
DNA, a schopnost vybéru obdobi b&hem ristu rostliny, kdy ma dojit k transkripci ta-
kové cizi DNA, je také mozna pomoci vybéru vhodné promotorové sekvence, ktera
kontroluje transkripci téchto gent.

Pro genetické inzenyrstvi rostlin Ize vyuZit mnozstvi riznych druhl nebo tfid
promotordl. Promotory mohou byt klasifikovany na zakladé rozsahu specificity nebo
tkafové specificity. Napfiklad promotory, nazyvané téz konstitutivni promotory, jsou
schopné (&inné transkripce operativné navdzanych DNA sekvenci ajsou take
schopné exprese té&chto DNA sekvenci v nékolika tkanich. Tkarové zesilené nebo

tkafové specifické promotory Ize nalézt proti sméru exprese a také operativné nava-
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zané na DNA sekvence bézné pfepsanych na vyssich hladinach urgitych tkani rostlin
nebo je Ize nalézt v urgitych tkanich rostlin. Jina tfida promotorl zahrnuje, ale neni
omezena na indukovatelné promotory, kterym lze dat podnét vné&jsimi podnéty, jako
jsou chemické prostiedky, vyvojové podnéty nebo podnéty prostfedi. Tak Ize obdrzet
rizné druhy poZadovanych promotor( izolaci protismérnych 5’ regulacnich oblasti
DNA sekvenci, které jsou transkribovany a pfepsany konstitutivnim, tkafové zesile-
nym nebo indukovatelnym zpisobem.

Technologické pokroky ve vysocevykonném sekvenovani a bioinformatice po-
skytly dal$i molekularni nastroje pro objevovani promotor(i. Konkrétni cilove rostlinné
buiiky, tkané nebo orgéany za specifického stupné vyvoje, nebo za urcitych chemic-
kych, okolnich nebo fyziologickych podminek, Ize pouzit jako zdroj materialu k izolaci
mRNA a konstrukci cDNA knihoven. Knihovny cDNA se rychle sekvenuji a piepsané
sekvence se elektronicky katalogizuji. Za pouZiti software pro analyzu sekvenci lze
v kratké dobé analyzovat tisice sekvenci a Ize porovnat sekvence z vybranych cDNA
knihoven. Kombinace laboratornich a poéitadovych odegitacich metod dovoluje vy-

zkumnym pracovnikiim skenovat a porovnavat cDNA knihovny a identifikovat sek-

vence s pozadovanym profilem exprese. Napfiklad sekvence pfepisované prefero- -

vané v jedné tkani, Ize identifikovat porovnanim cDNA knihovny jedné tkané s cDNA
knihovnami jinych tkani a elektronicky “odedist” béZné sekvence a najit ty sekvence,
které se prepisuji pouze v pozadované tkani. Tkafové zesilena sekvence Ize poté
pouZit jako sonda nebo primer pro klonovani korespondujici cDNA o piné délce. Ge-
nomicka knihovna cilové rostliny Ize poté pouzit kizolaci korespondujiciho genu
a spojenych regula¢nich elementtl, vEetné promotorovych sekvenci.

Nékolik promotorovych sekvenci, které dodavaji potfebny profil exprese, jako
jsou promotory schopné regulace exprese operativné navazanych genu v nékolika
tkanich, Ize izolovat selektivnim porovnanim cDNA knihoven pozadovanych cilovych
tkani s cDNA knihovnami necilovych tkani nebo s cDNA knihovnami pozadi. Tak
zjistime 5 regulaéni oblasti spojené s pfepsanymi sekvencemi v téchto knihovnach
cilt. 1zolované promotorové sekvence Ize pouZit pro selektivne modulovanou expresi
jakéhokoli operativné navazaného genu a poskytnout tak dalsi rozliSnost regulacnich

element u rostlinného expresivniho vektoru v metodach skladani gend.



Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje sekvence nukleové kyseliny, které obsahuji regulacni
sekvence umist&né proti sméru exprese genu na 5 konci rostlinnych DNA struktur-
nich kédujicich sekvenci, které jsou prepsany v nékolika tkanich naseho zajmu
a jsou ukazané v sekvencich SEKV. ID. C.: 53-75.

V jednom aspektu tento vynalez poskytuje sekvence nukleové kyseliny obsa-
hujici sekvence vybrané ze skupiny sestavajici ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75
nebo jakychkoliv fragmentd, oblasti, nebo cis elementl sekvence, které jsou
schopné regulace transkripce operativné navazanych DNA sekvenci.

Vynalez také poskytuje sekvence nukleové kyseliny obsahujici sekvenci vy-
branou ze skupiny sestavajici ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75, které jsou
promotory.

Jiny aspekt tohoto vynélezu se zabyva pouzitim alespofi jednoho jejich
(SEKV. ID. C.: 53-75) fragmentu, oblasti nebo cis elementu objevenych 5’ sekvenci,
které mohou byt skombinovany a vytvofit tak nové promotory nebo se mohou pouZit
v nové kombinaci s daldimi heterolognimi regulaénimi sekvencemi za tvorby hybrid-
niho nebo chimérického promotoru, ktery je schopny modulace transktirpce opera-\
tivné navazané DNA sekvence.

Proto se vynalez zabyva pouZitim sekvenci nukleovych kyselin popsanych
v SEKV. ID. &.: 53-75 nebo jakymkoliv fragmentem, oblasti nebo cis elementl po-
psanych sekvenci, které jsou schopné regulace transkripce DNA sekvence, pokud
jsou operativné navazané na DNA sekvenci.

Proto vynalez neobsahuje pouze sekvence, které jsou v SEKV. ID. C.: 53-75,
ale obsahuji také jakékoliv zkracené nebo dele¢ni derivaty nebo jejich fragmenty
nebo oblasti. Tyto jsou schopné nezavisle fungovat jako promotor obsahujici cis
elementy, které jsou schopné fungovat jako regulacni sekvence ve spojeni s jednou
nebo vice regulaénimi sekvencemi, pokud jsou operativné navazané na prepisova-
telnou sekvenci.

Vynalez tedy obsahuje novy promotor nebo hybridni, nebo chiméricky pro-
motor obsahujici nukleovou kyselinu o sekvencich SEKV. ID. C.: 53-75. Hybridni
nebo chimérické promotory mohou sestavat z fragmentd, oblasti nebo cis elementd
jakékoliv délky sestavenych z popsanych sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75 kombinova-
nych s jakymkoliv jinym, transkripéné aktivnim promotorem o minimalni nebo plné
délce. Napfiklad promotorova sekvence, vybrana ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75,
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se muze skombinovat s CaMV.35S nebo s jinym promotorem a vytvofit tak novy hyb-
ridni promotor. Lze také pouzit minimalni promotor v kombinaci se sekvencemi nuk-
leove kyseliny tohoto vynalezu. Novy promotor také obsahuje jakykoliv promotor vy-
tvofeny inZenyringem sekvenci nukleovych kyselin popsanych v SEKV. ID. C.: 53-75
nebo inZenyringem jakéhokoliv fragmentu, oblasti nebo cis elementu popsanych
sekvenci tak, aby byl schopny pfepisovat operativné navazanou DNA sekvenci.

Dalsi aspekt vynalezu se zabyva schopnosti promotorovych sekvenci ze
SEKV. ID. C.: 53-75, nebo jejich fragmentd, oblasti nebo cis element, regulovat
transkripci operativné navazanych prepisovatelnych sekvenci v nékolika tkanich.
Fragmenty, oblasti nebo cis elementy sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75, které jsou
schopné regulace operativné vazanych DNA sekvenci v uréitych tkanich, |ze izolovat
ze popsanych sekvenci nukleové kyseliny SEKV. ID. C.: 53-75 a Ize je pouZit pro
inZenyring novych promotoru, které dodavaji pozadovany profil exprese.

Vyndlez také obsahuje DNA konstrukty obsahujici popsané sekvence, jak je
uvedeno v SEKV. ID. C.: 53-75 nebo v jakémkoliv jejich fragmentu, oblasti nebo cis
elementu, véetné novych promotort generovanych za pouziti popsanych sekvenci
nebo jakéhokoliv fragmentu, oblasti nebo cis elementu popsanych sekvenci. ‘

Vynalez také obsahuje jakékoliv bufiky a transgenni rostliny obsahujici DNA
popsanou v sekvencich SEKV. ID. C.: 53-75 nebo v jakémkoliv jejich fragmentu, ob-
lasti nebo cis elementu.

Vynalez také poskytuje zplsob regulace transkripce DNA sekvence, vCetné
operativniho navazani DNA sekvence k jakémukoli promotoru obsahujicimu nukleo-
vou kyselinu obsahujici v§echny, nebo jakykoliv fragment, oblast nebo cis element
sekvence vybrané ze skupiny sestavajici ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75.

V jiném provedeni tento vynalez poskytuje zplisob regulace exprese DNA
sekvenci v nékolika tkanich pomoci operativniho navazani sekvence, ktera se vybere
ze skupiny sestavajici ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75, jakéhokoliv fragmentu, ob-
lasti nebo cis elementu popsanych sekvenci, na jakoukoliv pfepisovatelnou DNA
sekvenci. Fragmenty, oblasti nebo cis elementy popsanych promotord, které jsou
ukazané v SEKV. ID. C.: 53-75, Ize zpracovat genetickym inZenyrstvim a nezavisle
pouZit v novych kombinacich obsahujicich multimery, nebo zkracené derivaty a nové
promotory mohou byt operativné navazany na piepisovatelnou DNA sekvenci. Po-
psané fragmenty, oblasti, nebo cis elementy popsanych sekvenci mohou byt eventu-

elné pouzity v kombinaci s heterolognim promotorem, sestavajicim z minimalniho



promotoru schopného tvofit novy hybridni nebo chiméricky promotor a tento novy
hybridni promotor miZe byt operativné navazan na pfepisovatelnou DNA sekvenci.

Vynalez také poskytuje zpUsob tvorby transgenni rostliny, kdy se do rostlinné
bufiky zavede konstrukt DNA, ktery obsahuije: (i) promotor obsahujici nukleovou ky-
selinu obsahujici sekvenci vybranou ze skupiny sestavajici ze sekvenci SEKV. ID.
¢.: 53-75, nebo jejich fragmentd, oblasti, nebo cis elementd, které jsou operativné
navazany na promotor, (ii) pfepisovatelnou DNA sekvenci a (iii) 3' nepfeloZenou
oblast.

Vynélez také poskytuje zpUsob izolace alespori jedné 5’ regulaCni sekvence
s pozadovanym profilem exprese z cilové rostliny, pomoci vyhodnoceni knihovny
sekvenci nukleovych kyselin pfepsanych sekvenénich tagd (ESTs) odvozenych od
jedné nebo vice cDNA knihoven pfipravenych z rostlinnych bunék naSeho zajmu.
Porovnaji se EST sekvence alespofi jedné cDNA knihovny cilové rostliny s jednou
nebo vice cDNA knihovnami ESTs necilovych rostlin u rozdilnych typl rostlinnych
bunék. Odedtou se b&zné EST sekvence, které jsou jak v cilovych, tak i necilovych
knihovnach, ze zbyvajicich ESTs po ode&teni se navrhnou gen-specifické primery,
které reprezentuji cilové pfepsané sekvence a izoluji se korespondujici & lemovacia
regulaéni sekvence, které obsahuji promotorové sekvence z genomické knihovny
piipravené z cilové rostliny za pouZziti gen-specifickych primeru.

To, co zde bylo uvedeno, a dal$i aspekty tohoto vynalezu, se lépe ozfejmi na-
sledujicim detailnim popisem a obrazky.

Tato pfihlaska si narokuje U.S. prozatimni piihlaSku vynalezu €. 60/154 182
podanou 16.9.1999.

Definice a zpUsoby

Nasledujici definice a zplsoby jsou uvedeny pro pfesnéjsi definici nasleduji-
ciho vynalezu a maji za kol vést lidi bézné pracuijici v oboru pfi provadéni vynalezu.
Pokud neni uvedeno jinak, terminy jsou pouZity podie konvenéniho pouzivani u lidi
b&zné pracujicich v oboru. Nomenklatura DNA bazi se pouziva podle 37 CFR §
1,822. Pro zbytky aminokyselin se pouziva standardni jedno- a tfipismenna nomen-
klatura.

“Nukleova kyselina (Sekvence nukleové kyseliny)” nebo “polynukleotid (poly-
nukleotidova sekvence)’ se vztahuje k jedno- nebo dvoufetézcové DNA nebo RNA
genomického nebo syntetického plvodu, tj. polymer deoxyribontjkleotidovych nebo
ribonukleotidovych bazi, podle uvedeného pofadi, pfi éteni od 5' konce (proti sméru
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exprese genu) k 3" konci (po sméru exprese genu). Nukleova kyselina mize pred-
stavovat negativni nebo komplementarni (pozitivni) fetézec.

“Nativni” se vztahuje k pfirozené se vyskytujici (“standardni®) sekvenci nukle-
ové kyseliny.

“Heterologni” sekvence se vztahuje k sekvenci, ktera pochazi z ciziho zdroje
nebo druhu nebo pokud pochazi ze stejného zdroje, pak je tato sekvence modifiko-
vana od jeji pavodni formy.

“Izolovana” sekvence nukleové kyseliny je podstatné izolovana nebo vyéisténa
od jinych sekvenci nukleové kyseliny, se kterymi je nukleova kyselina normainé spo-
jena v buiice organismu, kde se pfirozené& vyskytuje, tj. od jiné chromosomalni nebo
mimochromosomalni DNA. Termin zahrnuje nukleové kyseliny, které se biochemicky
preCisti tak, Ze se podstatné odstrani kontaminujici nukleové kyseliny a dal$i bu-
néné komponenty. Termin také zahrnuje rekombinantni nukleové kyseliny a che-
micky syntetizované nukleové kyseliny.

Termin “podstatné Gisty” zde pouzity, se vztahuje k molekule separované od v
podstaté vSech ostatnich molekul béZné s ni spojenych v normalnim stavu. Vyhod-
ngji je podstatné Cistd molekula previadajici molekula pfitomna v preparatu. Pod-
statné Cistd molekula by méla byt vice nez ze 60 %, vyhodné& 75 %, vyhodnéji vice
nez z 90 % bez dalSich molekul (kromé rozpoustédia) pfitomnych v pfirozené smési.
Termin “podstatné Cisty” nema zahrnovat molekuly pfitomné v jejich nativnim stavu.

Prvni sekvence nukleové kyseliny vyjadiuje “podstatné identitickou”
s referencni sekvenci nukleové kyseliny, za podminky optimainiho sefazeni (s vhod-
nymi nukleotidovymi inzercemi nebo delecemi, kterych je celkové méné nez 20 %
referen¢ni sekvence v porovnavané oblasti) s jinou nukleovou kyselinou (nebo jejim
komplementarnim fetézcem), pokud zde je alespon 75% identita v nukleové sek-
venci, vyhodné alesporni asi 80% identita, vyhodnéji alespoii asi 85% identita a nejvy-
hodnéji alespori asi 90% identita v rozmezi porovnavané oblasti, kde se nachazi ale-
spon 20 nukleotidovych pozic, vyhodné alespori 50 nukleotidovych pozic, vyhodnéji
alespori 100 nukleotidovych pozic a nejvyhodnéji je porovnavana oblast pfes celou
délku prvni nukleové kyseliny. Optimalni sefazeni sekvenci pro vyrovnani porovna-
vaci oblasti I1ze provést algoritmem lokalni homologie od Smith a Waterman Adv.
Appl. Math. 2:482, 1981; algoritmem lokalni homologie od Needleman a Wunsch, J.
Mol. Biol. 48:443, 1970; metodou hledani podobnosti od Pearson a Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; vyhodné pocitatovym zpracovanim téchto algo-
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ritmi (GAP, BESTFIT, FASTA, a TFASTA), které jsou obsazeny v software
Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575
Science Dr., Madison, WI. Referenéni nukleova kyselina mize byt molekula o celé
délce nebo &ast vétsi molekuly. Eventuelné maji dvé nukleové kyseliny podstatnou
identitu, pokud jedna na druhou hybridizuje za tvrdych podminek, jak je definovano
nize.

Prvni sekvence nukleové kyseliny je “operativné navazana” s druhou sekvenci
nukleové kyseliny, pokud jsou sekvence uspofadany tak, Zze prvni sekvence nukleove
kyseliny ovliviiuje funkci druhé sekvence nukleové kyseliny. Vyhodné jsou obé sek-
vence &asti pfiléhajici molekuly nukleové kyseliny a vyhodnéji jsou sousedici. Napfi-
klad promotor je operativné navazan ke genu, pokud promotor reguluje nebo zpro-
stfedkovava transkripci genu v bunce.

“Rekombinantni” nukleova kyselina se vytvofi umélou kombinaci dvou jinak
oddélenych segmentl sekvence, tj. chemickou syntézou nebo zpracovanim izolova-
nych segmentd nukleovych kyselin technikami genetického inZenyrstvi. Techniky pro
zpracovani nukleovych kyselin jsou dobfe znamé (viz napf. Sambrook a kol.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2" Ed., Cold Spring Harbor Press, Cold °
Spring Harbor, New York, 1989 a Ausubel a kol., 1992).

Zplsoby chemické syntézy nukleovych kyselin se probiraji napf. v Beaucage
a Carruthers, Tetra. Letts. 22:1859-1862, 1981, a v Matteucci a kol., J. Am. Chem.
Soc. 103:3185, 1981. Chemicka syntéza nukleovych kyselin Ize provadét napfiklad
na komeré&nich automatizovanych syntetizérech oligonukleotidi.

“Synteticka sekvence nuk|eo'vé kyseliny” mizou byt uréeny a chemicky synte-
tizovany pro zvySenou expresi v uritych hostitelskych burikach a pro tely klonovani
do patfiénych vektor. Hostitelské buriky ¢asto vykazuji vyhodny vzor pouZiti kodonu
(Murray a kol., 1989). Syntetické DNA urené ke zvySeni exprese v urCitém hostiteli
by tedy mély odraZet obrazec pouZiti kodonu v hostitelské burice. Pro tyto ucely jsou
dostupné poéitadové programy jako jsou napf. “BestFit” nebo “Gap” ze Sequence
Analysis Software Package, Genetics Computer Group, Inc., University of Wisconsin
Biotechnology Center, Madison, W 53711.

“Amplifikace” nukleovych kyselin nebo ‘reprodukce nukleové kyseliny” se
vztahuje na produkci dal$ich kopii sekvence nukleové kyseliny a provadi se pomoci
technologii polymerazové fetézové reakce (PCR). Je znamo a popsano mnoho am-
plifikaénich metod, mezi jinymi v U.S. Patent Nos. 4,683,195 a 4,683,202 a v PCR
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Protocols: A Guide to Methods and Applications, ed. Innis a kol., Academic Press,
San Diego, 1990. V PCR je primer kratky oligonukleotid o definované sekvenci, ktery
je teplotné& hybridizovan k DNA matrici, aby zah4jil polymerazovou fetézovou reakci.

7.9 &,

“Transformovany”, “transfektovany” nebo “transgenni” se vztahuje k burice,
tkani, organu nebo organismu, do kterého se zavedla cizi nukieova kyselina, jako je
rekombinantni vektor. Vyhodné je zavedena nukleova kyselina integrovana do ge-
nomické DNA recipientni buriky, tkané, organu nebo organismu tak, Ze se zavedena
nukleova kyselina dédi nasledujicimi potomky. “Transgenni” nebo “transformovana”
bufika nebo organismus také obsahuje potomstvo buiiky nebo organismu a potom-
stvo produkované kfizenim, které vyuZiva pfi kfizeni takovou ,transgenni” rostiinu
jako rodi¢e a které vykazuje zmé&nény fenotyp jako vysledek pfitomnosti rekombi-
nantniho konstruktu nebo vektoru.

Termin “gen” se vztahuje na chromosomalni DNA, plasmidovou DNA, cDNA,
syntetickou DNA nebo jinou DNA, ktera kéduje peptid, polypeptid, protein nebo RNA
molekulu a vztahuje se na oblasti lemujici kodujici sekvence zapojené do regulace
exprese. Nékteré geny mohou byt pfepsany do mRNA a pfelozeny do polypeptidu
(strukturni geny); jiné geny mohou byt pfepsany do RNA (napf. rRNA, tRNA); a jiné "
druhy genu funguji jako regulatory exprese (regulacni geny).

“Exprese” nebo “pfepis” genu se vztahuje na transkripci genu za Ucelem pro-
dukce korespondujici mMRNA a translaci této mRNA za G¢elem produkce korespon-
dujiciho genového produktu, tj. peptidu, polypeptidu nebo proteinu. Exprese genu se
fidi nebo moduluje regulaénimi elementy véetné 5' regulacnich elementl jako pro-
motora.

“Geneticka komponenta” se vztahuje na jakoukoliv sekvenci nukleové kyseliny
nebo geneticky element, které mohou byt také komponentou nebo Casti expresiv-
niho vektoru. Pfiklady genetickych komponent zahrnuji, avdak nejsou omezeny na
promotorové oblasti, 5’ nepfeloZzené vedouci oblasti, introny, geny, 3’ nepielozené
oblasti a jiné regulaéni sekvence nebo sekvence, které ovliviiuji transkripci nebo
translaci jedné nebo vice sekvenci nukleovych kyselin.

Terminy ,rekombinantni DNA konstrukt’, ,rekombinantni vektor”, .expresivni
vektor* nebo ,expresivni kazeta“ se vztahuji na jakéhokoliv pisobiciho Einitele jako je
plazmid, kosmid, virus, BAC (bakterialni umély chromosom), autonomné se repliku-
jici sekvence, fag nebo linearni nebo kruznicova jednofetézcova nebo dvouretézcova
DNA nebo RNA nukleotidova sekvence, odvozena od jakéhokoliv zdroje schopného
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genomické integrace nebo autonomni replikace obsahujici DNA molekulu, ve které
byly navazany jedna nebo vice DNA sekvenci ve smyslu funk&né operativnim.

Komplementarni“ se vztahuje na pfirodni spojeni sekvenci nukleovych kyselin
pomoci parovani bazi (A-G-T pary s komplementarni sekvenci T-C-A). Komplemen-
tarita mezi dvémi jednofetézcovymi molekulami muze byt ¢asteéna, pokud jenom
néktery z paru nukleovych kyselin je komplementarni; nebo Uplna, pokud viechny
pary bazi jsou komplementarni. Stupeii komplementarity ovliviiuje ucinnost a silu
hybridizace a amplifikaéni reakce.

.Homologie“ se vztahuje na hladinu podobnosti mezi sekvencemi nukleové
kyseliny nebo aminokyselinami podle procentualni nukleotidové nebo aminokyseli-
nové pozi¢ni identity, tj. podle sekvenéni podobnosti nebo identity. Homologie se
také vztahuje na koncept podobnych funkénich vlastnosti mezi rtiiznymi nukleovymi
kyselinami a proteiny.

.ESTs" nebo pfepsané sekvendéni tagy jsou kratké sekvence nahodné vybra-
nych klont z cDNA (nebo jinak komplementarni DNA) knihovny, které reprezentuji
cDNA inzerty téchto nahodné vybranych klont (McCombie a kol., Nature Genetics,
1:124, 1992; Kurata a kol., Nature Genetics, 8:365, 1994; Okubo a kol., Nature
Genetics, 2:173, 1992).

Termin ,elektronicky northern” se vztahuje na poéitalové zaloZzenou analyzu,
ktera umoziiuje elektronicky porovnavat sekvence z nékolika cDNA knihoven na za-
kladé zadanych parametr(l, véetné Cetnosti EST populaci v nékolika cDNA knihov-
nach, nebo Ize najit soubory EST v jedné nebo v kombinaci knihoven.

.Subsetting” se vztahuje na zplsob porovnavani sekvenci nukleovych kyselin
z riznych nebo nékolika zdrojl, které Ize pouzit pro identifikaci profilu sekvenci nuk-
leovych kyselin, ktery odrazi genovou transkripéni aktivitu a stabilitu informace
v dané tkani na daném misté nebo za danych podminek.

,Promotor” se vztahuje na sekvenci nukleové kyseliny umisténé proti sméru
exprese genu nebo 5’ k translaénimu start kodonu otevieného useku ¢teni (nebo
protein kédujici oblasti) genu a ma za kol rozpoznat a navazat se na RNA polyme-
razu Il a na jiné proteiny (transkripéni faktory plsobici v poloze trans), ¢imz zahaji
transkripci. ,Rostlinny promotor” je nativni nebo nenativni promotor, kteryje  funkéni
v rostlinnych burikach. Konstitutivni promotory jsou funk&ni ve vétsiné nebo ve véech
tkanich rostliny béhem vyvoje rostliny. Tkanové-, organové- nebo bunécné-specifické

promotory jsou prfepsany pouze nebo prfevazné v konkrétni tkani, organu nebo typu
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buriky, podle uvedeného pofadi. SpiSe nez pfepis ,specificky“ v dané tkani, organu
nebo druhu buiiky, miZe promotor vykazovat prepis ,zesileny, tj. zvySena uroverl
exprese v jedné &asti (napf. druh buriky, tkan nebo organ) rostliny v porovnani
s jinymi &astmi rostliny. DoCasné regulované promotory jsou funk&ni prevazné jen
v uréitych ¢asovych periodach vyvoje rostliny nebo v urditém &ase pfes den, jako je
naptiklad pfipad genl spojenych s cirkadiannimi rytmy. Indukovatelné promotory
selektivné prepisuji operativné navazanou DNA sekvenci, jako odpovéd na pfitom-
nost endogenniho nebo exogenniho stimulu, napfiklad chemickymi slouceninami
(chemické induktory) nebo jako odpovéd na okolni, hormonalni, chemické a/nebo
vyvojové signaly. Mezi indukovatelné nebo regulované promotory patfi napfiklad
promotory regulované svétlem, teplem, stresem, zavlazenim nebo suchem, fyto-
hormony, zranénim nebo chemikaliemi jako je ethanol, jasmonat, kyselina salicylova
nebo "safeners".

Jakykoliv rostlinny promotor se mize pouZzit jako 5 regulacni sekvence pro
modulaci exprese konkrétniho genu nebo genud. Jednim vyhodnym promotorem je
promotor rostlinné RNA polymerazy 1. Promotory rostlinné RNA polymerazy II, tak
jako ostatni vy3si eukaryota, maji komplexni struktury a jsou sloZeny z nékolika riz-
nych prvkd. Jednim takovym prvkem je TATA box nebo Goldberg-Hogness box,
ktery je zapotfebi pro spravnou expresi eukaryotickych genu in vitro a pro pfesnou
a udinnou iniciaci transkripce in vivo. TATA box je obvykle umistén pfiblizné na -25
az -35, tj. na 25 aZ 35 parli bazi (pb) protisméru exprese genu (5') od iniciatniho
mista transkripce nebo od CepiCky, kde toto misto je definovano jako pozice +1
(Breathnach a Chambon, Ann. Rev. Biochem. 50:349-383, 1981; Messing a kol., In:
Genetic Engineering of Plants, Kosuge a kol., vydavatelé, str. 211-227, 1983). Dalsi
bé&zny element CCAAT box se nachazi mezi -70 a -100 pb. V rostlinach CCAAT box
mlZe mit jinou konvené&ni sekvenci, nez funkéné analogickéd sekvence savCich pro-
motord (rostlinny analog se nazyva ,AGGA box" pro rozlieni od jeho zvifeciho pro-
téjsku; Messing a kol., v: Genetic Engineering of Plants, Kosuge a kol., vydavatelé,
str. 211-227, 1983). Navic ve skuteénosti véechny promotory obsahuji dalSi sek-
vence nebo zesilovade transkripce, které aktivuji protismérnou expresi genu (Benoist
a Chambon, Nature 290:304-310, 1981; Gruss a kol., Proc. Nat. Acad. Sci. USA
78:943-947, 1981; a Khoury a Gruss, Cell 27:313-314, 1983) a ty se nachazi od asi -
100 pb do asi -1 000 pb nebo vice proti sméru exprese od iniciatniho mista tran-
skripce.
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PFi fazi s heterolognimi DNA sekvencemi tyto promotory obvykle zpusobuji, Ze
fazované sekvence se prepisuji zplisobem podobnym jako genova sekvence, se kte-
rou je promotor béZné spojen. MuZzou se také pfidat fragmenty promotoru, které ob-
sahuji regulaéni sekvence (napfiklad inzertované do, nebo flzované s 5 koncem
aktivniho promotoru, ktery ma své ¢astetné nebo kompletni regulaéni sekvence
(Fluhr a kol., Science 232:1106-1112, 1986; Ellis a kol., EMBO J. 6:11-16, 1987;
Strittmatter a Chua, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:8986-8990, 1987; Poulen a Chua,
Mol. Gen. Genet. 214:16-23, 1988; Comai a kol., Plant Mol. Biol. 15:373-381, 1991).
Eventuelné Ize pfidat heterologni regulagni sekvence k 5° oblasti proti sméru exprese
genu inaktivniho zkraceného promotoru, napf. promotoru obsahujiciho pouze aktivni
zony TATA a obZas CCAAT elementt (Fluhr a kol., Science 232:1106-1112, 1986;
Strittmatter a Chua, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:8986-8990, 1987; Aryan a kol.,
Mol. Gen. Genet. 225:65-71, 1991).

Promotory obvykle obsahuji vicenasobné jasné oznacené ,transkripéni regu-
laCni elementy pusobici v poloze cis“ nebo jednodu$e ,cis-elementy”, pficemz se
zda, Ze kazdy dodava odlisny smeér celkovému fizeni exprese genu (Strittmatter a
Chua, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:8986-8990, 1987; Ellis a kol., EMBO J. 6:11-16,
1987, Benfey a kol., EMBO J. 9:1677-1684, 1990). ,Cis elementy” vaZou bilkovinové
faktory plsobici v poloze trans, které reguluji transkripci. Nékteré cis elementy vazou
vice neZ jeden faktor a transkripéni faktory plsobici v poloze trans, mohou interago-
vat s vice nez jednim cis elementem s riznou afinitou (Johnson a McKnight, Ann.
Rev. Biochem. 58:799-839, 1989). Rostlinné transkripCni faktory, koresponduijici cis
elementy a analyza jejich interakci se probird napfiklad v: Martin, Curr. Opinions
Bitech. 7:130-138, 1996; Kurzi, In: Methods in Plant Biochemistry and Molecular
Biology, Dashek, ed., CRC Press. 1997, str. 397-422; a v Methods in Plant Molecular
Biology, Maliga a kol., vydavatelé, Cold Spring Barbor Press, 1995, str. 233-300.
Promotorové sekvence tohoto vynalezu mohou obsahovat ,cis elementy”, které mo-
hou dodavat nebo modulovat expresi genu.

Cis elementy |ze identifikovat nékolika technikami jako je deleéni analyza, {j.
deleci jednoho nebo vice nukleotidi od 5° konce nebo od jadra k promotoru; dalSimi
technikami jsou analyza DNA vazné bilkoviny za pouziti DNazové | oligonukleotidové
mapy, methylaéni interference, zkousky zmény elektroforézni mobility, zkoumani ge-
nomické oligonukleotidové mapy pomoci PCR zprostfedkované ligaci a jinymi kon-
venénimi metodami; nebo podobnosti sekvence se znamymi motivy cis elementu
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pomoci konvengnich metod porovnani sekvence. Jemna struktura cis elementu lze
studovat mutagenezi (nebo substituci) jednoho nebo vice nukleotid nebo dal§imi
konvenénimi metodami. Viz, napf. Methods in Plant Biochemistry and Molecular
Biology, Dashek, ed., CRC Press, 1997, str. 397-422; a Methods in Plant Molecular
Biology, Maliga a kol., vydavatelé, Cold Spring Barbor Press, 1995, str. 233-300.

Cis elementy Ize obdrZzet chemickou syntézou nebo klonovanim z promotora,
které takové elementy obsahuji a Ize je syntetizovat s dalSimi lemovacimi sekven-
cemi, které obsahuji uzitecné mista restrikCnich enzymu, které umoziuji subsek-
venéni manipulaci. V jednom provedeni jsou promotory sloZzeny z vicenasobnych
raznych transkripénich regula¢nich elementl pasobicich v cis poloze* nebo jedno-
duse ,cis-elementl", pficemz se zd4, Ze kazdy z nich dodava razny aspekt celkového
fizeni exprese genu (Strittmatter a Chua, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:8986-8990,
1987; Ellis a kol., EMBO J. 6:11-16, 1987; Benfey a kol., EMBO J. 9:1677-1684,
1990). Ve vyhodném provedeni oblasti sekvence obsahujici ,cis elementy” sekvenci
nukleovych kyselin SEKV. ID. C.: 53-75 se identifikuji pomoci pogitacovych
programt uréenych specielné pro identifikaci cis elementtd nebo domén nebo motiva
uvnitf sekvenci.

Vynalez obsahuje cis elementy SEKV. ID. C.: 53-75 nebo homology cis ele-
mentu, u kterych se vi, Ze ovliviiuji regulaci genll vykazujici homologii se sekvencemi
nukleové kyseliny tohoto vynalezu. Literatura obsahuje nékolik t&chto elementd, jako
napfiklad ty, které jsou regulovany mnozstvim faktorl jako je svétlo, teplo nebo stres;
elementy, které jsou regulované nebo indukované patogeny nebo chemikaliemi a
podobné. Takové elementy mohou bud pozitivng, nebo negativné regulovat genovou
expresi, v zavislosti na podminkach. Mezi pfiklady cis elementl patfi, ale nejde o
limitovani vy&tu, elementy oxygen responzivni (Cowen a kol., J. Biol. Chem.
268(36):26904, 1993), na svétlo citlivé regulacni elementy (viz napf. Bruce a Quaill,
Plant Cell 2(11):1081, 1990, a Bruce a kol., EMBO J. 10:3015, 1991), dale sem patfi
cis elementy responzivni na pUsobeni methyl jasmonatu (Beaudoin a Rothstein,
Plant Mol. Biol. 33:835, 1997), elementy responzivni na salicylovou kyselinu (Strange
a kol., Plant J. 11:1315, 1997), elementy responzivni na tepelny 3ok (Pelham a kol.,
Trends Genet. 1:31, 1985), elementy responzivni na zranéni a abiotické stresy
(Loace a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:9230, 1992; Mhiri a kol., Plant Mol.
Biol. 33:257, 1997), elementy responzivni na nizkou teplotu (Baker a kol., PI'ant Mol.
Biol. 24:701, 1994; Jiang a kol., Plant Mol. Biol. 30:679, 1996; Nordin a kol., Plant
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Mol. Biol. 21:641, 1993; Zhou a kol., J. Biol. Chem. 267:23515, 1992); a elementy
responzivni na sucho (Yamaguchi a kol., Plant Cell 6:251-264, 1994; Wang a kol.,
Plant Mol. Biol. 28:605, 1995; Bray E. A. Trends in Plant Science 2:48, 1997).

Vynalez tedy zahrnuje fragmenty nebo ,cis elementy” popsanych molekul
nukleovych kyselin a tyto fragmenty nukleovych kyselin mohou obsahovat kteroukoliv
oblast popsanych sekvenci. Promotorové oblasti nebo ¢asteéné promotorové oblasti
vynélezu, jak je ukazano v SEKV. ID. C.: 53-75, mohou zahrnovat, avéak nejsou
omezeny na jeden nebo vice regulacnich elementt ,cis elementli“ nebo domén,
které jsou schopné regulovat transkripci operativnd navazanych sekvenci DNA
v nékolika tkanich.

Rostlinné promotory mohou obsahovat promotory produkované manipulaci
znamych promotort za produkce syntetickych, chimérickych nebo hybridnich pro-
motord. Takové promotory mohou také kombinovat cis elementy zjednoho nebo
vice promotor(i, napfiklad, pfidavkem heterologni regulaéni sekvence k aktivhimu
promotoru s jeho vlastnimi &aste€nymi, nebo kompletnimi regulaénimi sekvencemi
(Ellis a kol., EMBO J. 6:11-16, 1987; Strittmatter a Chua, Proc. Nat. Acad. Sci. USA

84:8986-8990, 1987; Poulen a Chua, Mol. Gen. Genet. 214:16-23, 1988; Comai a

kol., Plant Mol. Biol. 15:373-381, 1991). Chimérické promotory byly také vyvinuty
pridavkem heterologni regulaéni sekvence k 5’ oblasti proti sméru exprese genu in-
aktivniho, zkrdceného promotoru, tj. promotoru, ktery obsahuje jen jadro TATA
a pfipadné CCAAT elementy (Fluhr a kol., Science 232:1106-1112, 1986; Stritt-
matter a Chua, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:8986-8990, 1987; Aryan a kol., Mol.
Gen. Genet. 225:65-71, 1991). Schéma, konstrukce a pouziti chimérickych nebo
hybridnich promotori obsahuijicich alespori jeden cis element SEKV. ID. C.: 53-75
pro modulaci exprese operativné navazanych sekvenci nukleové kyseliny, jsou také
obsazeny v tomto vynalezu.

Promotorové sekvence, fragmenty, oblasti nebo jejich cis elementy sestavajici
ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75 jsou schopné prepisu operativné navazanych DNA
sekvenci v nékolika tkanich a mohou selektivné regulovat expresi gent v téchto tka-
nich. Pro mnoho agronomickych vlastnosti je zadouci exprese genu nebo genu
v nékolika tkanich za u¢elem dodani pozadované vlastnosti(i). Dostupnost vhodnych
promotord, které reguluji transkripci operativné navazanych gent ve vybranych urci-
tych cilovych tkanich, je dilezita, protoze nemusi byt Zadouci exprese v kazdé tkani,

ale pouze v ur€itych tkanich. Napfiklad pokud nékdo chce regulovat $kodlivy hmyz,
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ktery je zaméfen na ur€itou tkan, byla by v naSem zajmu exprese poZadovaného ge-
noveho produktu(t) v t&chto tkanich. Pro toleranci k herbicidim by bylo Zadouci mit
promotor, ktery pfepisuje operativné vazané geny zplsobem, ktery dodava toleranci
k herbicidim na poZadovanych Urovnich jak u vegetativnich, tak i u reproduktivnich
tkani. V dusledku toho je dllezité mit Sirokou 8kalu moznych 5’ regulaénich elementt
pro jakoukoli koncepci rostlinné biotechnologie.

Nastup technik zpracovani genomu, ktery zahruje molekularni
a bioinformacni techniky, mél za nasledek rapidni narist sekvenovani a analyz vel-
keho mnozstvi vzorkl DNA ze Sirokého poétu vytyéenych cilli, kam patfi nejenom
rostlinné druhy se zemédélskou dulezitosti. Pro identifikaci sekvenci nukleové kyse-
liny tohoto vynélezu z databaze nebo knihovny cDNA sekvenci, je potieba nejdfive
vytvofit cDNA knihovny uréitych specifickych rostlinnych tkani. Kratce fe¢eno, cDNA
knihovny se vytvori z tkani, které jsou sklizeny pfi ur¢itém stupni vyvoje, nebo pfi ur-
Citych podminkach okoli. Identifikaci rozdilné pfepsanych genu v rostlinnych tkanich
pfi rtizném stupni vyvoje, nebo za rliznych podminek, Ize identifikovat a izolovat ko-

respondujici regulacni sekvence té&chto genl. Zobrazeni pfepisu umoziiuje identifi-

kaci tkafiové-preferovanych sekvenci, zaloZzeném na specifickém zobrazeni sekvenci

nukleové kyseliny z cDNA knihovny. Pomoci zde pouzitého zobrazeni pFepisu, se
provadi analyza, kterd porovnava hojnost vyskytu prepsanych genl v jedné nebo
vice knihovnach. Klony obsaZené v cDNA knihovné jsou sekvenovany a sekvence se
porovnaji se sekvencemi verejné dostupnych databazi. Zplsoby zaloZené na podéita-
¢ovém zpracovani dovoluji vyzkumnému pracovnikovi porovnavat sekvence
z nékolika knihoven. Proces umoiﬁuje rychlou identifikaci kloni naseho zajmu
v porovnani s konvenénimi subtraktivnimi metodami hybridizace, které odbornici
dobfe znaji.

Za pouziti konvenénich postupl Ize sestavit cDNA knihovny z mRNA (medi-
atorova RNA) danych tkani nebo organisml za pouziti poly dT primerG a reversni
transkriptazy (Efstratiadis a kol., Cell 7:279, 1976; Higuchi a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci. (U.S.A.) 73:3146, 1976; Maniatis a kol., Cell 8:163, 1976; Land a kol., Nucleic
Acids Res. 9:2251, 1981; Okayama a kol., Mol. Cell. Biol. 2:161, 1982; Gubler a kol.,
Gene 25:263, 1983).

Lze vyuzZit nékolik zpGsobl pro ziskani konstruktd cDNA o pIné délce. Napfi-
klad terminalni transferaza maze byt vyuZita pro pfidani homopolymernich konct dC
zbytkd k volnym 3‘ hydroxylovym skupinam (Land a kol., Nucleic Acids Res. 9:2251,

. .
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1981). Tento konec Ize poté hybridizovat pomoci poly dG oligo, ktery mizZe vystupo-
vat jako primer pfi syntéze druhého fetézce cDNA o pIné délce. Okyama a Berg po-
pisuji zpisob obdrZeni konstruktli cDNA o piné délce. Tento zplisob se zjednodusil
pouZitim syntetickych primer-adaptért, které maiji jak homopolymerni konce pro ini-
ciaci syntézy prvniho nebo druhého Fetézce, tak i restrikéni mista pro klonovani do
plazmidd (Coleclough a kol., Gene 34:305, 1985) a také bakteriofagové vektory
(Krawinkel a kol., Nucleic Acids Res. 14:1913, 1986; a Han a kol., Nucleic Acids Res.
15:6304, 1987).

Tyto koncepce Ize spoijit s dal§imi koncepcemi pro izolaci vzacnych mRNA
populaci. Napfiklad typicka savéi bufika obsahuje mezi 10 000 a 30 000 rGznych
mRNA sekvenci: Davidson, Gene Aktivity in Early Develepment, 2nd ed., Academic
Press, New York, 1976. Mnozstvi klont, které jsou potfeba pro dosaZeni pravdépo-
dobnost, Ze bude mMRNA s nizkym vyskytem pfitomna v cDNA knihovné, je N = (In(1-
P))In(1-1/n)), kde N je po€et potfebnych klond, P je poZzadovana pravdépodobnost a
1/n je Cast frakce z celkové mRNA, ktera je reprezentovana jednou vzacnou mRNA
(Sambrook a kol., 1989).

Jednim zpusobem jak obohatit preparaty mRNA o urcité sekvence, je frakcio- -

nace podle velikosti. Jednim takovym zplGsobem je frakcionace elektroforézou pres
agarézovy gel (Pennica a kol., Nature 301:214, 1983). DalSim takovym zplisobem je
odsavaci gradientova centrifugace v pritomnosti prostfedku, ktery denaturuje sekun-
darni strukturu RNA, kde tento prostiedek mulze byt hydroxid methyirtutnaty
(Schweinfest a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 79:4997-5000, 1982).

Casto pouZivanym zplsobem je sestrojeni egalizovanych nebo normalizova-
nych cDNA knihoven (Ko. Nucleic Acids Res. 18:5705, 1990; Patanjali, S. R. a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88:1943, 1991). Obvykle je cDNA populace normali-
zovana pomoci subtraktivni hybridizace: Schmid a kol., J. Neurochem. 48:307, 1987;
Fargnoli a kol., Anal. Biochem. 187:364, 1990; Travis a kol., Proc. Natl. Acad. Sci
(U.S.A.) 85:1696, 1988; Kato. Eur. J. Neurosci. 2:704, 1990; a Schweinfest a kol.,
Genet. Anal. Tech. Appl. 7:64, 1990). Subtrakce reprezentuje dal$i zplsob redukce
populace uréitych sekvenci v cDNA knihovné (Swaroop a kol., Nucleic Acids Res.
19:1954, 1991). Normalizované knihovny Ize vytvofit pomoci Soarova postupu
(Soares a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 91:9228, 1994). Tato metoda je uréena
pro redukci po¢atecni 10 000-nasobné odchylky od individualnich cDNA frekvenci,

za obdrzeni vyskytu o velikosti jednoho fadu, pfi zachovani celkové sekvenéni kom-
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plexity knihovny. Pfi normalizaénim procesu vyrazné klesa pfevaha cDNA klond o
velkém vyskytu, pocet kionii se stfedn& velkym vyskytem je relativné nezménén a
vyskyt klont s vyjimeé&nymi transkripty se vyrazné zvysi.

ESTs mohou byt sekvenovany né&kolika zplisoby. Dva zakladni zpusoby Ize
pouzit pro sekvenovani DNA, a to zplisob terminace fetézce od Sanger a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci (U.S.A.) 74:5463, 1977 a zpsob chemické degradace od Maxam a
Gilbert, Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 74:560, 1977. Automatizace a pokroky
v technologii, jako je zaména radioizotopi se sekvenovanim zaloZeném na fluores-
cenci, snizily namahani DNA sekvence (Craxton, Methods, 2:20, 1991; Ju a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A) 92:4347, 1995; Tabor a Richardson, Proc. Natl. Acad.
Sci. (U.S.A.) 92:6339, 1995). Jsou dostupné automatické sekvenatory od rGznych
firem, napfiklad Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, New Jersey (Pharmacia ALF),
LI-COR, Inc., Lincoln, Nebrasca (LI-COR 4,000) a Millipore, Bedford, Massachusetts
(Millipore BaseStation).

Zjistilo se, Ze ESTs delsi nez 150 pb jsou uzite&né pfi hledani podobnosti a pfi
mapovani: (Adams a kol., Science 252:1651, 1991). EST sekvence maji normalné

od 150-450 bazi. Toto je délka informace sekvence, ktera se b&zné a spolehlivé ge-

neruje pii jednorazovém zjistovani sekvence. Obvykle se z cDNA knihovny dostane
pouze jednorazové zjiSténa sekvence, Adam sa kol., Science 252:1651, 1991. Au-
tomaticke jednorazové sekvenovani obvykle ma 2-3% &etnost chyb nebo nejistotu
v urCeni baze: (Boguski a kol., Nature Genetics. 4:332, 1993).

EST databadze se vytvofily nebo alespori ¢asteéné vytvofily z, napfiklad C.
elegans (McCombrie a kol., Nature Genetics 1:124, 1992); databaze lidské jaterni
buiky linie HepG2 (Okubo a kol., Nature Genetics 2:173, 1992); RNA lidského
mozku (Adams a kol., Science 252:1651, 1991; Adams a kol., Nature 355:632,
1992); Arabidopsis (Newman a kol., Plant Physiol. 106:1241, 1994); a ryZe (Kurata a
kol., Nature Genetics 8:365, 1994). Vynalez pouziva ESTs z nékolika knihoven pfi-
pravenych z vice kukufiénych tkani, jako nastroj pro identifikaci gend pfepsanych
v ur€itych tkanich, coZ poté umozriuje izolaci 5 regula&nich sekvenci jako promotort,
které reguluji geny.

PocitaCové sekvencni analyzy Ize pouZit pro identifikaci rizné pfepsanych
sekvenci, které zahrnuji, avSak nejsou omezeny na sekvence prepsané v jedné
tkani, v porovnani s jinou tkani. Napfiklad Ize naijit jiny soubor sekvenci v cDNA izo-
lovanych z rtiznych rostlinnych tkani, jako je kofenova tkaf oproti listové tkani. Stejné
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tak Ize porovnavat sekvence z cDNA knihoven pfipravenych z rostlin, které vyrostly
za rliznych podminek prostfedi a za ruznych fyziologickych podminek. Jakmile se
vyhodné sekvence identifikuji z cDNA urdité knihovny, Ize izolovat genomické klony
z genomické knihovny pfipravené z tkané rostliny a Ize identifikovat a izolovat pfi-
slusné regulaéni sekvence, které zahrnuji, avak nejsou omezeny na 5' regulacni
sekvenci.

V jednom vyhodném provedeni se katalogizuji sekvence pfepsanych sek-
venénich tag (EST) z nékolika druht cDNA knihoven do databaze sekvenci. Tato
databaze se pouzije pro identifikaci cili promotoru v urdité tkani. Vybér pfepsanych
sekvenénich tagll pro nasledujici izolaci promotoru odrazi pfitomnost jedné nebo
vice sekvenci mezi typickymi ESTs pfi nahodném vzorkovani individualni cDNA
knihovny nebo sbirky cDNA knihoven. Napfiklad identifikace regulaénich sekvenci,
které reguluji expresi transkript( v listové a kofenové tkani, se provadi identifikaci
ESTs, které se nachazeji v listové a kofenové cDNA knihovné a nenachazeji se,
nebo maji nizky vyskyt, v dalSich cDNA knihovnach a dale se zkouma profil exprese
pro dané EST. Vyskytem se zde mysli podet, kolikrat se klon nebo shluk klont objevi

v knihovné. Takto se identifikuji sekvence, které jsou zesilené, nebo které maji vy$si -

vyskyt ve specifické tkani nebo organu, coZ reprezentuje profil exprese v daném cili.
Primery Ize poté navrhnout z identifikovanych EST sekvenci. Metodu zaloZenou na
PCR Ize pouzit pro amplifikaci lemujicich oblasti z genomické knihovny cilové rost-
liny naseho zajmu. Odbornikiim je znamo nékolik zpUsobl pro amplifikaci nezna-
mych DNA sekvenci sousedicich s jadrem oblasti znamé sekvence. Zpusoby zahr-
nuji, aviak nejsou omezeny na inverzni PCR (IPCR), "vectorette PCR", Y-PCR a
"genome walking".

Ve vyhodném provedeni se genomicka DNA navéazana na adaptér podrobi
primarni PCR amplifikaci s gen-specifickym primerem a primerem, ktery teplotné
hybridizuje na sekvenci adaptéru. PCR produkt je dale pouZit jako matrice pro vno-
feny cyklus PCR amplifikace s druhym gen-specifickym primerem a druhym adapté-
rem. Vysledné fragmenty ze vnofené PCR reakce se poté izoluji, pfecisti a naklonuji
do odpovidajiciho vektoru. Fragmenty se sekvenuji a mista zagatku translace lze
identifikovat kdyZ jsou EST odvozeny od zkracené cDNA. Fragmenty Ize klonovat do
rostlinnych  expresivnich vektorl jako transkripéni nebo translacni fuze
s reportérovym genem jako je napf. p-glukuronidaza (GUS). Konstrukty Ize testovat

pii kratkodobych analyzach a nasledné 5' regulagni oblasti jsou operativné navazany
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na dal$i geny a regulaéni sekvence nadeho zajmu ve vhodném rostlinném transfor-
maé&nim vektoru a transformované rostliny se riznymi znamymi zptsoby analyzuji na
expresi genu(l) nasdeho zajmu.

Pro identifikaci gent a regulaénich sekvenci Ize vybrat jakoukoli rostlinu. PFi-
klady vhodnych cilovych rostlin pro izolaci gend a regulaénich sekvenci zahrnuj,
avak nejsou omezeny na tyto: Acadia, vojtéSka, jablko, meruika, Arabidopsis, arty-
&ok, roketa seta, chrest obecny, avokado, banan, je¢men, fazole, fepa, ostruzina,
bortivka, brokolice, riZickova kapusta, hlavkové zeli, brukev fepka, meloun cukrovy,
mrkev, maniok jedly, sko&ec obecny, kvétak, celer, tfeSer, ekanka obecna, koriandr
sety, citronik, mandarinka, jetel, kokos, kavovnik arabsky, kukufice, bavina, okurka,
Douglasova jedle, lilek baklazan, &ekanka $térbak, Stérbak zahradni, eukalyptu, fe-
nykl obecny, fikovnik, Eesnek, dyné, réva, grapefruit, meloun honey dew, jicama,
kiwi, hlavkovy salat, pérek, citronik, limetta, borovice kadidlova, Inéné semeno,
mango, melou vodni, houby, nektarinka, vlassky ofech, oves, palmovy olej, brukev
fepka, ibisek jedly, olivy, cibule, pomerang, jakakoliv okrasna rostlina, palma, papaja,

petrZel, pastinak, hrasek, broskev, podzemnice olejna, hruska, paprika, tomel virgin-

sky, borovice, ananas, bananovnik, Svestka, granatové jablko, topol, brambory,

dyn&, kdoulofi obecnd, borovice montereyska, fedkev, fedkvicka, fepkové semeno,
malina, ryZe, Zito, &irok, sosna dlouhojehla, soja, Spenat, tykev velkoploda, jahoda,
fepa cukrovka, cukrova titina, slune¢nice, sladké brambory, ambron zapadni, man-
darinka, &aj, tabak, rajée, tritikale, trava, fepka, réva vinna, vodni meloun, pSenice,
konopi, cuketa. Obzvlasté vyhodnymi rostlinami jsou kukufice, bavina, s6ja a pse-
nice.

Molekuly nukleovych kyselin vynalezu jsou izolovany z kukufice (Zea mays).
Kukuficna rostlina vytvafi priblizné 20-21 listd, vytvari kukufi¢na viakna asi 65 dni po
emergenci a dospiva asi 125 dnt po emergenci. Bézné rostliny kukufice se vyviji
podle obecného vzoru, ale Gasovy interval mezi riznymi stadii a morfologii je u raz-
nych hybridii rozdilny a také zavisi na riistovych podminkach a podminkach vnejsiho
prostredi.

Existuje nékolik identifikovatelnych stadii ve vyvoji kukufi¢né rostliny. Stadia
jsou definovana jako vegetativni (V) a reproduktivni (R) stadia. Dalsi déleni V stadii
je oznageno numericky jako V1, V2, V3, atd., az do V(n), kde (n) reprezentuje po-
sledni stadium list( pfed tfepenim (VT) a prvni V stadiem je stadium emergence

(VE). Napiiklad VE je emergence plodolistu z pidy, V1 reprezentuje prvni pravy list,
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V2 reprezentuje druhy list, atd. Mezi reproduktivni stadia patfi prvni vyskyt viakna
kvetouci kukufice aZz po dospélé semeno a jsou reprezentovany nasledovné: R1 je
tvorba vldken kvétu, R2 je tvorba puchytki, R3 je stadium tvorby miéka, R4 je sta-
dium tvorby tésta, RS je stadium tvorby zubl a R6 je fyziologicka dospélost (viz napF.
Ritchie SW a kol., (1986) How a Corn Plant Develops, lowa State University of
Science a Technology Kooperative Exension Service, Ames, IA 48: 1-21).

Lze pouzit jakykoliv druh rostlinné tkané jako tkané cilové pro identifikaci gent
a spojenych regulaénich elementl, které také zahrnuji, avSak nejsou omezeny na
promotorové sekvence. Pro vynalez se pouzilo vice kukufiénych tkani. Vyhodnéji se
pouZzil kukuficny meristem, nedospély stfapec, list, kofen, stonek, kli€ky nakli¢ené pfi
nedostatku svétla, plast, prvokli¢ek, ousko, vlakna kvetouci kukufice a endosperm
jsou cilové tkané pro identifikaci promotorovych sekvenci.

Kterykoliv zplsob, ktery dovoluje porovnani mezi riznymi druhy nebo tfidami
sekvenci, Ize pouzit pro izolaci genti nebo regulaénich sekvenci naseho zajmu. Na-
pfiklad v jedné metodé diferenéniho screeningu, I1ze cDNA knihovnu z mRNA izolo-

vanou z urCité tkané pfipravit v bakteriofagnim hostiteli za pouziti komeréné do-

stupné sestavy pro klonovani. DestiCky se rozprostiou na desky obsahujici porost

bakterialniho hostitele, jako je napfiklad E. coli, pro vytvofeni plaku bakteriofaga. Je
mozZné pfenést asi 105-106 destiCek na DNA vazebné membrany. Duplikatni mem-
brany se sonduji za pomoci sond vytvofenych z mRNA z cilové a necilové tkané
nebo tkané pozadi. Sondy se ozna€i pro usnadnéni detekce po hybridizaci a vyvoiji.
Pro dal8i analyzu Ize vybrat plaky, které hybridizuji se sondami odvozenymi od cilové
tkané, ale nelze vybrat ty, které Hybridizuji se sondami odvozenymi od necilové
tkané. Genomické DNA knihovny Ize také pfipravit z vybranych druht &aste€nym
nestépenim pomoci restrikéniho enzymu a vybérem velikosti DNA fragmentl
v uréitém rozsahu délek. Genomicka DNA se mlzZe naklonovat do vhodného vektoru,
jako napf. do bakteriofagu a muze se pfipravit za pouziti vhodné klonovaci sestavy
jak je jiz popsano dfive (viz napfiklad Stratagene, La Jolla, CA nebo Vinco BRL,
Gaithersburg, MD).

Odbornikim jsou diferenéni hybridizacni techniky znamy a Ize je pouzit pro
izolaci pozadované tridy sekvenci. Tridami sekvenci se zde mysli sekvence, které Ize
rozdélit podle béZzného pojmenovani, které zahrnuji, av8ak nejsou omezeny na sek-
vence izolované z bézné cilové rostliny, béZné knihovny, nebo z druhu tkané bézné

rostliny. Ve vyhodném provedeni se sekvence naseho zajmu identifikuji na zakladeé
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sekven¢nich analyz a na zakladé dotazi ze sbirky riznych cDNA sekvenci
z knihoven raznych druhd tkani. Popsany zplsob poskytuje pfiklad metody diferend-
niho screeningu zaloZené na elektronické sekvenéni analyze rostlinnych ESTs odvo-
zenych od riznych cDNA knihoven.

Mnoho zplsobl pro zjisténi genové exprese je zaloZeno na méfeni hladiny
mRNA v organu, tkani, nebo ve vzorku buriky. BéZné zplsoby zahrnuji, av§ak nejsou
omezeny na RNA pfenosy, zkousky ribonukleazové ochrany a RT-PCR. V jiném vy-
hodném provedeni se pouZiva vysoce vykonny zplsob, kde se regulaéni sekvence
identifikuji metodou profilovani transkriptu. Vyvoj technologie mikrosouboru cDNA
(cDNA microarray technology) umozZiuje systematicky monitoring profili exprese
genu tisich gend (Schena a kol., Science, 270:467, 1995). Tato DNA technologie
zaloZena na Cipu, sefazuje tisice cDNA sekvenci na nosném povrchu. Tyto soubory
se simultanné hybridizuji na nasobky ozna¢enych cDNA sond pfipravenych z RNA
vzorkl z riznych druhd bunék nebo tkani, ¢imZ se nam umozni pfimo porovnavat
expresi. Tato technologie se poprvé demonstrovala pfi analyzovani 48 gen( Arabi-

dopsis pfi rozdilné expresi v kofenech a kliccich (Schena a kol., Science, 270:467,

1995). Nedavno se analyzovaly profily exprese vice nez 1400 genll za pouziti cDNA °

mikrosouborll (Ruan a kol., The Plant Journal 15:821, 1998). Mikrosoubory poskytuji
vysoce vykonny, kvantitativni a opakovatelny zplisob analyzy exprese genu a cha-
rakterizace funkce genu. Metoda profilovani transkriptu za pouziti mikrosoubor
proto poskytuje dal§i hodnotny nastroj pro izolaci regulaénich sekvenci jako promo-
tord spojenych s témito geny.

Vynélez pouZiva vysoce vykbnné sekvencni analyzy za Ucelem vytvofeni za-
klad(i pro rychlou, poéitatové zaloZzenou identifikaci sekvenci naseho zajmu. Odbor-
nici si jsou védomi dostupnych prostfedkl pro sekvenc¢ni analyzy. Porovnavani sek-
venci |ze provadét pomoci uréeni podobnosti testované nebo vySetfované sekvence,
se sekvencemi z verejné dostupnych nebo patentové chranénych databazi (,analyza
podobnosti“) nebo Ize sekvence porovnavat vyhledavanim urcitych motiva (,intrinsi-
nickd sekvenéni analyza“) (napf. vyhledavani cis elementd) (Coulson, Trends in
Biotechnology, 12:76, 1994; Birren a kol., Genome Analysis, 1:543, 1997).

Nukleotidové sekvence poskytnuté v SEKV. ID. C.: 53-75 nebo jejich frag-
menty nebo jejich komplementy, nebo nukleotidova sekvence o 90% identité, vy-
hodné s 95% identitou, jesté vyhodnéji s 99% identitou nebo 100% identitou se sek-
venci poskytnutou v SEKV. ID. C.: 53-75, nebo jejich fragmenty, nebo jejich
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komplementy, mohou byt ,poskytnuty” v riznych mediich pro uleh&eni vyuziti. Ta-
kové médium muze také poskytnout jejich podskupinu ve formé, ktera umozni od-
bornikovi zkoumat sekvence.

V jedné aplikaci tohoto provedeni Ize nukleotidovou sekvenci vynalezu nahrat
na médium, které Ize prehrat na pocitaci. Zde pouzivany termin ,médium , které Ize
pfehrat na pocitadi“ se vztahuje na jakékoliv médium, které Ize pfimo ¢Cist na pocitadi,
nebo pfimo na pogitaci spustit. Takova média zahrnuji, ale nejsou omezeny na mag-
netickd média jako je disketa, pevny disk, pamétové médium a magnetofonova
paska; opticka pamétova média jako je CD-ROM; elektrickd pamétova média jako je
RAM a ROM; a smiSena média téchto kategorii jako je magneticko/opticka pamé-
tova média. Odbornik jist& oceni moznost primyslové vyroby zaznamu sekvenci to-
hoto vynalezu na doposud zndmé média, s moznosti &teni na pocitaci.

Tim, Ze bude poskytnuta jedna nebo vice nukleotidovych sekvenci vynalezu,
mUze odbornik rutinné ziskat informaci o sekvenci pro riizné Gc€ely. PocitaCovy soft-
ware je vefejné dostupny, takze odbornik maze ziskat informaci o sekvenci pomoci
média, které Ize precist na pocitaci. Pfiklady vefejnych databazi zahrnuji, avSak ne-
jsou omezeny na DNA Databaze of Japan (DDBJ) (http://www.ddbij.nig.ac.jp/); Gen- *

bank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/web/Genbank/Index.html); a European Molecular

Biology Laboratory Nucleic Acid Sequence Database (EMBL)
(http://www.ebi.ac.uk/ebi_docs/embl_db.html) nebo jejich verze. Bylo vyvinuto

mnoho riznych vyhledavacich algoritma, které zahrnuji, avSak nejsou omezeny na
sadu programi pod nazvem BLAST. Existuje pét implementaci BLASTu, kde tfi jsou
ureny pro dotazy na nukleotidové sekvence (BLASTN, BLASTX a TBLASTX) a dva
jsou uréeny pro dotazy na sekvence proteini (BLASTP a TBLASTN) (Coulson,
Trends in Biotechnology, 12:76-80, 1994; Birren a kol.,, Genome Analysis, 1:543,
1997).

Kterykoliv program uréeny pro vyhledavani motivi ma také vyuzitelnost pro
tento vynalez. Programy pro sekvenc¢ni analyzu uréené pro vyhledavani motivi mo-
hou byt vyuZity pro identifikaci cis elementd. Vyhodné poéitatové programy zahrnuji,
av$ak nejsou omezeny na MEME, SIGNAL SCAN a GENESCAN. Meme je program
pro identifikaci konzervovanych motiv(l (bud nukleovych kyselin nebo peptid) ve
skupiné neorientovanych sekvenci. Meme uklada tyto motivy jako soubor profilt.
Tyto profily Ize pouzit pro vyhledavani v databazi sekvenci. Algoritmus MEME (verze
2.2) Ize najit ve verzi 10.0 v GCG programovém baliku; MEME (T. Bailey a C. Elkan,
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Machine Learning, 21(1-2):51-80, 1995 awebovou stranku naleznete na:
(http://www.sdsc.edu/MEME/meme/website/COPYRIGHT .html). Signal Scan je pro-
gram, ktery identifikuje znamé motivy v testovanych sekvencich za pouZiti informaci
z dal§ich databazi motivll (Prestridge, D. S., CABIOS 7, 203-206 (1991). Informace
ze Signal Scan verze 4.0 jsou dostupné na webové strance:
http://biosci.cbs.umn.edu/software/sigscan.html. Ftp stranka pro Signal Scan je
ftp://biosci.cbs.umn.edu/software/sigscan.html. Mezi databaze, které vyuZiva Signal
Scan patfi PLACE (http://www.dna.affrc.go.ip/htdocs/PLACE (Higo a kol., Nucleic
Acids Research 27(1):297-300 (1999) a TRANSFAC (Heinemeye, X. a kol., Nucleic
Acid Research 27(1):318-322), které Ize najit na nasledujici webové strance:
http://transfac.gbf.de/. GeneScan je dal§i vhodny program pro vyhledavani motivi
(Burge, C a Karlin, S. J. Mol. Biol. 268, 78-94 (1997) a informace z verze 1.0 jsou
dostupné na nasledujici weboveé strance:
http://gnomic.stanford.edu/GENESCANW.html. Zde pouzivany termin ,cilovy struk-
turni motiv* nebo ,cilovy motiv‘ se vztahuje k racionalné vybrané sekvenci nebo

kombinaci sekvenci, kde se sekvence vybere/vyberou na zakladé tfidimenzionalni

konfigurace, ktera se vznikne tvorbou viasenkové struktury cilového motivu. Existuje -

né&kolik cilovych motiv(, které odbornici dobfe znaji. Proteinové cilové motivy zahr-
nuji, avak nejsou omezeny na enzymaticka aktivni mista a signalni sekvence. Vy-
hodné cilové motivy vynalezu zahrnuiji, avéak nejsou omezeny na promotorové sek-
vence, cis elementy, viasenkové struktury a dal$i expresivni elementy, jako jsou
sekvence vazici protein.

Zde pouzivany termin ,prostfedky pro vyhledavani‘ se vztahuje k jednomu
nebo k vice programdm, které jsou implementovany do pocitatového systému, pro
porovnavani cilové sekvence nebo cilového strukturniho motivu s informaci
o sekvenci, ktera je ulozena na pamétovém médiu. Prostfedky pro vyhledavani se
vyuZivaji pro identifikaci fragmentl nebo oblasti sekvenci tohoto vynalezu, které se
shoduji s uréitou cilovou sekvenci nebo cilovym motivem. Také Ize porovnavat néko-
lik sekvenci za u&elem identifikace obecnych oblasti nebo motivd, které mohou byt
zodpovédné za specifické funkce. Napfiklad Ize identifikovat cis elementy nebo do-
mény sekvenci, které dodavaji specificky profil exprese, pokud se nékolik promoto-
rovych oblasti podobnych tfid promotort zarovna a analyzuje pomoci uréitych soft-

warovych balika.

uuuuuu
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Vynalez dale poskytuje systémy, konkrétné poéitadové systémy, které obsa-
huji zde popsanou informaci o sekvenci. Zde pouZivany termin ,poditagovy systém®
se vztahuje na hardwareové prostfedky, softwareové prostfedky a pamétové pro-
stredky vyuzivané k analyze informaci o nukleotidovych sekvencich tohoto vynalezu.
Mezi minimalni hardwareové prostfedky patfi poitatové systémy vynalezu patfi pro-
cesor (CPU), prostfedky pro vstup, prostfedky pro vystup a pamétové prostfedky.
Odbornik jisté oceni, Ze pro vynalez je vhodny jakykoli po&itadovy systém.

SEKV. ID. C.: 6-52 jsou primery navrhnuté z cDNA sekvenci identifikovanych
pomoci pocitacoveého porovnani sekvenci. Tyto sekvence se pouZivaji pro rozsifeni
sekvence nukleové kyseliny pomoci amplifikaéni techniky polymerazové fetézové
reakce (PCR) (viz napf. Mullis a kol., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263,
1986; Erlich a kol., European Patent Applin. 50,424; European Patent Appin. 84,796,
European Patent Appln. 258,017, European Patent Applin. 237,362; Mullis, European
Patent Appln. 201,184; Mullis a kol., U. S. Patent &. 4,683,202; Erlich, U. S. Patent
4,582,788; a Saiki a kol., U. S. Patent &. 4,683,194). Odbornikim je znamo nékolik

PCR amplifikaCnich zpisobl a tyto se pouzivaji pro identifikaci sekvenci nukleové

kyseliny sousedici se znamymi sekvencemi. Napfiklad byly popsany zptsoby in- -

verzni PCR (IPCR) amplifikace pro amplifikaci neznamych DNA sekvenci sousedi-
cich s oblasti jadra zn&mé sekvence. Jsou znamy také jiné metody jako je zachytova
PCR (capture PCR) (Lagerstrom M. a kol., PCR Methods Applic. 1:111, 1991)
a "walking PCR" (Parker, JD a kol., Nucleic Acids Res 19:3055, 1991). Existuje né-
kolik vyrobcl, ktefi vyrabi sady zaloZzené na modifikaci téchto zpGsobt pro Ggely
identifikace sekvenci naSeho zajmu. Technické pokroky v&etn& vylep$eni designu
primer( a adaptér(, vylep$eni sch'opnosti polymerazového enzymu a thermocykléru
umoznily rychlejsi a ucinnéjsi zplUsoby pro izolaci sekvenci na§eho zajmu.

Ve vyhodném provedeni jsou lemujici sekvence obsahujici 5’ regulaéni ele-
menty tohoto vynalezu izolovany pomoci metody genome-walking (Universal
GenomeWalker'™ Kit, CLONTECH Laboratories, Inc., Palo, Alto, CA). Ve stru¢nosti
se precisténa genomicka DNA vystavi plsobeni §tépu restrikéniho enzymu, &imz se
produkuji genomické DNA fragmenty, jejichZ konce se navazi na GenomeWalker™
adaptéry. GenomeWalker™ primery se pouziji spolu s gen specifickymi primery pfi
dvou po sob& néasledujicich PCR reakcich (primari a vnofena PCR reakce), ke
tvorbé PCR produktl obsahujicich 5' regulaéni sekvence, které se nasledné klonuji a

sekvenu;ji.
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Kromé jejich vyuzZiti pfi modulaci genové exprese, maji promotorove sekvence
tohoto vynalezu také vyuZiti jako sondy nebo primery pfi experimentech hybridizace
nukleovych kyselin. Sondy a primery nukleovych kyselin vynalezu mohou hybridizo-
vat za tvrdych podminek na cilovou DNA sekvenci. Termin ,tvrdé hybridizaCni pod-
minky* jsou definovany jako podminky, pfi kterych sonda nebo primer specificky hyb-
ridizuje s cilovou sekvenci (sekvencemi) ane s jinymi necilovymi sekvencemi,
pficemz to lze empiricky uréit. Termin ,tvrdé podminky“ je funkné definovan
s ohledem na hybridizaci sondy nukleové kyseliny na cilovou nukleovou kyselinu (tj.
na konkrétni sekvenci nukleové kyseliny naseho zajmu), specifickym hybridizanim
postupem, ktery se probira v Sambrook a kol., 1989, v kapitolach 9.52-9.55. Viz také
Sambrook a kol., 1989 v kapitolach 9.47-9.52, 9.56-9.58; Kanehisa, Nucl. Acids Res.
12:203-213, 1984; a Wetmur a Davidson, J. Mol. Biol. 31:349-370, 1968. Takovymi
vhodnymi tvrdymi podminkami, které podporuji DNA hybridizaci je napf. lazef
6,0 x chlorid sodny/citrat sodny (SSC) pfi asi 45°C, snéaslednym promytim
2,0 x SSC pri 50 °C. Odbornici tyto podminky znaji, nebo je Ize najit v Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 1989, 6.3.1-6.3.6. Napfi-

klad koncentrace soli v promyvacim kroku Ize vybrat od mirnych podminek od asi .

2,0 x SSC pfi 50 °C, do tvrdych podminek od asi 0,2 x SSC pfi 50 °C. Navic Ize tep-
lotu pfi promyvacim kroku zvysit z mirnych podminek pfi teploté mistnosti okolo
22 °C, az po tvrdé podminky pfi asi 65 °C. Lze ménit jak teplotu, tak i sal, nebo bud
teplota, nebo koncentrace se udrZuje na stalé hodnoté pii zméné hodnot druhé pro-
ménne.

Napfiklad hybridizace za pouziti DNA nebo RNA sond nebo primert ize pro-
vadét pfi 65 °C v 6x SSC, 0,5% SDS, 5x DenhardtQv roztok, 100 ug/ml nespecifické
DNA (napf. ultrazvukem opracovana DNA ze spermatu lososa) a s promytim 0,5x
SSC, 0,5% SDS pii 65 °C pro tvrdé podminky.

Uvazuje se, Ze hybridizace za mimnych podminek, jako je nizsi hybridizace
a/nebo teploty pfi promyvani, Ize pouZit pro identifikaci spfaZzenych sekvenci s nizsim
stupném sekvenéni podobnosti, pokud se zachova specificita vazebnosti sondy nebo
primeru k cilové sekvenci (sekvencim). Proto tedy lze nukieové sekvence vynalezu
vyuZit pro jejich schopnost selektivné tvofit dvojité molekuly s komplementarnimi
useky DNA fragmentt. Detekce DNA segment(i pomoci hybridizace odbomici dobfe
znaji a proto zaleZi na zamyslené aplikaci, kde Ize zapojit rizné hybridizaéni pod-
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minky, za ugelem obdrZeni rlznych stupfit selektivity sondy k cilové sekvenci
a vybrany zpusob bude zaviset na poZadovanych vysledcich.

Sekvence nukleovych kyselin SEKV. ID. C.: 53-75 a jakékoliv jejich varianty
jsou schopné hybridizace na jiné sekvence nukleovych kyselin za vhodné vybranych
podminek o riizné tvrdosti. Zde uvazované dvé nukleové kyseliny jsou schopné spe-
cificky hybridizovat jedna na druhou, pokud tyto dvé molekuly jsou schopné tvorby
antiparalelni, dvoufetézcové struktury nukleové kyseliny. Molekula nukleové kyseliny
se nazyva ,komplementarni“ k jiné molekule nukleové kyseliny, pokud vykazuje cel-
kovou komplementaritu. Molekuly vykazuiji ,celkovou komplementaritu®, pokud kazdy
nukleotid kazdé z molekul je komplementarni k nukleotidu té druhé kyseliny. Dvé
molekuly se nazyvaji ,minimain& komplementami*, pokud mohou jedna na druhou
hybridizovat s dostate¢nou stabilitou, ktera jim dovoli zistat teplotné hybridizované
jedna na druhou pfi alespoil konvenéné ,mirnych* podminkach. Obdobné, molekuly
se nazyvaji komplementarni, pokud mohou jedna na druhou hybridizovat
s dostatednou stabilitou, ktera jim dovoli zlstat teplotné hybridizované jedna na dru-

hou za konvenéné ,tvrdych* podminek. Konvenéni tvrdé podminky jsou popsany

v Sambrook a kol., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2" Ed., Cold Spring .

Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989, a v Haymes a kol., Nucleic Acid
Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, DC, 1985.

Ve vyhodném provedeni Ize sekvence nukleovych kyselin SEKV. ID. C.: 53-75
nebo fragment, oblast, cis element nebo oligomer jakychkoliv téchto sekvenci pouzit
pfi hybridizaénich stanovenich jinych rostlinnych tkani pro identifikaci blizce pfibuz-
nych nebo homolognich gent a sdruZenych regulacnich sekvenci. To zahrnuje,
aviak neni omezeno na stanoveni Southernovou nebo northernovou hybridizaci na
jakychkoliv substratech, které zahrnuji, avSak nejsou omezeny na vhodné pfiprave-
nou rostlinnou tkan, celuldzu, nylon nebo kombinovany filtr, Cip nebo sklenénou des-
ticku. Takovéto postupy jsou v oboru dobfe znamy a jsou dostupne v sadach nebo
v pfipravcich, které se komer¢né prodavaji.

Fragmenty Ize samozfejmé obdrzet i jinymi technikami, jako je pfima syntéza
fragmentti chemickou cestou, coz se b&Zné provadi na automatizovaném syntetizéru
oligonukleotidi. Fragmenty Ize také obdrzet pouzitim technologie reprodukce nukle-
ovych kyselin, jako je technologie PCR™ (polymerazova fetézovéa reakce) pomoci
technik rekombinantni DNA obecné& znamé v oboru molekularni biologie. S ohledem

na amplifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny (napf. pomoci PCR) za pouZiti kon-

L2 X R4
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krétniho amplifikaéniho paru primert, se ,tvrdé PCR podminky* vztahuji na pod-
minky, které dovoluji paru primert hybridizovat pouze na cilovou sekvenci nukleové
kyseliny. K této sekvenci se vaZe primer s korespondujici normaini sekvenci (nebo s
jejim komplementem) a vyhodné tvofi jednoznaény amplifikaéni produkt.

Fragment nukleové kyseliny se zde vztahuje k jakékoliv &asti nukleové kyse-
liny, kter4 nema celou délku. Napfiklad v tomto vynalezu se jakakoliv nukleotidova
sekvence, ktera je krat$i nez je plna délka sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75, povazuje
za fragment. Fragment také mGZe obsahovat alespofi minimaini délku schopnou
specificky hybridizovat s normaini nukleovou kyselinou za tvrdych podminek hybridi-
zace, jak je definovano vySe. Délka takového minimalniho fragmentu je vyhodné ale-
spof osm nukleotidtl, vyhodnéji 15 nukleotidd, jesté vyhodnéji alespori 20 nukleotid(
a nejvyhodnéji alespori 30 nukleotidd normalni sekvence nukleové kyseliny.

Sekvence nukleovych kyselin tohoto vynalezu Ize také pouZit jako sondy
a primery. Sondy a primery nukleovych kyselin |ze pfipravit na zakladé normalni ge-
nové sekvence. ,Sonda" je izolovana nukleova kyselina, ke které je pfipojena kon-
vencni detekovatelna znacka nebo reporter molekula, napf. radioaktivni izotop, li-
gand, chemiluminiscenéni prostfedek nebo enzym. ,Primery* jsou izolované
nukleové kyseliny, které jsou tepelné& hybridizovany na komplementarni cilovy DNA
fetézec pomoci hybridizace nukleové kyseliny. Vytvofi se hybrid mezi primerem
a cilovym DNA Fetézcem a poté se prodlouzi podél cilového DNA Fetézce pomoci
polymerazy, napf. DNA polymerazy. Primerové pary lze pouzit pro amplifikaci sek-
vence nukleové kyseliny, napf. pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) nebo
jinymi konvenénimi zplisoby amplifjkace nukleové kyseliny.

Sondy a primery maji obecné& 15 nebo vice nukleotidti, vyhodné 20 nebo vice
nukleotidd, vyhodnéji 25 nukleotid a nejvyhodnéiji 30 nukleotidd nebo vice. Takové
sondy a primery specificky hybridizuji na cilovou DNA nebo RNA sekvenci za tvrdych
podminek hybridizace a specificky hybridizuji na cilovou normalni sekvenci jiného
druhu za mirnych podminek. Vyhodné maiji sondy a primery podle vynalezu celkovou
podobnost s normaini sekvenci, ackoliv jsou sondy od normaini sekvence rozdilné
a toho, Ze si zachovavaji schopnost hybridizovat na cilové normalni sekvence Ize
dosahnout konvenénimi zplsoby. ZpUsoby pfipravy a pouZivani sond a primerti jsou
popséany napfiklad v Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2™ ed., vol. 1-3, ed.
Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989 (déle jen ,Sambrook a kol., 1989*); Current Protocols in Molecular Biology, ed.
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Ausubel a kol., Greene Publishing a Wiley-Interscience, New York, 1992 (s periodic-
kou aktualizaci) (dale jen ,Ausubel a kol., 1992“); a Innis a kol., PCR Protocols:
A Guide to Methods a Applications, Academic Press: San Diego, 1990. PCR-prime-
rové pary lze odvodit od znamé sekvence, napfiklad pouzitim pogitagovych pro-
gramu k tomu uréenych jako je Primer (verze 0.5, © 1991, Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, MA). Primery a sondy zaloZené na zde popsa-
nych normalnich promotorovych sekvencich, Ize pouzit pro potvrzeni a, v pfipadé
nutnosti, pro modifikaci popsanych sekvenci konven&nimi zpUsoby, napf. pomoci
reklonovani a resekvenovani.

V dal$im provedeni mohou byt zde popsané nukleotidové sekvence promo-
tord  modifikované. Odbornici mohou vytvofit DNA molekkuly s variacemi
v nukleotidové sekvenci. Nukleotidové sekvence vynalezu, jak jsou ukazany v SEKV.
ID. C.: 53-75, mohou byt modifikovany nebo zménény pro zesileni jejich fidicich
viastnosti. Jednim vyhodnym zp(isobem pro zmeénu sekvence nukleové kyseliny je
pouZiti PCR k modifikaci vybranych nukleotidti nebo oblasti sekvenci. Tyto zpUsoby

odbornici dobfe znaji. Sekvence Ize napfiklad modifikovat pomoci inzerce, delece

nebo nahrazenim matricovych sekvenci pri DNA modifikaéni metodé zaloZené na -

PCR. ,Variantni* DNA molekuly jsou DNA molekuly obsahujici zmény, kde jeden
nebo vice nukleotid(i normaini sekvence je deletovan, pfidan a/nebo nahrazen, vy-
hodné pfi podstatném zachovani promotorové funkce. V pfipadé promotorového
fragmentu maZze ,variantni DNA obsahovat zmeény ovliviiujici transkripci minimalniho
promotoru, ke kterému je operativné navazana. Variantni DNA molekuly Ize napfi-
klad produkovat standardnimi tec_hhikami DNA mutageneze nebo pomoci chemické
syntézy variantni DNA molekuly nebo jejich ¢asti.

V jiném provedeni nukleotidové sekvence, jak jsou ukazany v SEKV. ID. &.:
93-75, obsahuji tyto nukleotidové sekvence o jakékoliv délce, které jsou schopné
regulace operativné navazanych DNA sekvenci. Napfiklad sekvence jak jsou po-
psany v SEKV. ID. C.: 53-75, mohou byt zkrdcené nebo deleéni &asti a stale mohou
byt schopné regulace transkripce operativné navazané DNA sekvence. V jednom
souvisejicim provedeni miZe cis element popsanych sekvenci dodavat konkrétni
specificitu, jako je dodavani zesilené exprese operativné navazanych DNA sekvenci
v urcitych tkanich a proto je také schopen regulace transkripce operativné navaza-
nych DNA sekvenci. Nasledné mohou byt jakékoliv fragmenty, &asti nebo oblasti
sekvenci popsanych v SEKV. ID. &.: 53-75 pouzity jako reguladni sekvence, které
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také zahrnuji, av8ak nejsou omezeny na cis elementy nebo motivy popsanych sek-
venci. Napfiklad jeden nebo vice part bazi muze byt deletovan od 5' nebo 3’ konce
promotorové sekvence za produkce ,zkraceného“ promotoru. Také se mize jeden
nebo vice parl bazi inzertovat, deletovat nebo nahradit uvnitf promotorové sek-
vence. Promotory |ze konstruovat tak, Ze promotorové fragmenty nebo elementy jsou
operativné navazany napfiklad umisténim takového fragmentu proti sméru exprese
genu na minimalnim promotoru. Minimalni nebo bazalni promotor je ast DNA, ktera
je schopna obnoveni a vazani bazalniho transkrip&niho mechanizmu. Pfikladem ba-
zalniho transkripniho mechanizmu v eukaryotickych bufikach je komplex RNA
polymerazy Il a jeho pomocné proteiny. Enzymatické komponenty bazalniho trans-
kripéniho mechanizmu jsou schopné iniciace a elongace transkripce daného genu,
za pouziti minimalniho nebo bazalniho promotoru. To znamena, Ze zde nebyly za-
pojeny sekvence pusobici v cis poloze promotorové oblasti, které jsou schopné ob-
noveni a vazani transkripénich faktor(, které moduluji transkripci, napf. ji zesiluji,
potlacuji, provadéji transkripci zavislou na hormonech, atd. Pro dosaZeni cilove kon-

strukce Ize provést substituce, delece, inzerce nebo jakakoliv jejich kombinace.

Normalni nebo syntetické nukleové kyseliny podle vynalezu lze zapojit do .

konstrukci rekombinantnich nukieovych kyselin, obvykle do konstrukci DNA, schop-
nych zavedeni a replikace v hostitelské bufice. V jednom vyhodném provedeni jsou
nekleotidové sekvence vynalezu, jak jsou ukazany v SEKV. ID. C.: 53-75, nebo jejich
fragmenty, varianty nebo derivaty, zapojeny do kazety expresivniho vektoru, ktera
obsahuje promotorové oblasti vynalezu operativné navazané na genetickou kompo-
nentu, jako je znatkovaci gen s moznosti selekce, screeningu nebo ryhovatelny
znackovaci gen. Popsané sekvehce nukleové kyseliny vynalezu jsou vyhodné ope-
rativnd navazany na genetickou komponentu, jako je nukeova kyselina, ktera dodava
poZadované vlastnosti spojené s rostlinnou morfologii, fyziologii, ristem a vyvojem,
arodnosti, zvy$enim nutriénich hodnot, odolnosti proti chorobam nebo $kidcim,
nebo enviromentaini nebo chemickou toleranci. Tyto genetické komponenty, jako
jsou marker geny nebo agronomické geny naeho zajmu mohou fungovat pfi identifi-
kaci transformované rostlinné buriky nebo rostliny, nebo mohou vytvaret produkt ag-
ronomického uZitku.

Ve vyhodném provedeni jedna genetickd komponenta vytvari produkt, ktery
slouZi jako prostfedek pro selekci a vytvari v regenerovatelné rostlinné tkani slouce-

ninu, ktera dodava rostlinné tkani odolnost na jinak toxickou slouéeninu. Tyto geny
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pro pouZiti jako selektivni, skrinigovatelné nebo ryhovatelné znagkovaci geny zahr-
nuji, avSak nejsou omezeny na kédujici sekvence pro -glukuronidazu (GUS), kédujici
sekvence pro zelené fluoreskujici protein (GFP), kédujici sekvence pro luciferazu
(LUX), geny s antibiotickou nebo herbicidni toleranci. Mezi priklady transpozénd
a pfidruzenych genu rezistentnich na antibiotika patfi transpozény Tns (bla), Tn5
(nptll), Tn7 (dhfr), peniciliny, kanamycin (a neomycin, G418, bleomycin); metotrexat
(a trimetoprim); chloramfenikol; kanamycin a tetracyklin.

UZite¢né charakteristiky pro selektivni markery v rostlinach byly nastinény ve
zpravé o vyuziti mikroorganismd (Advisory Committee on Novel Foods and
Processes, July 1994). Tato zprava obsahuje pfisny vyb&r s minimalnim poctem
netransformovanych tkani, velkym po&tem nezavislych transformacnich jevd, které
nemaji vyznamnou interferenci s regeneraci, obsahuje aplikace na velké mnoZstvi
druhl a poskytuje metodu zkoumajici tkané na pfitomnost markeru.

V oboru je zndmo nékolik selektivnich marker genl arizné markery rezis-
tentni na antibiotika t&émto kritériim vyhovuji, patii sem také ty, které jsou rezistentni
na kanamycin (nptll), hygromycin B (aph IV) a gentamycin (aac3 a aacC4). Mezi

uZiteCné dominantni selektivni marker geny patfi geny kddujici geny rezistentni na -

antibiotika (napf. rezistentni na hygromycin, kanamycin, bleomycin, G418, strepto-
mycin nebo spektinomycin); a geny rezistentni na herbicidy (napf. fosfinotricin
acetyltransferaza). Uzitecny postup pro vybér transformant( pro rezistenci na herbi-
cidy je popsan napf. ve Vasil, Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vols.
I-1ll, Laboratory Procedures and Their Applications, Academic Press, New York,
1984. Mezi jedny konkrétni vyhodné selektivni marker geny pro vyuziti ve vynalezu
patii geny, které dodavaji rezistenci na slouCeniny, jako jsou antibiotika jako kana-
mycin a na herbicidy jako glyfosat (Della-Cioppa a kol., Bio/Technology 5(6), 1987,
U. S. Patent 5,463,175, U. S. Patent 5,633,435). Mohou byt zapojeny dal$i pro-
stredky selekce a ty také spadaji do rozsahu vynalezu.

Pro praktické provedeni vynalezu se pouziji konvenéni kompozice a zplsoby
pro pfipravu a pouZiti vektord a hostitelskych bunék, podle mj. Sambrook a kol.,
1989). Ve vyhodném provedeni je hostitelskou bufikou buiika rostlinna. Bylo po-
psano nékolik vhodnych vektortl pro stalou transfekgi rostlinnych bunék nebo pro
vytvofeni transgennich rostlin nap¥. v Pouwels a kol., Cloning Vectors: A Laboratory
Manual, 1985, supp. 1987); Weissbach a Weissbach, Methods for Plant Molecular
Biology, Academic Press, 1989; Gelvin a kol., Plant Molecular Biology Manual,

.
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Kluwer Academic Publishers, 1990; a R. R. D. Croy, Plant Molecular Biology LabFax,
BIOS Scientific Publishers, 1993. Mezi rostlinné expresivni vektory mizZe patfit na-
priklad jeden nebo vice klonovanych rostlinnych gent transkripéné fizenych 5’ a 3'
regulacnimi sekvencemi. Mohou také obsahovat selektivni marker umoZiujici selekci
hostitelskych bunék obsahujicich expresivni vektor. Takové rostlinné expresivni
vektory také obvykle obsahuji promotorovou regulaéni oblast (napf. regulaéni oblast
fidici indukovatelnou nebo konstitutivni, enviromentalné nebo vyvojové fizenou, nebo
bunééné- nebo tkanové-specifickou expresi), misto iniciace transkripce, misto vazici
ribozom, signal - posttranskripni UGpravy, misto terminace transkripce
a polyadenylacni signal. Jsou zde také obsaZeny dal$i sekvence bakterialniho pu-
vodu, které umoziuji klonovani vektoru do bakteridlniho hostitele. Vektor obvykle
obsahuje Sirokou Skalu hostiteld s replikaci prokaryotického pavodu. V jednom kon-
krétnim vyhodném provedeni je hostitelskou burikou buiika rostlinna a rostlinny ex-
presivni vektor obsahuje promotorovou oblast, jak je popsano v SEKV. ID. C.: 53-75,
operativné navazanou sekvenci schopnou transkripce a sekvenci terminujici tran-
skripci. Mohou sem patfit také dal$i regulacni sekvence, jako 5’ nepieloZzené vedouci
sekvence, vedle mist restriktaz pro ucely klonovani.

Je pouzitelnych nékolik promotort pro rostlinnou genovou expresi jakéhokoliv
genu, ktery nas zajima, které zahrnuji, avSak nejsou omezeny na selektivni markery,
ryhovatlené znackovace, geny pro toleranci na $kldce, toleranci na nemoci, zvy$eni
nutriénich hodnot a jakékoliv dali agronomicky vyznamné geny. Priklady konstitutiv-
nich promotord uZite€nych pro genovou expresi v rostliné zahrnuji, avSak nejsou
omezeny na promotor kvétakovitého mozaikovitého viru (CaMV) 35S, ktery dodava
kostitutivni expresi vysoké Grovné ve vétsiné rostlinnych tkanich (viz napf. Odel a
kol., Nature 313:810, 1985), véetné jednodéloZnych rostlin (viz napf. Dekeyser a kol.,
Plant Cell 2:591, 1990; Terada a Shimamoto, Mol. Gen. Genet. 220:389, 1990); patfi
sem nopalin syntazovy promotor (An a kol., Plant Physiol. 88:547, 1988) a oktopin
syntazovy promotor (Fromm a kol., Plant Cell 1:977, 1989) a promotor krti¢nikovitého
mozaikovitého viru (FMV).

Mnoho riiznych rostlinnych promotorli gent, které jsou regulovany v disledku
odpoveédi na enviromentalni, hormonalni, chemické a/nebo vyvojové signaly, Ize po-
uZit pro expresi operativné navazaného genu v rostlinnych burikach, véetné promo-
tor regulovanych (1) teplem (Callis a kol., Plant Physiol. 88:965, 1988), (2) svétlem
(napf. promotor rbcS-3A hrasku, Kuhlemeier a kol., Plant Cell 1:471, 1989; kukufiény
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RbcS promotor, Schaffner a Sheen, Plant Cell 3:997, 1991; nebo promotor proteinu
vaziciho chlorofyl a/b, Simpson a kol., EMBO J. 4:2723, 1985), (3) promotort regulo-
vanych hormony, jako je kyselina abscisova (Marcotte a kol., Plant Cell 1:969, 1989),
(4) zranénim (napf. wunl, Siebertz a kol., Plant Cell 1:961, 1989); nebo (5) chemika-
liemi jako je metyl jasmonat, kyselina salicylova nebo Safener. MGzZe byt také vy-
hodné zapoijit (6) organ-specifické promotory (napf. Roshal a kol., EMBO J. 6:1155,
1987; Schernthaner a kol., EMBO J. 7:1249, 1988; Bustos a kol., Plant Cell 1:839,
1989).

Promotory vynalezu jsou rostlinné promotory, které jsou schopné prepisovat
operativné vazané DNA sekvence v nékolika tkanich a mohou byt operativné nava-
zany na jakykoliv gen nadeho zajmu v expresivnim vektoru.

Mezi rostlinné expresivni vektory muze patfit signaly RNA posttranskripéni
Upravy, napf. introny, které mohou byt umisténé proti, nebo po sméru exprese
v polypeptid-kdédujici sekvenci v transgenu. Navic expresivni vektory mohou obsaho-
vat dal$i regulacni sekvence od 3'-nepreloZené oblasti rostlinnych genl (Thornburg a
kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:744 (1987); An a kol., Plant Cell 1:115 (1989)),

napf. 3’ terminacni oblast pro zvySeni mRNA stability mRNA, jako je PI-Il terminacni -

oblast brambor nebo oktopin nebo nopalin syntazy 3' terminacni oblasti. 5° nepfelo-
Zzené oblasti mMRNA mohou hrat vyznamnou roli pfi iniciaci translace a mohou byt
také genetickymi komponentami v rostlinném expresivnim vektoru. Napfiklad na ne-
pieloZzenych 5' vedoucich sekvencich odvozenych od genl proteinti teplotniho Soku
bylo demonstrovano, Ze zvysuji expresi gend v rostlinach (viz napfiklad U. S. Patent
5,362,865, ktery je uveden v celé déice pomoci odkazu). Tyto dalSi regulagni sek-
vence proti sméru a po sméru exprese mohou byt odvozeny od zdroje, ktery je nor-
malni nebo heterologni pokud jde o dal$i elementy pfitomné na expresivnim vektoru.

Promotorové sekvence vynalezu jsou vyuZity pro fizeni genové exprese
v rostlinnych burikach. Popsané promotorové sekvence jsou genetické komponenty,
které tvori casti vektorl vyuzité pfi transformaci rostlin. Promotorové sekvence vy-
nalezu mohou byt pouzity s jakymkoliv vhodnym rostlinnym transformacnim plazmi-
dem nebo vektorem obsahujici marker s moZnosti selekce nebo screeningu
a pridruZzené regulacni elementy, tak jak je popsano, spolu s jednou nebo vice nuk-
leovymi kyselinami prepsanymi zplisobem dostateénym pro dodani konkrétni poza-
dované vlastnosti. Pfiklady vhodnych strukturnich gent agronomického vyznamu

podle vynalezu mohou zahrnovat, avéak nejsou omezeny na jeden nebo vice genl
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pro toleranci na hmyz, jako je Bacillus thuringiensis., geny pro toleranci na $kldce,
jako jsou geny pro kontrolu houbovych chorob, geny pro toleranci na herbicidy, jako
jsou geny dodavaijici glyfosatovou toleranci a geny pro kvalitativni vylepSeni jako je
arodnost, zvySeni nutriénich hodnot, enviromentalni tolerance nebo tolerance na
stres nebo jakékoliv Zadouci zmény v rostlinné fyziologii, ristu, vyvoji, morfologii
nebo rostlinnym produktdm. Mezi konkrétni vyhodné geny patii jakykoliv gen
s toleranci na herbicidy, ktery dodava toleranci na herbicid glyfosat. Tyto geny mo-
hou zahrnovat, avéak nejsou omezeny na AGRTU.aroA:CP4 a GOX geny, jak jsou
popsany v U. S. Patent &. 5,463,175, ktery je zde zahrnut odkazem, a v U. S. Patent
¢. 5,633,435, ktery je zde zahrnut odkazem.

DNA kédujici sekvence mohou eventuelné ovlivnit tyto fenotypy kédovanim
nepreloZitelné RNA molekuly, ktera zpisobuje cilenou inhibici exprese endogenniho
genu, napfiklad pfes antimediatoroveé nebo kosupresorové mechanismy (viz napf.
Bird a kol., Biotech. Gen. Engin. Rev. 9:207, 1991). RNA mlze také byt katalyticka
RNA molekula (tj. ribozom) zpracovana genetickym inzenyrstvim pro $tépeni poza-
dovaného endogenniho mRNA produktu (viz napfiklad Gibson a Shillitoe, Mol.

Biotech. 7:125, 1997). Proto jakykoliv gen, ktery produkuje protein nebo mRNA, .

ktera pfepisuje pozadovanou zménu fenotypu nebo morfologie, je vyuZitelny pro
praktickou ¢ast vynalezu.

Kromé regulagnich elementt nebo sekvenci umisténych proti sméru exprese
(5") nebo umist&nych v DNA sekvenci, existuji zde (3') sekvence po sméru exprese,
které ovliviiuji expresi genu. Proto zde pouzity termin regulacni sekvence, se vzta-
huje na jakoukoliv sekvenci umisténou od DNA proti sméru exprese, po Smeru ex-
prese nebo uvnitf DNA sekvence, ktera fidi, zprostfedkovava nebo ovliviiuje expresi
genového produktu ve spojeni s proteiny syntetizujicim aparatem bunky.

Promotorové sekvence vynalezu mohou byt modifikované napfiklad pro ex-
presi v jinych rostlinnych systémech. V jiném pojeti mohou byt nové hybridni promo-
tory navrhnuty nebo vytvoreny rznymi zpusoby. Mnoho promotori obsahuje proti-
smémé sekvence, které aktivuji, zesiluji nebo vymezuji silu a/nebo specificitu
promotoru (Atchinson, Ann. Rev. Cell Biol. 4:127, 1988). T-DNA geny napiiklad ob-
sahuji , TATA" boxy, které definuji misto iniciace transkripce a dal$i protismérné ele-
menty umisténé proti sméru od mista iniciace transkripce moduluji transkripéni hla-
diny (Gelvin, In Transgenic Plants (Kung, S.-D. And Us, R., eds), San Diego:
Academic Press, str. 49-87, 1988). Dalsi chiméricky promotor zkombinoval trimer

.

.
.o see s



ee oo oo LA
L]

34 * :...

seeo
see

oktopin syntdza (ocs) aktivator na mannopin syntaza (mas) aktivator plus promotor
a vykazoval zvy3enou expresi reporter genu (Min Ni a kol., The Plant Journal 7:661,
1995). Protismérné regulaéni sekvence vynalezu mohou byt pouZity pro konstrukci
takovych chimérickych nebo hybridnich promotord. Zplsoby konstrukce variantnich
promotort vynalezu zahrnuji, avéak nejsou zahrnuty na kfiZeni fidicich elementl
riznych promotor( nebo duplikace ¢asti nebo oblasti promotoru (viz napfiklad U. S.
Patent 5,110,732, ktery je zahrnut odkazem a U. S. Patent 5,097,025, ktery je zde
zahrnut odkazem). Odbornici jisté maji zkuSenosti se standardni literaturou
a prameny, které popisuji specifické podminky a postupy pro konstrukci, manipulaci
a izolaci makromolekul (napf. DNA molekuly, plazmidy, atd.), tvorbu rekombinantnich
organismu a screening a izolaci gend (viz napfiklad Sambrook a kol., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, 1989; Mailga a kol.,
Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press, 1995; Birren a kol.,
Genome Analysis: volume 1, Analyzing DNA, (1997); volume 2, Detecting Genes,
(1998); volume 3, Cloning Systems, (1999), volume 4, Mapping Genomes, (1999),
Cold Spring Harbor, New York).

Promotorové sekvence vynalezu mohou byt viozeny do expresivniho vektoru

pomoci marker s moznosti screeningu nebo scorable marker(, jak je popsano
a vyzkou$eno v transientnich analyzach, které poskytuji indikaci genové exprese ve
stabilnich rostlinnych systémech. Odbornici zpisoby testovani genové exprese po-
moci transientnich metod znaji. Transientni exprese marker gend se prokazala na
mnoha rostlinach, tkanich a na systémech dodavky DNA. Napfiklad mohou druhy
tranziénich analyz zahrnovat, avak nejsou omezeny na pfimou dodavku genu po-
moci elektroportace nebo bombardovani tkané casticemi v jakékoliv zkousce transi-
entni rostliny za pousziti jakéhokoliv rostlinného druhu naseho zajmu. Takové tran-
ziéni systémy zahrnuji, avéak nejsou omezeny na protoplasty ze suspenzni kultury
v pSenici (Zhou a kol., Plant Cell Reports 12:612, 1993), elektroportace listovych
protoplastl p$enice (Sethi a kol., J. Crop Sci. 52:152, 1983), elektroportace proto-
plastl pfipravenych z tkané kukufice (Sheen, J. The Plant Cell 3:225, 1991), nebo
bombardovani specifické tkané& naseho zajmu Casticemi. Vynalez obsahuje pouZiti
jakéhokoliv transientniho expresivniho systému pro uréeni regulacnich sekvenci ope-
rativné navazanych na vybrané reporter geny, marker geny nebo agronomické geny
nadeho zajmu. Priklady moznych rostlinnych tkani pro testovani v transientech po-

moci vhodného systému dodavky zahrnuji, avéak nejsou omezeny na tkané listove
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baze, kalus, délozni listky, kofeny, endosperm, embrya, kvétni tkan, pyl
a epidermalni tkan.

Pro transientni zkouSku se muze pouzit jakykoliv marker s moznosti scree-
ningu nebo scorable marker. Mezi vyhodné marker geny pro transientni analyzu
promotor nebo 5 regulaénich sekevnci vynalezu patfi gen GUS (kéduijici sekvence
pro B

glukuronidazu) nebo gen GFP (kddujici sekvence pro zelené fluoreskujici
protein). Expresivni vektory obsahujici 5’ regulaéni sekvence operativné navazané
na marker gen jsou dopravovany do tkani a tkané se analyzuji vhodnym mechaniz-
mem, ktery zavisi na markeru. Kvantitativni nebo kvalitativni analyzy se pouzivaji
jako nastroj pro vyhodnoceni potenciainiho profilu exprese 5’ regulacnich sekvenci,
pokud jsou operativné navazany na agronomicky dllezité geny ve stabilnich rostli-
nach. Nakonec jsou promotorové sekvence vynalezu pfimo zaglenény do vhodnych
rostlinnych transformacnich expresivnich vektort, obsahujicich &' regulaéni sek-
vence operativné navazané na selektivni markery a geny naSeho zajmu. Dale se
transformuji do rostlin a tyto rostliny se poté analyzuji na pozadovany expresivni pro-
fil dodany 5’ regulaénimi sekvencemi.

Odbornici si jsou védomi vhodnych vektorli pro transformaci rostliny. Vhodné
vektory zahrnuji, avSak nejsou omezeny na neaktivované Ti-plazmidy pro Agrobacte-
rium-zprostfedkované metody. Tyto vektory mohou obsahovat rezistentni marker, 1-2
T-DNA okraje a mista ori pro E. coli a Agrobacterium spolu s jednim nebo vice geny
naseho zajmu a pfidruzenymi regula¢nimi oblastmi. Odbornici si jsou védomi, Ze pro
Agrobacteium-zprostiedkované metody je dostupnych nékolik Feté€zcld a zplsobu.
Takové rfetézce mohou zahrnovat, av§ak nejsou omezeny na Agrobacterium fetézce
C58, LBA4404, EHA101 a EHA105. Obzvlasté vyhodné fetézce jsou fetézce Agro-
bacterium tumefaciens. Dal$i DNA dopravni systémy pro rostlinnou transformaci jsou
také u odbornikl znamy a napfiklad zahrnuji, ale nejsou omezeny na bombardovani
vybranych rostlinnych tkani ¢asticemi.

Mezi ukazkové nukleové kyseliny, které mohou byt zavedeny pomoci zplsobu
toho vynalezu, mohou napfiklad patfit DNA sekvence nebo geny z jinych druhd nebo
dokonce geny nebo sekvence, které maji plivod ve stejném druhu nebo jsou ze stej-
ného druhu, ale spiSe jsou zabudované do recipientnich bunék metodami genetic-

kého inzenyrstvi, nez klasickou reprodukci nebo péstitelskymi technikami. AvSak vy-



36 * ::o-...: EE"..:

raz exogenni se zde ma také tykat gend, které normalné nejsou pfitomny v bufice,
ktera ma byt transformovana, anebo jen nejsou pfitomny v takovéto formé, strukture,
atd., jak je Ize nalézt v transformujicim DNA segmentu nebo genu, nebo genu, které
jsou zde jiz normalné pfitomny podle poZadavki, napf. kdyz maji mit nadmérnou
expresi. Proto termin ,exogenni“ gen nebo DNA se vztahuje na jakykoliv gen nebo
DNA segment, ktery je zaveden do recipientni buriky, bez ohledu na to, jestli v této
burice jiz néjaky takovy gen je pfitomen. Druh DNA obsazeny v exogenni DNA miiZe
obsahovat DNA, ktera je jiz v rostlinné bufice pfitomna, DNA z jiné rostliny, DNA
z rozdilného organismu nebo DNA vytvofenou externs, jako jsou DNA sekvence ob-
sahujici antimediatorovou genovou informaci nebo DNA sekvence kédujici syntetic-
kou nebo modifikovanou verzi genu.

Rostlinné transformaéni vektory obsahujici promotorové sekvence vynalezu,
mohou byt do rostlin zavedeny zpiisobem jakékoliv rostlinné transformace. Je do-
stupnych nékolik zplsobu, jak zavést DNA sekvence do rostlinnych bunék ajsou
v oboru dobfe znamé. Vhodné zpisoby zahrnuji, av§ak nejsou omezeny na bakteri-
alni infekce, binarni bakteriaini umélé chromozomové vektory, pfima doprava DNA

(napf. pomoci PEG-zprostfedkované transformace, desikaén&/inhibiéné zprostredko- °

vany prijem DNA, elektroportace, michani s viakny karbidu kiemiku a akceleraci
Castic pokrytych DNA (porovnano s Potrykus, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol., 42: 205,1991).

Zplsoby pro specifickou transformaci dvoudéloznych rostlin vyuZivaji hlavné
Agrobacterium tumefaciens. Napfiklad rostliny, kterych se to tyka, zahrnuji, avSak
nejsou omezeny na bavinu (U. S. Patent &. 5,004,863 U. S. Patent &. 5,159,135; U.
S. Patent &. 5,518,908, WO 97/43430), s6ju (U. S. Patent &. 5,569,834; U. S. Patent
¢. 5,416,011; McCabe a kol., Bio/Technology, 6: 923, 1988; Christou a kol., Plant
Physiol., 87: 671,1988); brukev (U. S. Patent ¢&. 5,463,174), a podzemnici olejna
(Cheng a kol., Plant Cell Rep., 15: 653,1996).

Podobné zplsoby se uvadi pro transformaci jednodéloZnych rostiin. Trans-
formace a regenerace rostlin za pouziti t&chto zplisobt byla popsana u mnoha plo-
din, které zahrnuji, avSak nejsou omezeny na chfest (Asparagus officinalis; Bytebier
a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 84: 5345,1987); jemen (Hordeum vulgarae:;
Wan a Lemaux, Plant Physiol., 104: 37,1994); kukufici (Zea mays; Rhodes, C. A., a
kol., Science, 240: 204,1988; Gordon-Kamm, a kol., Plant Cell, 2: 603, 1990:
Fromm, a kol., Bio/Technology, 8: 833, 1990; Koziel, a kol., Bio/T echnology, 11: 194,



1993); oves (Avena sativa; Somers, a kol., Bio/Technology, 10: 1589, 1992); sadovy
travnik (Dactylis glomerata; Horn, a kol., Plant Cell Rep., 7: 469, 1988); ryzi (Oryza
sativa, v¢etné indickych a japonskych odrtd, Toriyama, a kol., Bio/T echnology, 6: 10,
1988; Zhang, a kol., Plant Cell Rep., 7: 379, 1988; Luo a Wu, Plant Mol. Biol. Rep.,
6: 165, 1988; Zhang a Wu, Theor. Appl. Genet., 76: 835, 1988; Christou, a kol.,
Bio/Technology, 9: 957, 1991); &irok (Sorghum bicolor, Casas, A. M., a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A., 90: 11212, 1993); cukrovou ttinu (Saccharum spp.; Bower
a Birch, Plant J., 2: 409, 1992); kostfavu rakosovitou (Festuca arundinacea; Wang,
Z. Y. a kol., Bio/Technology, 10: 691, 1992); travu pro travniky (Agrostis palustris;
Zhong a kol., Plant Cell Rep., 13: 1, 1993); p3enici (Triticum aestivum; Vasil a kol.,
Bio/Technology, 10: 667, 1992; Weeks T., a kol., Plant Physiol., 102: 1077,1993;
Becker, a kol., Plant, J. 5: 299,1994), a vojté3ku (Masoud, S. A., a kol., Transgen.
Res., 5: 313,1996). Odbornikim je zfejmé, Ze je mozné pouzit a modifikovat nékolik
transformacnich postupl pro produkci stalych transgennich rostlin z jakéhokoliv
mnozstvi cilovych plodin naseho zajmu.

Transformované rostliny se analyzuji na pfitomnost genli naseho zajmu
a zkouma se hladina a/nebo profil exprese dodany promotorovymi sekvencemi vy- -
nalezu. Odbornici jsou si védomi mnoZstvi dostupnych zplsobl pro analyzu trans-
formovanych rostlin. Je pouZito rGznych zpusobG pro zkoumani exprese genu
a urCeni, zda se zavedeny gen (geny) integroval, zda spravné funguje a zda se dédi
tak, jak se pfedpokladalo. Pro tento vynalez mohou byt promotory vyhodnoceny po-
moci ureni hladin exprese genl, ke kterym jsou promotory operativné navazany.
Pfedbé&zné stanoveni promotorové funkce se mhze urcit pomoci tranzientni metody
za pouziti reporter gend, ale pfesnéj§i stanoveni promotorové funkénosti Ize dosah-
nout analyzou stabilnich rostlin. Zpisoby analyzy rostlin zahrnuji, avéak nejsou ome-
zeny na Southern a Northern hybridizaci, postupy zaloZzené na PCR, biochemické
analyzy, zpusoby screeningu fenotypu, hodnoceni poli a imunodiagnostické zkousky.

Zpusoby vynalezu zahrnuji, av8ak nejsou omezeny na pfipravu cDNA
knihovny, pfipravu genomickych knihoven, sekvenovani, sekvenéni analyzy, tech-
nologie PCR, konstrukci vektordl, prozatimni zkougky a zptisoby transformace rostlin,
které jsou odbornikim dobfe znamy a provadi se standardnimi technikami nebo je-
jich modifikacemi.

Nasledujici pfiklady jsou uvedeny pro demonstraci vyhodnych provedeni vy-

nalezu. Odbornici jisté oceni, Ze popsané techniky v nasledujicich pfikladech repre-
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zentuji takove techniky objevené vynalezci, které jsou dobfe pouZitelné pfi provozo-
vani vynalezu. Proto si odbornici jisté uvédomi, Ze v rdmci smyslu vynalezu, lze
provést mnoho zmén jednotlivych provedeni, které jsou dale popsany, a pfitom se
obdrzi témeéf shodny nebo podobny vysledek, aniz by se odklonilo od rozsahu vyna-
lezu. Proto vSechny dale uvedené dokumenty a doprovodné obrazky je tfeba chapat
jako ilustrativni materialy, ne jako materialy limitujici moZnosti vynalezu.

Prehled obrazki na vykresech
Obr. 1 je mapa plazmidu pMON19469

Obr. 2 je mapa plazmidu pMON43623
Obr. 3 je mapa plazmidu pMON42410
Obr. 4 je mapa plazmidu pMON42411
Obr. 5 je mapa plazmidu pMON25455
Obr. 6 je mapa plazmidu pMON46124
Obr. 7 je mapa plazmidu pMON43644
Obr. 8 je mapa plazmidu pMON45361
Obr. 9 je mapa plazmidu pMON43716
Obr. 10 je mapa plazmidu pMON43738
Obr. 11 je mapa plazmidu pMON45362
Obr. 12 je mapa plazmidu pMON43722
Obr. 13 je mapa plazmidu pMON43739
Obr. 14 je mapa plazmidu pMON45360

Priklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1
Rostlinny materidl, izolace DNA a konstrukce knihovny

Pro pfipravu knihoven kukufice je pouzito nékolik tkani a vyvojovych stadii
rostliny. Odbornici si jsou védomi riznych moznosti vybéru tkané a pfipravy, které se
razni od jednoho vzorkovace tkané ke druhému. Nasleduji podminky pro cilové
knihovny:

Podminky pro rust rostlin. Semena se zasadi do hloubky asi 3 cm do pldy

v kvétinaCich o priméru 5-7,5 cm, které obsahuji ristové médium Metro Mix 200
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a asi po 2-3 tydnech se piesadi do vétsich kvétinadd o praméru asi 25 cm, které ob-
sahuji stejnou pudu. Pridava se Peters 15-16-17 hnojivo o koncentraci 150 ppm N,
a to asi 3krat za tyden po pfesazeni. Poté se pfidava asi 2-3krat b&hem Zivota rost-
liny od pfesazeni po dobu kvétu. Do kazdého kvétinade se pfida asi 900 mg Fe.
Rostliny kukufice se péstuji ve skleniku pfi cyklech 15 hod den/9 hod noc. Teplota
béhem dne se udrZuje na 27 °C (80 °F) a no&ni teplota je 21 °C (70 °F). Osvétleni
zajistuji 1000 W sodikové vybojky.

Izolace tkdné. cDNA knihovna stfapce nedospélé kukufice (SATMONO021) se
vytvori z nedospélych kukufiénych (DK604, DEKALB Genetics, Dekalb llinois, U. S.
A.) stfapct pfi V8 vyvojovém stadiu rostliny. Tento stfapec je nezraly stfapec o délce
asi 2-3 cm. Stfapce se posbiraji a zmrazi v kapainém dusiku a ziskana tkan se
uchovava pfi minus 80 °C, aZ do pfipravy RNA.

cDNA knihovna kofene kukufice (SATMONO10) se vytvofi z kukufiéné
(DK604, DEKALB Genetics, Dekalb lllinois, U. S. A.) tkané kofenu pfi V8 vyvojovém
stadiu rostliny. Kofenova tkai se shromazduje kdyZ je kukufice ve stadiu 8.listu. Ko-
fenovy systém se odfeze od rostliny, promyje vodou a zbavi zeminy. Tkan se zmrazi
v kapalném dusiku a ziskana tkai se uchovava pfi -80 °C, a2 do pripravy RNA.

cDNA knihovna listu kukufice (SATMONO004) se vytvofi z kukufiéné (B73 x
Mol7, lllinois Foundation Seeds, Champaign, Illinois U. S. A.) tkéné celého listu pfi
V6 vyvojovém stadiu rostliny. Starsi listy ve spodni &asti a mladsi listy v hornich pozi-
cich se useknou u zac¢atku listu. Listy se shromazdi a okam3ité se nechaji zmrznout
v kapalném dusiku a rozdrti se. Ziskana tkar se uchovava pfi -80 °C, az do pfipravy
RNA. a

cDNA knihovna primarniho kofinku (SATMONOO7) se vytvofi z tkané primar-
niho kofinku kukufiénych (DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U. S. A) seme-
nacka starych 5 dnli. Semena se vysadi na vihky filtraéni papir v zakryté bedniéce
a schovaji se do tmy, dokud neza¢nou kli¢it (jeden den). Po vykli¢eni se bednitka
obsahujici vihky filtraéni papir pfemisti do skleniku s cyklem 15 hod den/9 hod noc
a necha se rust, dokud nejsou sazenice staré 5 dn. Teplota b&hem dne se udrzuje
na 27 °C a nocni teplota je 21 °C. Tkaf se shromazduje pfi stafi sazenic 5 dnd. PFi
tomto stadiu primarni kofinek (radikula) penetruje pfes kofenovou pochvu, ktera se
protlaila pfes obal semena. Primarni kofinek, ktery je asi 2-3 cm dlouhy, se oddéli
a zmrazi v kapalném dusiku. Ziskana tkan se uchovava pfi -80 °C, aZ do pfipravy
RNA.
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cDNA knihovna kukufiéného prvoklicku (SATMONOO08) se vytvofi z prvokli¢ku
(coleoptile 2-3 cm) kukufi¢nych (DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U. S. A.)
semenacku, které jsou staré priblizné 5 dnd (stejné podminky, jako pro ziskani
knihovny primarniho kofinku). Coleoptile se oddéli od zbytku semenacku a okamzité
se zmrazi v kapalném dusiku a uchovava se pfi -80 °C, dokud se nepfipravi RNA.

cDNA knihovna kukufi¢ného nevyvinutého listu (SATMONO11) se pfipravi z
kukufice (DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U. S. A.). Tkaf se shromaZzduje
kdyz je kukufice ve stadiu 6.listu. Druhy nejmladsi list, ktery je pod apikalnim (vrcho-
lovym) listem V6 kukuficné rostliny, se usekne u za¢atku a okamzité se prenese do
nadoby s kapalnym dusikem a listy se podrti. Ziskana tkan se uchovéava pfi -80 °C,
az do pfipravy RNA.

cDNA knihovna kukufiéného meristému (SATMONO13) se pfipravi z kukufice
(DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U. S. A.). Kukufiéna rostlina je ve stadiu
4 listu. List, ktery je na vrcholku rostliny kukufice ve stadiu V4, se nazyva zakladatel
meristému. Tento apikalni zakladatel meristtmu se ufeze aokamZité zmrazi
v kapalném dusiku a podrti se. Ziskana tkari se uchovava pfi -80 °C, az do pfipravy
RNA.

cDNA knihovna kukufitného plasté (SATMONO016) se piipravi z kukufice
(DKB04, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U. S. A.). Tkai plasté se shromazduje
z kukufiéné rostliny ve stadiu V8. KdyZz jsou kukufi¢né rostliny ve stadiu V8, paté
a esté spodni listy jiz maji pIné vyvinuté listové &epele. Na spodu téchto listi je ja-
zyéek diferenciovany a listova &epel se spojuje v plast. Plast se odstrani od spodu
listu a rozdrceny se viozi do kapalného dusiku. Ziskana tkaf se uchovava pfi -80 °C,
az do pripravy RNA.

cDNA knihovna kukufiéného stonku (stem) (SATMONO19) se pfipravi
z kukufice (DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lliinois U. S. A.). Rostlina je ve vyvo-
jovém stadiu V8 a paté a Sesté listy od spodu maji piné vyvinuté listové cepele.
Shromazduje se oblast mezi koleny 5. a 6. listll od spodu. Listy se odtrhnou a plast
se také odtrhne od stonku. Stonkova tkamn se zcela zbavi listové a plastove tkane.
Tkafi se zmrazi v kapalném dusiku a uchovava pfi -80 °C, az do pfipravy RNA.

cDNA knihovna nezralych stfapcd (SATMONOO1) se vytvofi z kukufice (B73,
lllinois Foundation Seeds, Champaign, lllinois U. S. A.). Nezralé kukufiné strapce se

shromazduji pfi V6 vyvojovém stadiu. Stfapce o délce 2-3 cm 'se shromazduji a
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zmrazi v kapalném dusiku. Ziskana tkan se uchovava pfi -80 °C, az do pfipravy
RNA.

cDNA knihovna kukuficného ouska (SATMONO023) se wvytvoii z kukufice
(DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U. S. A.). Tkan se sbira pfi V8 vyvojovém
stadiu. Délka sbiraného ouska je asi 10-15 cm a vlakna kvetouci kukufice jsou Cers-
tvé vyrostié (pfiblizné dva a pll centimetru). Ousko je spolu s vlidkny kvetouci kuku-
fice zmraZzeno v kapalném dusiku a tkan se uchovava pfi -80 °C, az do pfipravy
RNA.

cDNA knihovna kukufiénych semenackl vypéstovanych pfi nadostatku svétla
(SATMONO29) se vytvoii z kukufice (DK604, DEKALB Genetics, Dekalb, lllinois U.
S. A.). Seminka se nechaji vykli¢it na vihkém filtraénim papife v zakryté bednicce,
ktera se necha stat 4 dny ve tmé. Teplota béhem dne je okolo 27 °C a nocni teplota
asi 21 °C. Tkan se shromazduje pfi stafi semenackl 4 dny. V8echny struktury se-
menadcka se zdaji byt tenké a prodiouzené. Primarni kofinky protrhly kofenovou po-
chvu ajsou asi 4-5cm dlouhé. Také se objevuji sekundarni lateralni kofinky.

Coleoptile se také dostane skrze obal semena a je asi 4-5 cm dlouhy. Semenacky se

zmrazi v kapalném dusiku a rozdrti. Tkar se uchovava pfi -80 °C, aZ do pfipravy

RNA.

cDNA knihovna kukufiéného endospermu (22 dnti po opyleni, nebo také jinak
znadeno 22-DAP) (SATMONO036) se vytvofi z kukufice RX601. Ristové podminky
byly nasledujici: kukufitné seminka se sterilizuji po dobu 1 minuty v 10% roztoku
Cloroxu, zabali se do papiru uréeného pro kli¢eni a necha se klicit v 0,5 mM roztoku
siranu vapenateho po dobu dvou dnu pfi 30 °C. Semenacky se presadi do raseli-
nové smési do 12,5 cm kvétinadl o hustoté 3 semenacky na kvétinag. Semenacky
se nechaji rGst ve skleniku a dvacet kvétina&l se necha v prostfedi o velkem obsahu
CO, (1000 ppm CO,) a dvacet rostlinek se necha vyrast pfi asi 450 ppm CO,. Rost-
liny se ruéné zalévaji a lehce se pfihnojuji hnojivem Peters 20-20-20. Po 10 dnech
od vysazeni se kliéky z obou atmosfér umisti do kapalného dusiku a lehce se podrti
v ruce. Kofinky se promyji destilovanou vodou, aby se oddélila vétSina pidy a zmrazi
se v kapalném dusiku. Tkan se uchovava pfi -80 °C, aZz do pfipravy RNA.

Pro pfipravu cDNA knihoven se RNA precisti pomoci prostfedku Trizol, ktery
dodavaiji Life Technologies (Gaithersburg, Maryland), pouziva se podle doporuceni

vyrobce. Poly A+ RNA (mRNA) se precisti pomoci magnetickych oligo dT kulicek tak,
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jak je doporu¢eno vyrobcem (Dynabeads, Dynal Corporation, Lake Success, New
York).

Konstrukce cDNA knihoven je v oboru dobfe znama a existuje nékolik klono-
vacich postupl. Komeréné je dostupnych nékolik sestav pro konstrukci cDNA
knihovny. Zde je pouzito The SuperscriptTM Plasmid System for cDNA synthesis
and Plasmid Cloning (Gibco BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD) za dodrZeni
podminek doporu¢enych vyrobcem.

cDNA knihovny se umisti na LB agar, ktery obsahuje vhodné antibiotika pro
selekci, a necha se-inkubovat pfi 37 °C po dostate¢nou dobu, aby mohli rist indivi-
dualni kolonie.

Jednotlivé kolonie se po jedné umisti do jednotlivych jamek na mikrotitracni
destiéce obsahujici 96 jamek, které obsahuji LB kapalinu se selektivnimi antibiotiky.
Desti¢ky se nechaji inkubovat pfes noc pfi asi 37 °C za jemného promichavani pro
zZlep$eni rustu kultur. Plazmidova DNA se izoluje z kazdého klonu za pouZiti sestav
Qiaprep Plasmid Isolation pfi podminkach doporu¢enych vyrobcem (Qiagen Inc.,
Santa Clara, CA).

Matricové plazmidové DNA klony se pouZiji pro nasledujici sekvenovani. Pro -
sekvenovani se pouZije sestava ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle Sequen-
cing Ready Reaction Kit s polymerazou AmpliTag® DNA Polymerase, FS, (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA).

Ptiklad 2

Identifikace promotort

Pro identifikaci vhodnych promotorti pro expresi operativné navazanych DNA
sekvenci v nékolika tkanich se vyuZije databidze EST sekvenci odvozena od cDNA
knihoven pfipravenych z raznych kukufiénych tkani. Sekvence se také pouzivaji pro
tvorbu dotazovacich sekvenci pro vyhledavani v GenBank databazich, které obsahuji
drive identifikované a zaznamenané sekvence a také se daji vyuzit pro vyhledavani
oblasti homologie za pouZziti BLAST programt. Vybér pfepsanych sekvencnich tagu
(ESTs) pro naslednou izolaci promotoru odrézi pfitomnost jedné nebo vice sekvenci
mezi pfitomnymi ESTs z namatkového odbéru vzorkl individualni cDNA knihovny
nebo sbirky cDNA knihoven. Pro identifikaci regulaénich sekvenci, které fidi expresi
transkriptl v cilovych tkanich naseho zajmu, z EST sekvenci v databazi, se vytvori

vyhledavani v podmnozinach, tedy vyhledavani ESTs, které jsou obsazeny v cilovych
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databazich, jako jsou databaze listl, ousko, stonek, stfapec, meristém, kofen a se-
menacek. Vyhledavani promotor pro expresi gent s glyfosatovou toleranci se pro-
vadi podrobnym vybé&rem knihoven reproduktivnich a rychle se délicich tkani, dokud
Ize identifikovat vhodné 5' sekvence pro vegetativni a reproduktivni toleranci. Vy-
brané cile se podrobi elektronické northernove funkci, pfi které se zobrazi domnély
profil exprese tkané a zobrazi se hladiny vyskytu v knihovné pro dané EST. Identifi-
kuji se cilové ESTs s pozadovanym profilem exprese a hladiny vyskytu a navrhnou
se gen specifické primery na zakladé identifikované EST sekvence. Procenta vyskytu
se vztahuji ktomu, kolikrat se ¢&lenové skupiny vztaZenych sekvenci objevi

v knihovné, ze které jsou EST odvozeny.

Lze vybrat nékolik parametrl pro obdrzeni vybranych ESTs a tento vybeér
bude zaviset na dostupné EST databazi a poc¢itatovém programu vybranych pro
sekvenéni analyzu a vyhledavani. U promotort 5° regulaénich sekvenci ze SEKV. ID.

C.: 53-75, se pouZiva procentualni vyskyt ve vybranych knihovnach od 0,05 az 0,50.

Tabulka 1 poskytuje informace o plivodu a identifikaci klonu (EST), knihovni .

zdroje a identifikator (g) v GenBank pro ESTs, ktery se pouZiva pro naslednou izolaci
promotorovych sekvenci SEKV. ID. C: 53-75. Anotace k sekvencim jsou zazname-
nany pro jednotlivé identifika¢ni ¢isla klont, zaloZzené na vyhledavani pomoci Gen-
Bank BLAST, s omezenim p-hodnoty 10-8. Informace se mize dale ménit pfi vkla-
dani novych sekvenci do databazi. Anotace pro ESTs jsou dale uvedeny
s charakteristikou sekvenci v zavorkach (Geskym textem psanym kurzivou je uve-
dena charakteristika sekvenci v zévorkéch):

Klon ID 700333814 (kukufi¢na mRNA pro cysteinproteinazu, kion CCP, kom-
pletni cds);

Klon ID 700806028 (kukuficna mRNA pro enolazu);

Klon ID 700210506 (H. vulgare mRNA pro UDP pyrofosforylazu);

Kion ID 700043360 (kukufiény pyruvat, ortofosforeCnandikinazova mRNA,
kompletni cds);

Klon ID 700094769 (p$eni¢na mRNA pro cytosolickou fosfoglyceratkinazu);

Klon ID 700150082 (Z. mays mRNA fetézce B73 beta-D-glukozidazy, jaderny
gen kodujici protein chloroplastu, kompletni cds);

Klon ID 700094721 (pSeni¢na mRNA pro cytosolickou fosfoglyceratkinazu),

.
.t [AY X}
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Klon ID 700164347 (Z. mays W-22 histon H2A mRNA, kompletni cds), dva
klony SEKV. ID. C.: 53 a SEKV. ID. C.: 54, které obsahuji asi 2,0 kb dalich

sekvenci;

Klon ID 700154443 (Z. mays elongaéni faktor 1-alfa);
Klon ID 700017196 (Z. mays gen pro cyklofilin);

Klon ID 700342364 (Z. mays mRNA pro faktor iniciace translace 5A);

Kion ID 700342580 (Z. mays MNBIb mRNA pro DNA-vazici protein);

Klon ID 700342746 (Z. mays mRNA ribozomainiho proteinu S8, kompletni

cds);

Klon ID 700164205 (Z. mays gen DNAJ-pfislusného proteinu ZMDJ1 (mdJl),

kompletni cds);

Klon ID 700343485 (mRNA pfibuzné Cirokovému proteinu teplotniho Soku 70

(hsc70);

Klon ID 700345557 (Z. mays mRNA ubichitin vaziciho enzymu (UBC), kom-

pletni cds);

Klon ID 700345819 (Z. mays peroxid dismutazovy 4A (sod4A) gen, kompletni

cds);

Klon ID 700345704 (V. faba mRNA guanin nukleotidového regulaéniho pro-

teinu, kompletni cds).

Tabulka 1. Souhrnné informace o promotorech

SEKV.ID.C. Klon ID &islo

57
62
58
61

- 59
60
63
64
53
54
55
56

700046047
700333814
700806028
700210506
700043360
700094769
700150082
700094721
700164347
700164347
700154443
700017196

Zdroj knihovny

GenBank Identifikator (q)

list

stonek (stem)
endosperm, 22-DAP
plast

list

prvokli¢ek
primarni kofinek
prvoklicek
meristém
meristéem
primarni kofinek

nezraly stfapec

bez oznadeni
g643596
g22272
09212995
g168579
g21834
g4096601
g21834
g473602
g473602
92282583
9829147
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65 700342364 nezraly stfapec 91546918

72 700342580 nezraly stfapec g397395

73 700342976 nezraly stfapec bez oznadeni

66 700342746 nezraly stfapec g1498052

75 700350638 ousko, rostouci bez oznaceni
vlakna kvetouci
kukurice

67 700342649 nezraly stfapec bez oznaceni

68 700164205 meristém g2984708

69 700343485 nezraly stfapec g1181672

70 700345557 nezraly stfapec g2668743

71 700345819 nezraly stfapec g1899026

74 700345704 nezraly stfapec g395071

Pfiklad 3

Konstrukce genomické knihovny, PCR amplifikace a izolace promotort

Pro ziskani genomickych knihoven se izoluje kukufi¢na DNA (z kukufi¢ného °
hybridu Fr27 X FrMo17) pomoci CsCl purifikaéniho postupu podle Ausubel a kol.,
1992, pomoci CTAB purifikacniho zpisobu (Rogers a Bendich, Plant Mol. Biol., 5:69,
1988), nebo podobnym zplsobem izolace DNA vhodnym pro izolaci rostlinné DNA.
Reagencie jsou komer¢né dostupné (viz napf. Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
Knihovny se pfipravi podle instrukci vyrobce (GENOME WALKER, coz je obchodni
znaCkou CLONTECH Laboratoriem, Inc., Palo Alto, CA). V oddélenych reakcich se
genomicka DNA podrobi nestépeni restrikénim enzymem pifes noc pii 37 °C
s nasledujicimi endonukleazami se zarovnanymi konci: EcoRV, Scal, Dral, Pvull
nebo Stul (CLONTECH Laboratoriem, Inc., Palo Alto, CA). Reak&ni smési extrahuji
smési fenol:chloroform, vysraZzi se ethanolem a resuspenduji v Tris-EDTA tlumidi.
Piecisténé fragmenty genomické DNA se zarovnanymi konci se poté vazi na
GenomeWalker™ adaptéry a navazani DNA fragmentl na adaptéry se provadi
podle postupu vyrobce. Podknihovny GenomeWalker™ se rozdéli na alikvotni dily a
uchovavaiji pfi -20 °C.

Genomicka DNA navazana na GenomeWalker™ adaptér (viz vysSe) se pod-
robi prvnimu kolu PCR amplifikace s gen-specifickym primerem 1 (GSP1) a

s primerem, ktery tepelné hybridizuje na adaptérovou sekvenci, coz je adaptér primer
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1 (AP1) SEKV. ID. C.:1. Ztedény (1:50) alikvot primarni PCR reakce se pouZije jako
vstupni DNA pro vnofené kolo PCR amplifikace s gen-specifickym primerem 2
(GSP2) a adaptér primerem 2 (AP2) SEKV. ID. C.:2, nebo adaptér primerem 3 (AP3)
SEKV. ID. C.:3. Teploty pro teplotni hybridizaci GenomeWalker™ primamiho primeru
(AP1) a nested primeru (AP2) jsou 59 °C a 71 °C, v daném pofadi. Obecna jsou gen
specifické primery navrzeny tak, aby méli nasledujici viastnosti: délka 26-30 nukleo-
tida, 40-60% obsah GC s vyslednymi teplotami vétsiny gen-specifickych primer(l do
rozsahu 60 °C nebo asi 70 °C. Pouzitd Taq polymerdza je Amplitaq Gold™, je
k dostani od Perkin-Elmer Biosystems (Branchbury, New Jersey). Existuje nékolik
komercné dostuphych teplotnich cyklovaél a sestav s chemikaliemi pro provadéni
PCR experiment( a jsou dostupné od PE Biosystems (Foster City, CA), Strategene
(La Jolla, CA) a MJ Research Inc. (Watertown, MA). Nasledné po primarni PCR re-
akci se odebere alikvot (10-15 pl) pro analyzu na agarovém gelu. Izolace kazdé ne-
zname sekvence vyZadovala amplifikaci od 5 sub-genomickych knihoven a negativni
kontrolu (bez DNA).

Zde jsou uvedené bézZné pouzivané PCR komponenty a podminky:
PRIMARNI PCR (zpusob 1)

komponenta mnozstvi/poZzadovany objem
alikvot subknihovny 1l

gen-specificky primer 1 1 ul (100 pmol)

GenomeWalker™ adaptér primer 1 (AP1) 1 pl

dNTP mix (10 mM kazdého dNTP) 1ul

DMSO 2,5 pl (nebo 2-5 % vysledné konc.)
10X PCR tlumivy roztok (obsahujici MgCl,) 5 ul (vysledna koncentrace 1X)
Amplitaq Gold™ 0,5ul

destilovana voda pro vysledny reakéni objem 50 pl

Reakéni podminky pro primarni PCR:

A. 9 minut pfi 95 °C

B.94°C po dobu 2s, 70°C po dobu 3 min; 7krat opakovany cykius
94 °C/70 °C
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C.94°C po dobu 2s, 65°C po dobu 3 min; 36krat opakovany cyklus
94 °C/65 °C

D. 65 °C po dobu 4 min jako posledni prodlouzeni

E. 10 °C pro prodlouzenou inkubaci

Nested PCR (sekundarni PCR reakce)

komponenta mnozZstvi/poZzadovany objem
primarni PCR reakce zfedéna 1:50 1l

gen-specificky primer 2 1wl (100 pmol)
GenomeWalker™ adaptér primer 2 nebo 3 1 pl

(AP2 nebo AP3)

dNTP mix (10 mM kazdého dNTP) 1l

DMSO 2,5l

10X PCR tlumivy roztok (obsahujici MgCl,) 5 ul (vysledna koncentrace 1X)
Amplitaq Gold™ 0,5ul

destilovana voda pro vysledny reakéni objem 50 ul

Reakéni podminky pro nested PCR:

A. 9 minut pfi 95 °C

B.94°C po dobu 2s, 70°C po dobu 3 min; 5krat opakovany cyklus
94 °C/70 °C

C.94°C po dobu 2s, 65°C po dobu 3 min; 24krat opakovany cyklus
94 °C/65 °C

D. 65 °C po dobu 4 min jako posledni prodlouzeni

E. 10 °C pro prodlouzenou inkubaci

Odbornici si jsou védomi moznosti variaci PCR podminek véetné vybéru po-
lymerazy, cyklickych podminek a koncentraci reakénich komponent. DalSi modifi-
kace vySe uvedeného postupu véetné pouziti Expand High Fidelity polymerazy
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN), Taq polymerazy (Promega Corp., Madison,

WI) a mirné variace v teploté jsou uvedeny nize:
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MODIFIKACE 1: Polymeraza (Expand High Fidelity, Boehringer Mannheim,
IN)

Primarni PCR reakce

krok1 95°C 2 min

krok2 94°C 2s

krok3 72°C 3 min

krok 4  krok 2 a 3 se opakuje 7krat

krok5 94°C 2s

krok6 68°C 3 min

krok 7 krok 5 a 6, 36krat

Sekundarni PCR reakce

krok 1, krok 2, krok 3 (stejné jako primarni PCR reakce)
krok 4  krok 2 a 3 se opakuje 5krat

krok 5 a krok 6 (stejné jako primarni PCR reakce)

krok 7 krok 5 a krok 6, 24krat

MODIFIKACE 2: Polymeraza (Amplitaq Gold™, Perkin Elmer, Foster City, CA)
Primarni PCR reakce

krok1 95°C 10 min

krok2 94°C 2s

krok3 70°C 3 min

krok 4  krok 2 a 3 se opakuje 7krat

krok5 94°C 2s

krok6 68°C 3 min

krok 7 krok 5 a krok 6 se opakuje 24kréat

MODIFIKACE 3: Enzym polymeraza je Taq (Promega Corp., Madison, WI),
stejné cyklické podminky jako u modifikace 2, kromé& kroku 1, ktry se provadi po
dobu 2 minut.

MODIFIKACE 4: Enzym polymeraza je AccuTaq (Sigma, St. Louis, MO),

stejné cyklické podminky jako u modifikace 3.
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MODIFIKACE 5: Polymeraza je Expand High Fidelity (BM)

Smés primarni PCR sekundarni PCR
10X PCR tlumivy roztok 2l 1ul

dNTP 1 ul 1ul

adaptér primer (10 mM) 1 ul AP1 1 ul AP2
gen-specificky primer (10mM) 1 ul GSP1 1 ul GSP2
Polymeraza 2,5 jednotek 3,5 jednotek

matricova DNA
H20 to

GenomeWalker™ knihovna1 pl  1:50 prim. PCR produktu

az do20 pl az do 50 pl

MODIFIKACE 5: cyklické podminky PCR:

krok 1
krok 2
krok 3
krok 4
krok 5
krok6
krok 7
krok 8
krok 9

94°C 1min

94°C 2s

70°C 3 min

krok 2 se opakuje dalSich 5 cyklu
94°C 2s

68°C 3 min

krok 5 se opakuje dal$ich 34 cyklu
68 °C 10 min

10 °C  udrzZeni teploty

MODIFIKACE 6: podminky PCR

krok 1
krok 2
krok 3
krok 4
krok §
krok 6
krok 7
krok 8

95°C 2min

94°C 30s

65°C 30 s, snizit o 1 °C na kazdy cyklus po dobu 14 cykld
72°C 3 min

kroky 2-4 se opakuji 14krat

50 °C

72°C

kroky 6-7 se opakuji 15krat

Modifikace 5 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 53
(Klon ID#700164347). SEKV. ID. C.: 1 se skombinuje se GSP1 SEKV. ID. C.: 6
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v primarni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. C.: 2 skombinuje s
GSP2 SEKV. ID. C.: 7 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

Modifikace 5 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 54
(Klon ID#700164347, ktery obsahuje dal$i 2 kb 5' sekvence). SEKV. ID. C.: 1 se
skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 6 v primarni PCR reakci. Pro nested PCR reakci
se SEQ ID ¢&. 2 skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 7 v sekundami PCR reakci a PCR
produkt se izoluje.

Modifikace 5 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 55
(Klon ID#700154443). SEKV. ID. C.: 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 8 v pri-
marni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. C.: 2 skombinuje s GSP2
SEQ ID €. 9 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

Modifikace 5 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 56
(Klon ID#700017196). SEQ ID &. 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 10 v
primamni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEQ ID &. 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 11 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zpusob 1 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 62
(Klon 1D#700333814) SEKV. ID. C.: 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 22 v pri-°
marni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. C.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 23 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zptisob 1 se pouzije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 59
(Klon ID#700043360). SEKV. ID. C.: 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 16 v pri-
marmni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. C.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 17 v sekundami PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zplisob 1 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 60
(Klon ID#700094769) SEKV. ID. &.: 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 18 v pri-
marni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. C.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 19 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zplisob 1 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 61
(Klon ID#700210506) SEKV. ID. C.: 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 20 in a
primary PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. C.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 21 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zplisob 1 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 57
(Klon 1D#700046047) SEKV. ID. C.: 1 se skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 12 v pri-
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marni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. &.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 13 v sekundami PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zplsob 1 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. &.: 58
(Klon 1D#700806028). SEKV. ID. C.: 1 skombinuje s SEKV. ID. &.: 14 v primamni
PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. .: 2 skombinuje s SEKV. ID. C.:
15 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zplsob 1 se pouZije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 63
(Klon ID#700150082). SEKV. ID. C.: 1 skombinuje s GSP1 SEKV. ID. C.: 24 v
primarni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. &.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 25 v sekundarmi PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

PCR zpusob 1 se pouZzije pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 64
(Klon 1D#70094721). SEKV. ID. C.: 1 skombinuje s GSP1 SEKV. ID. &.: 26 v
primarni PCR reakci. Pro nested PCR reakci se SEKV. ID. €.: 2 skombinuje s GSP2
SEKV. ID. C.: 27 v sekundarni PCR reakci a PCR produkt se izoluje.

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 65 (Klon ID#700342364) se
GSP1 primer o SEKV. ID. C.: 28 skombinuje s SEKV. ID. €.: 1 v primarni PCR reakci
podle PCR modifikace 1. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer SEKV. ID. &.:
2. skombinuje s GSP2 primerem o SEKV. ID. C.: 29 a PCR produkt se izoluje,
klonuje do pGEM-T easy vektoru (Promega, Madison, W1), a transformuje do E. coli
HB101. Pro zavedeni Stul restrikéniho mista na 3’ konci a Hindlll mista na 5' kongci
promotoru se pouzije pGEM-T klon promotoru jako matrice pfi PCR reakci, za pouZiti
zpUsobu 6 se SEKV. ID. C.: 3 a GSP primerem o SEKV. ID. &.: 30.

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 66 (Klon ID#700342746) se
GSP1 SEKV. ID. C.: 31 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podle
PCR modifikace 1. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 2
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 32 a PCR produkt se izoluje (~1,2 kb PCR
produktu za pouZiti Dral-nastépené genomické knihovny). Pro zavedeni Stul mista
na 3' konec a Hindlll mista na 5' konec se pouzije promotorovy klon jako matrice v
PCR reakci za pouziti zplisobu 6 s adaptér primerem o SEKV. ID. C.: 3 a GSP
primerem o SEKV. ID. C.: 33. PCR produkt se izoluje a klonuje do pGEM-T easy
(Promega Corp., Madison, WI).

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 67 (Kion ID#700342649) se
GSP1 SEKV. ID. C.: 34 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podie
PCR modifikace 2. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer SEKV. ID. C.: 2
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skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 35 a PCR produkt se izoluje. Pro zavedeni Stul
mista na 3' konec a Hindlll mista na 5' konec se pouZije promotorovy klon jako
matrice v PCR reakci za pouZiti zplisobu 6 s adaptér primerem o SEKV. ID. C.:3a
GSP primerem o SEKV. ID. C.: 33.

Pro izolaci SEKV. ID. C.: 68 (Klon ID#700164205) se GSP1 SEKV. ID. C.. 37
skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podle PCR modifikace 3. Pro
sekundarni PCR reakci se nested primer SEKV. ID. C.: 3. skombinuje s GSP2
primerem o SEKV. ID. C.: 38 a PCR produkt se izoluje (~0,5 kb PCR produktu za
pouZiti Stul-nastépené genomické knihovny) aklonuje se do pGEM-T Easy
(Promega Corp., Madison, W1).

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 69 (Klon ID#700343485) se
GSP1 SEKV. ID. &.: 39 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podle
PCR modifikace 3. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 40 a PCR produkt se izoluje a klonuje do pGEM-T
Easy (Promega Corp., Madison, WI).

Pro izolaci promotoru o SEKV. ID. C.: 70 (Klon |D#700345557) se GSP1
SEKV. ID. C.: 41 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podle PCR"
modifikace 3. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 42 a PCR produkt se izoluje.

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 71, (Klon ID# 700345819) se
GSP1 SEKV. ID. &.: 43 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primami PCR reakci podle
PCR modifikace 3. Pro sekundami PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 44 a PCR produkt se izoluje za pouZiti ECORV-
nastépené knihovny).

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 72 (Klon ID#700342580) se
GSP1 SEKV. ID. C.: 45 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podle
PCR modifikace 4. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 46. Izoluje se PCR produkt o ~2,2 kb za pouZiti
Scal-nastépené knihovny.

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 73 (Klon ID# 700342976) se
GSP1 SEKV. ID. &.: 47 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 podle PCR modifikace 4. Pro
sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3 skombinuje s GSP2
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SEKV. ID. C.: 48. Izoluje se ~40 kb PCR produkt za pouziti Scal nastépené
knihovny.

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 74 (Klon ID# 700345704) se
GSP1 SEKV. ID. C.: 49 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primarni PCR reakci podle
PCR modifikace 4. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 50. Izoluje se ~1,3 kb PCR produkt za pouZiti
EcoRV nastépené knihovny.

Pro izolaci promotorové sekvence SEKV. ID. C.: 75 (Klon ID# 700350638) se
GSP1 SEKV. ID. C.: 51 skombinuje s SEKV. ID. C.: 1 v primami PCR reakci podle
PCR modifikace 4. Pro sekundarni PCR reakci se nested primer o SEKV. ID. C.: 3
skombinuje s GSP2 SEKV. ID. C.: 52. Izoluje se ~1,0 kb PCR produkt za pouziti Stul
nastépené knihovny (PCR zpusob 4).

Priklad 4

|zolace a klonovani promotor(

Vysledné fragmenty DNA z vySe popsané nested PCR amplifikace se izoluji
a pretisti na gelu. 40p! alikvot ze sekundarni PCR se pfedisti na agarovém gelu.
DNA fragment produktu sekundarni PCR se precisti na agarovném gelu za pouZiti
BIO101 Geneclean Il Kit (Midwest Scientific, Valley Park, MO) za dodrzeni podminek
doporuéenych vyrobcem. Precisténa DNA se navaze na pGEM-T Easy vektor
(pGEM-T Easy Vector System |, Promega Corp., Madison, WI) za dodrZzeni podmi-
nek doporucenych vyrobcem. Alikvot vazebné reakce se transformuje do vhodného
E. coli hostitele, jako je DH10B a buriky se umisti na selektivni médium (pro DH10B
je to 100 ul/ml karbenicilin). Vyberou se bakteriaini transformanty, nechaji se vyrast
v kapalné kultufe a izoluje se plazmidova DNA za pouZiti komeréné dostupné se-
stavy, jako je Qiaprep Spin Microprep Kit (Qiagen Corp., Valencia, CA). Piecistény
plazmid obsahujici pfedpokladanou velikost inzertl zaloZenou na analyze restrikCnim
enzymem, se sekvenuji za pouziti metody barevného terminatoru v obou smérech za
pouziti M13 plvodnich a reverznich primert ukazanych v SEKV. ID. C.: 4 (M13 pu-
vodni primer) a SEKV. ID. C.: 5 (M13 reverzni primer). Restrikéni enzymy jsou do-
stupné od mnoha vyrobcu (viz napfiklad Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). 5’
lemujici oblast obsahujici promotorovou sekvenci je urena a vyobrazena v SEKV.

ID. &.: 53-75. Geneticky inzenyring restrikénich mist pro klonovani do vhodnych vek-
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tortl, bézné pouzivd PCR zplUsob popsany ve zplsobu 6, pfi pouZiti standardnich
technik molekularni biologie, které odbornici znaji.

Piiklad 5

Analyza rostlinnych bunék na aktivitu promotort

Pro expresi rostlinnych bunék se fragmenty promotort klonuji do expresivnich
vektorl, jako je pMON19469, jak je ukazano na obrazku 1. Plazmid pMON19469 je
expresivni vektor sestavajici z nasledujicich genetickych komponent. P-
CaMV.35S:en je promotor pro 35S RNA z kvétakovitého mozaikovitého viru (CaMV)
obsahujiciho zdvojeni oblasti od -90 po -300; I-Zm.Hsp70 je intron kukuficneho pro-
teinu teplotniho Soku, jak je popsané v U. S. Patent Nos. 5,593,874, ktery je zde cely
uveden pomoci odkazu a dale v 5,859,347, ktery je zde cely uveden pomoci odkazu;
Ec.GUS:1 (GUS:1) je kédujici oblast pro glukuronidazu; T-AGRTU.nos je terminacni
signal z genu nopalin syntazy izolovaného z Agrobacterium tumefaciens; ori-M13 a
ori-pUC jsou replikaéni originaly; AMP je regulacni oblast pro vybér ampicilinu. Po-
kud se identifikuje iniciaéni AUG kodon cilového promotoru, fragment se naklonuje
do pMON19469 namisto P-CaMV.35S:en genetického elementu. Pokud se iniciacni
AUG kodén neidentifikuje, fragment promotoru se naklonuje do expresivniho vek-
toru, ktery je modifikovany tak, aby umoznil translaéni fuze s reporter genem jako je
B-glukuronidaza (GUS) (Jefferson a kol., EMBO J., 6: 3901,1987) nebo zeleny fluo-
rescenéni protein (GFP), jak je popsano v Pang a kol., Plant Physiol. 112: 893
(1996). pMON25455 (obr. 5) je zakladni expresivni vektor sestévajici z ryZzového ak-
tin promotoru od Act1 genu, GUS:1 kddujici sekvence a T-AGRTU.nos terminatoru.
Mezi dali zakladni expresivni vektory patfi riizné expresivni elementy, ktere zahr-
nuji, avéak nejsou omezeny na pMON42410 (obr. 3), pMON42411 (obr. 4), a
pMON46124 (obr. 6). Promotorové DNA fragmenty vynalezu mohou nahradit pro-
motorové elementy bazického expresivniho vektoru pro uréeni promotorové aktivity
DNA fragmentd.

Promotorové DNA fragmenty, které maji identifikacni Cisla klond [D#s:
700342746 (SEKV. ID. C. 66), 700342364 (SEKV. ID. C. 65), 700350638 (SEKV. ID.
&. 75), 700164205 (SEKV. ID. C. 68), 700343485 (SEKV. ID. C. 69), 700345557
(SEKV. ID. C. 70), 700345819 (SEKV. ID. €. 71), 7003442580 (SEKV. ID. C. 72),
700342976 (SEKV. ID. C. 73), 700345704 (SEKV. ID. C. 74), se klonuji do GUS ob-

sahujici zakladni expresivni konstrukce, pomoci nastépeni restrikénim enzymem
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a pasobenim DNA ligazy na fragmenty za vhodnych podminek, které odbornici
v molekularni biochemii dobfe znaji. Precisténa plazmidova DNA vyslednych expre-
sivnich kazet se testuje v kukufiénych protoplastech elektroportatni zkouskou na
GUS aktivitu. Je dostupnych nékolik zkousek a odbornici je dobfe znaji. Lze pouZit
analyzu reporter genll v protoplastovém systému pro zjisténi aktivity regulacniho
elementu, jako je promotor operativné navazany na reporter gen. Izolace listového
protoplastu a postup elektroportace se v zasadé provadi tak, jak popsal Sheen (Plant
Cell 3: 225-245,1991) s nasledujicimi modifikacemi: pouZité semeno je FR27RHM X
FRMol7RHM od lllinois Foundation Sevydavatelé Semeno je povrchové sterilizovano
po dobu 2 minut v 95% ethanolu, dvakrat je vycisténo ve sterilované vodé, 30 minut
v 50% bélidle (Clorox) s 2 kapkami Tween-20, troje promyti ve sterilované vodé na-
sledovalo 5-ti minutové maceni v benlat’/kaptanovém roztoku pro prevenci ristu hub.
Semena se nechaji kiigit v bedniékach pro rostliny obsahujicich 100 ml 1/2 MS me-
dia (2,2 g/l MS soli, 0,25% gerlite), 7 semen na bedni¢ku. Semena se nechaji klicit 5
dntl pfi 26 °C pfi 16/8 hodinovych den/noc fotoperiodach a 7 dnd v temnu pfi 28 °C.
Druhy list z ka2dé rostliny se podélné nafeze za pouZiti Cepele €.11 ze sady chirur-
gickych nozil (Feather no. 11). Doba nastépeni jsou dvé hodiny a 10 minut na svétle
pfi 26 °C. Po nastépeni se platky dvakrat odstiedi pfi 80-100 ot./min., kazdy po dobu
20 sekund a protoplast/enzymovy roztok se pipetuje pfes 190 pm tkafiovy filtr. Proto-
plasty se pogitaji pomoci hemacytometru, ktery pocita pouze neporusené a kruhovité
protoplasty. Do kazdé kyvety se pfida od deseti do padeséati mikrogramt DNA, ktera
obsahuje vektor naseho zajmu. Kone&na hustota protoplastl je v rozsahu elektro-
portace od 3x10%/ml a2 4,5x10%ml. Elektroportace se provadi ve svétle za pouZiti
Bio-rad Gene pulznich kyvetach (Bio/Rad Herkules, CA) s mezerou 0,4 cm a maxi-
malnim objemem 0,8 ml pfi kapacitanci 125 uF a 260 V. Protoplasty se inkubuji na
ledu po resuspenzaci v elektroportaénim tlumivém roztoku a nechaji se v kyvetach
na ledu alespofi 10 minut po elektroportaci. Protoplasty se nechaji pfi teploté mist-
nosti po dobu 10 minut pfed pfidavkem 7 ml ristového media pro protoplasty. Kulti-
vaéni ptida pro protoplasty jiz byla popsana (Fromm a kol., Methods in Enzymology
153,351-366,1987). Na kultivadni destitky se nanese vrstva ristového media a 1,5%
SeaPlaque agaroza (FMC BioProducts, Rockland, ME) pro prevenci ztraty proto-
plast(i. Vzorky se kultivuji za svétla pfi 26 °C s cyklem 16/8 hod den/noc, dokud ne-

budou sklizeny pro zkousku (obvykle 18-22 hodin po elektroportaci). Vzorky se pi-
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petuji z petriho misek do 15ml centrifugaénich trubi¢ek a ziskaji se centrifugaci pfi
800-1000 ot./min. Supernatant se oddéli a vzorky se ihned zkoumaji na pfitomnost
genl naSeho zajmu. Vzorky Ize také zmrazit pro pozdéjsi analyzu.

Mé&Fi se exprese GUS zplsobena DNA promotory vynalezu, jako procenta po-
zorované aktivity pfi elektroportaci bazalniho expresivniho vektoru pMON25455 (P-
Os.Act1/GUS/AGRTU.nos) do kukuficnych protoplasti (tabulka 2). MUG zkousky
poskytly kvantitativni analyzu exprese GUS v transgennich rostlinnych bunkach.
Z kazdého vzorku se extrahoval cely protein. Pfi MUG zkou$ce se pfidalo 500 pl
GUS extrakéniho tlumivého roztoku ke tkanim a ty se rozetrely teflonovym tlouc¢kem
v 1,5ml eppendorfové nadobce a centrifugovaly se pfi 10tis. ot./min. pro dobu 5 mi-
nut na 4. stupni (Beckman GS-15R). 400 i supernatantu se prevede na Gistou des-
tiCku s 96 hlubokymi jamkami. Extrakty se zmrazi suchym ledem a uschovaiji pfi -
80 °C pied dalsim pouzitim. MUG zkouska sestavala z vytvoreni kalibraéni kfivky
aktivity s postupnym zfedénim 4-methylumbelliferonu (Sigma Chemical Co M1391)
od 31,2 pmol az do 2000 pmol. Po nastaveni rostliny na vlivy pozadi se pridalo 5 pl
kazdého extraktu jako duplikat na desticku s 96 mélkymi jamkami (Falcon 3872). Do
kazdé jamky se pfidalo 200 ul GUS zkuSebniho roztoku (0,1M K3;PO4 o pH7.8,
1,0mM EDTA, 5% glycerol, 10,0mM DTT, 2mM 4-methylumbelliferyl glukuronid Fluka
69602) a pipetovanim se smichal se vzorky. Tato destiCka se kineticky snimala na F-
max (Molecular Device) pfi 37 °C s filtracnimi pary: excitace 355/emise 460. Bézné
snimani se sklada z 21 snimani v 3-minutovych intervalech a trvd 1 hodinu. GUS
aktivita (pmol/min/ug proteinu) se vypocitala na zakladé vysledkd MUG a vysledkd
proteinll kazdého vzorku. Celkovy protein se zkoumal pomoci Bio-Rad Protein Assay
sestavy. Pro pfipravu kalibraéni kfivky se pfipravily roztoky o postupném fedéni od
0,05 mg/ml do 0,5 mg/ml. Jako duplikat se pfidalo po 1,5 pl extraktd na destiCku s 96
mélkymi jamkami (Falcon). Pfidalo se 200 pl zfedéného barviciho prostfedku a smi-
chalo se vzorky. Méfila se absorbance pfi 595 nm na Spectromax 250 (Molecular
Device) pfi teploté mistnosti po 5 min inkubaci pfi teploté mistnosti.

Provedly se tfi experimenty (1,2 a 3) se dvéma opakovanimi a kazdé bylo pro
zji$téni exprese 10 promotorovych sekvenci, jak je ukazané vtabulce 2. Tyto
zkousky identifikovaly 4 promotorové sekvence, které jsou shodné, nebo vy3si oproti
sekvenci ryZzového aktin 1 promotoru, tyto expresivni kazety jsou obsazeny v
pMON43716 (Obr. 9), pMON43722 (Obr. 12), pMON43734 (PQZm. 700342976/1-
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Os. Act1/GUS/T-Ta. Hsp17), a pMON43736 (P-Zm. 700345704/1-Os. Act1/GUS/T-
Ta. Hsp17).

Tabulka 2. Analyza kukufiénych protoplastd DNA promotorovych sekvenci fi-
dicich expresi GUS:1

pMON | fragment GUS (% Os. Act1/GUS)
promotoru 1 2 3
~ Kb

1 700342746 43710 1,2 1,4;2,4
SEKV. ID. C. 66

2 700342364 43716 2,0 66; 145 | 126; 111
SEKV. ID. C. 65

3 700350638 43730 1,0 24; 32
SEKV. ID. C. 75

4 700164205 43720 0,5 16; 17
SEKV. ID. C. 68

5 700343485 43722 1.3 232: 275
SEKV. ID. C. 69

6 700345557 43726 1,5 26; 29
SEKV. ID. C. 70

7 700345819 43728 0,6 47: 54
SEKV. ID. C. 71

8 700342580 43732 2,2 7; NA
SEKV.ID. C. 72

9 700342976 43734 1,2 118,2; 100
SEKV. ID. C. 73

10 700345704 43736 4,0 300; 409
SEKV. ID. C. 74

CaMV.35S 46124 484: 573 | 831;682 | 1445,5;
1081,8
Os.Act1 25455 100 100 100
Pfiklad 6

Transformace p3enice s rostlinnymi expresivnimi vektory, které obsahuji DNA pro-

motorové sekvence vynalezu

Pseni¢né buriky jsou transformovany DNA vektory, které obsahuji DNA pro-
motorové sekvence vyndlezu, které prepisuji GUS:1 reporter kodujici sekvenci.
pMON43644 (Klon ID#700154443) obr. 7, pMON43738 (Klon 1D#700342364) obr.
10 and pMON43739 (Klon ID#700343485) obr. 13 prepisuji GUS gen v listech, se-
menicich a prasnicich transgennich pSeni¢nych rostlin. PSeni€né rostliny jsou trans-

formovany DNA promotorovymi sekvencemi vynalezu, které prepisuji AGRTU.
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aroA:CP4 (CP4) kédujici sekvenci glyfosatového EPSPS enzymu, takze transgenni
pSeni¢né rostliny ziskavaji glyfosatovou toleranci. Nasledujici vektory jsou obsaZeny
v pSeni¢nych rostlinach: pMON45360 (P-Zm. 700343485/1-Os. Act/CP4/Ta. hspl7::
P-CaMV. 35S/Zm. Hsp70/CP4/T-AGRTU. nos) obr. 14, dvojity expresivni kazetovy
vektor s P-Zm. 700343485 promotorem, ktery fidi expresi CP4 EPSPS kdduijici sek-
vence a CaMV.35S promotor, ktery fidi expresi dal§i kopie CP4 EPSPS kédujici
sekvence;
pMON45361 (P-Zm.700154443/Ta.CAB/I-Os.Act/CP4/Ta.Hsp17::P-
CaMV.35S/Zm.Hsp70/CP4/T-AGRTU.nos) obr. 8 dvojity expresivni kazetovy vektor s
P-Zm. 70015443 promotorem, ktery fidi expresi CP4 EPSPS kddujici sekvence a
CaMV.35S promotor, ktery Fidi expresi dalSi kopie CP4 EPSPS kédujici sekvence;
pMON456362 (P-Zm. 700342364/l1-Os. Act/CP4/Ta. Hspl7: P-CaMV.35S/Zm.
Hsp70/CP4/T-AGRTU. nos) obr. 11, dvojity expresivni kazetovy vektor s P-Zm.
700342364 promotorem fidicim expresi CP4 EPSPS koédujici sekvence a P-
CaMV.358S promotoru, ktery fidi expresi dali kopie CP4 EPSPS kédujici sekvence;
pMON43623 (P700164347/Ta. CAB/I-Os. Act/CP4/Ta. Hspl7) obr. 2, jednoduchy
expresivni kazetovy vektor s P-Zm. 700164347 promotorem fidicim expresi CP4
EPSPS koédujici sekvence. Tyto vyjmenované vektory a dalSi fidici vektory:
pMON42411 (Obr. 4), pMON42410 (obr.3) a pMON30167 (P-Os. Act/l-Os.
Act/CP4/T-AGRTU. nos) jsou transformované do pSeniénych bunék nasledujicim
zpusobem.

Nezralé zarodky psSenice (Tritium aestivum L) cv Bobwhite se izoluji
z nezralych caryopsis 13-15 dn( pb opyleni a kultivuji se na CM4C (tabulka 3) po
dobu 3-4 dnl. Zarodky, které vykazuji aktivni bunécné déleni, ale Zadny zjevny vyvoj

kalusu, se vyberou pro infekci Agrobacteriem.
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Tabulka 3. Doplfiujici komponenty v zakladnim mediu’

Komponenty cM4 CM4C MMS.2C MMSO0
2,4-D (mg/l) 0,5 0,5 0,2 -
pichloram (mg/!)® 2,2 2,2

maltéza (g/l) 40,0 40,0 40,0 40,0
glutamin (g/l) 0,5 0,5

chlorid hofe&naty (g/l) 0,75 0,7

hydrolyzat kasein (g/!) 0,1 0,1

MES (g/l) 1,95 1,95 1,95
kyselina askorbova (mg/l)2 100,0 100,0 100,0
Zelatinaéni prostfedek (g/)® 2(P) 2(P) 2(G) 2(G)

'V§echna media obsahuji zakladni soli (MS zakladni soli) a vitaminy (MS vi-
taminy) z Murashige a Skoog (1962). pH se v kazdém mediu nastavi na 5,8.

*Filtraéné se sterilizuje a k mediu se pfida po autoklavovani.

*Phytagel™ (P) nebo Gelrite® (G).

Pro v8echny experimenty se pouZije deaktivovany Agrobacterium fetézec C58
(ABI), ktery nese binarni vektor naSeho zajmu (pMON45367, obr. 5). pMON vektory
se transferuji do Agrobecteria triparentalnim zplisobem kfizeni (Ditta a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci. 77: 73477351). Kapalné kultury Agrobacteria se zaoCkuji z glycero-
lového bujonu nebo z Eerstvé rozockované desticky a nechaji se kultivovat pres noc
pfi 26 °C az 28 °C za protfepavani (pfiblizné 150 ot./min.) na poloexponencialni fazi
(ODggo=1-1,5) v kapalném LB mediu, pH 7,0, které obsahuje 50 mg/l kanamycinu,
50 mg/l streptomycinu a spektinomycinu a 25 mg/l chloramfenikolu s 200 pM aceto-
syringonu (AS). Buriky Agrobacteria se suspenduji v oCkovacim mediu (kapalné
CM4C) a hustota se nastavi ODggo=1. Nezralé zarodky kultivované v CM4C mediu se
pfenesou do sterilnich petriho misek (16 x 20 mm) nebo do jamek na kultivaéni des-
ticce se 6 jamkami (Costar Corporation, Cambridge, MA) obsahujici 10 ml o¢kova-
ciho media na petriho misku nebo 5 ml na desti¢ku s buné&nou kulturou. Pfida se
stejné mnoZstvi bunééné suspenze Agrobacteria tak, aby kone¢na koncentrace bu-
nék Agrobacteria byla ODggo= 0,5. Ve vétSiné experimentech se pfida pluronic F68

k oCkovaci smési do konecné koncentrace 0,01 %. Pomér mezi Agrobacteriem a
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nezralymi zarodky (immature embryos-IEs) je asi 10 ml: 20-200 |IEs. Zao&kovani se
provadi pfi 23 °C az 26 °C od 5-60 min. Po otkovaci periodé se zbyvajici buriky
Agrobacteria odstrani z explantati pomoci vakuového zafizeni. Kousek sterilniho
filtratniho papiru Whatman &. 1 (velikost petriho misky) se umisti do kazdé petriho
misky o velikostech 60 x 15 nebo 60 x 20 mm. Na stfed filtragniho papiru se umisti
200 pl sterilni vody. Po 2-3 minutach se naogkované nezralé embrya umisti do mi-
sek. Obvykle se 20-50 explantatt seskupi jako jedna skupina (velikost asi 1 cm a 60-
80 mg/skupinu) se 4-5 skupinami na kazdé desti¢ce. Desticky se okamzité prikryji
Parafilm®-em a nechaji se spole¢né kultivovat v temnu pfi 24 °C aZ 26 °C po dobu
2-3 dnl.

Spolecné kultivované PCIEs se pfenesou do CM4C+500 mg/l carbenicillin
media (zpomalujici medium) do tmy. Po 7 dnech na zpomalujicim mediu se nezralé
embrya pfenesou do CM4C dopInéného 2 mM glyfosatu (nejedna se o formulaci
Roundup) a 500 mg/I carbenicillinu pro selekci a nechaji se zde po dobu jednoho
tydne. Potom se kalusy pfenesou do MMS0,2C+0,1 mM glyfosatu (nejedna se o
formulaci Roundup®) +250 mg/l carbenicillin media po dobu 2 tydnd na svétle pro
dalSi selekci. Embryogenni kalusy se pfenesou do druhého regeneraéniho media
MMSOC s niZ8i koncentraci glyfosatu (nejedna se o formulaci Roundup®) (0,02 mM)
a s 500 mg/l carbenicillinu pro rostlinnou regeneraci. Tyto embryogenni kalusy se
pfenesou na Cerstvé medium kazdé dva tydny. Regenerované rostlinky se pfenesou
do Sundae poharka (Sweetheart Cup Copany, Chicago, IL), které obsahuji druhé
regeneracni medium pro dal$i rﬁst a selekci. Jakmile jsou kofinky u transgennich
rostlin dobfe vyvinuty, rostliny se pfenesou do pldy pro dal$i vyhodnoceni.

Vyhodnoceni tolerance transgennich rostlin na glyfosat se provadi na RO
transgennich rostlinach. Glyfosat se podava postfikovaéem, ktery ma dodavat okolo
1900 mi/rychlosti A glyfosatu. Rostliny se stfikaji jednou nebo dvakrat. Vegetativni
tolerance na glyfosat se vizuelné hodnoti tyden po postfikovani na zakladé stupnice
od 0 do 5 (0 =2adny pozorovatelny/vegetativni Uginek glyfosatu; 1 = objevuje se
chloréza; 2 = pokroéila chloréza, mala nekroza; 3 = pokroéila chloréza, stfedni ne-
kr6za; 4 = pokroCila chlor6za, tézka nekréza; 5 = nezbyla zadna Ziva tkan). Produko-
vané Ry rostliny se nechaji vyhodnotit samotné a na fertilitu jako procenta nestfika-
nych kontrolnich rostlin. U rostlin, které vykazuji vegetativni toleranci a fertilitu vy$si
nebo rovnu 80 %, se dale zkouma Ry potomstvo. Aplikuji se postfiky glyfosatu a ne-

chaji se rozmnozovat, jak je popsano pro testy Ry. Timto zplisobem se uréi Géinnost
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promotoru. Ug&inna transgenni tolerance na glyfosatovy herbicid a dalsi systémové
herbicidy je Casto funkci povahy konstituce expresivniho vzoru promotoru. Pfi hod-
noceni promotoru v tabulce 3, je mirou vyuZzitelnosti promotoru pro konstitutivni ex-
presi procentualni zastoupeni produkovanych rostlin, které vykazuji vegetativni a
reproduktivni toleranci. Promotory P-Zm.700343485 a P-Zm.70015443 v kombinaci
s P-CaMV.35S expresivni kazetou projevili vzrist vegetativni a reproduktivni tole-
rance transgennich pSeni¢nych rostlin na glyfosatovy herbicid. P-Zm.700342364 vy-
kazoval nartst vegetativni tolerance, pfesto projevil snizeni reprodukéni tolerance. P-
Zm.700164347 byl jako jediny expresivni kazetovy promotor uginny pfi dodani
vegetativni a fertiini tolerance transgennim rostlinam. Tyto promotory v kombinaci
s regulaénimi elementy expresivnich kazet, které jsou odli§né od téch testovanych
v nasich demonstracich, jako jsou introny, vedouci oblasti, transitni peptidy a 3' ne-
pfelozené terminacni oblasti mohou dale prepisovat zadané expresivni vzory, které
mohou vybrat odbornici rostlinné biologie. Napfiklad jak je ukazané v tabulce 3, linie
transgennich rostlin s toleranci na glyfosat, Ize vybrat s vy$si frekvenci, coZ vykazuje
jak vegetativni tak i reproduktivni toleranci pfi operativhim navazani CaMV.35S pro-
motoru na intron Os.Act1 v porovnani navazani na intron Zm.Hsp70. Tyto promotory °
jsou aginné pfi produkci hospodarskych rostlin s herbicidni toleranci, také jsou uzi-
te€né pro expresi gent pro rezistenci na hmyz, gend pro rezistenci na choroby, gent
pro rezistenci na stres a vlastnosti tykajicich se vynosnosti, coz je také aspektem

vynalezu.

Tabulka 3. Vysledky postfikoVéni Ro transgenni pSenice

pMON# | Promotorové elementy poCet Ry | vegetativ- | fertilita | % vyvi-
rostlin ni >=80% | nutych
tolerance rostlin
42411 | P-CaMV.35S/I-Zm.Hsp70 71 26 (37%) | 1(4%) 1
42410 |P-CaMV.35S/I-Os.Act1 150 78 (52%) | 38 (49%) 25
30167 | P-Os.Act/I-Os.Act1 63 4 (6%) | 2(50%) 3
45360 |P-Zm.700343485 25 20 (80%) | 14 (70%) 56
P-CaMV.35S
45361 |P-Zm.70015443 26 22 (85%) |20 (91%) 77
P-CaMV35.S
45362 |P-Zm.700342364 23 14 (61%) | 5 (36%) 22
P-CaMV.35S
43623 |P-Zm.700164347 166 95 (57%) {20 (21%) 12




62 * .00.. . :O

Priklad 7

Identifikace elementl pusobicich v cis poloze

Regulacni elementy pusobici v cis poloze, které jsou nezbytné pro spravnou
regulaci promotorem, Ize identifikovat nékolika prostfedky. V jednom zpusobu se
provadi dele¢ni analyza pro odstranéni oblasti promotoru a vysledné promotorové
fragmenty se zkoumaiji na promotorovou aktivitu. DNA fragmenty jsou povaZovany za
nezbytne pro promotorovou regulaci, pokud je aktivita zkracenych promotord zmé-
néna v porovnani s pavodnim fragmentem promotoru. Pomoci této deleéni analyzy
Ize identifikovat malé oblasti DNA, které jsou nezbytné pro pozitivni nebo negativni
regulaci transkripce. Lze také identifikovat motivy promotorové sekvence a lze gene-
tickym inzenyrstvim vytvofit nové promotory obsahujici tyto cis elementy pro modu-
laci exprese operativné navazanych prepisovatelnych sekvenci. Viz napf. U. S.
Patent €. 5,223,419, ktery je zde pomoci odkazu uveden cely, U. S. Patent &.
4,990,607, ktery je zde pomoci odkazu uveden cely a U. S. Patent ¢. 5,097,025,
ktery je zde pomoci odkazu uveden také cely.

Alternativni metodou je vyhledavani podobnych sekvenci mezi promotory
s podobnym profilem exprese. Promotory s pfekryvajicimi se vzory aktivity mohou
mit béZné regulacni mechanismy. Je moZné pouzit nékolik poéitacovych programt
pro identifikaci konzervovanych motivi sekvenci mezi promotory, které zahrnuji,
av3ak nejsou omezeny na programy jako MEME, SIGNAL SCAN nebo GENE SCAN.
Tyto motivy mohou reprezentovat vazebné mista pro transkripéni faktory, které zpu-
sobuji regulaci promotora. Jakmile se motivy sekvenci identifikuji, je mozné jejich
funkci vyzkouset. Napfiklad I1ze motivy sekvenci deletovat z promotoru pro uréeni,
jestli je motiv nezbytny pro spravnou funkci promotoru. Eventuelné Ize motiv pfidat
k minimalnimu promotoru pro zjisténi, jestli postadi pro aktivaci transkripce. Pode-
zielé negativni regulaéni elementy je mozné testovat na schopnost aktivace tran-
skripce tak, Ze se pfidaji k aktivnimu promotoru a zkouma se snizeni promotorové
aktivity. Nékteré regulacni elementy pusobici v cis poloze mohou vyZzadovat pro
funkci daldi elementy. Proto je mozné testovat vice elementt v riznych kombinacich
nékolika zpUsoby, které odbornici znaji.

Jakmile se urci funkéni promotorové elementy, muzou se modifikovat na nuk-
leotidové hladiné, aby ovliviiovali vazebnost proteinli. Modifikace mohou zpUsobit
bud vy$Si nebo niz8i vazebnou afinitu, coz by ovlivnilo hladinu transkripce timto pro-
motorem.
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Promotorové elementy mohou pUsobit aditivné nebo synergicky pfi ovlivitovani
aktivity promotoru. Z tohoto pohledu je mozné promotorové elementy z ruznych 5'
regulacnich oblasti umistit do tandemu a obdrzet tak promotor s riiznym spektrem
aktivity nebo riznym profilem exprese. Obdobné mohou kombinace promotorovych
elementl z heterolognich zdroji nebo duplikace podobnych element nebo stejné
elementy dodavat vy$s$i hladinu exprese operativné navazanych pepisovatelnych
sekvenci. Napfiiklad se mizZe promotorovy element multimerizovat a tak zvysit hla-
diny exprese ve vzoru ovlivnéném promotorovym elementem.

Zpusoby techniky pro konstrukei expresivnich vektort, které obsahuiji genetic-
kym inZenyrstvim nové vytvofené 5' regulacni elementy, jsou odbornikim dobfe
znamy. Vytvofené promotory se testuji v expresivnich vektorech a transientné se
zkoumaji operativnim vazanim novych promotori ke vhodnému reporter genu, jako
je GUS a zkoumaji se v transientni rostlinné zkousce. Nové promotory se operativné
navazi na jeden nebo vice genll naseho zajmu a zapoji se do rostlinného transfor-
macniho vektoru spolu s jednim nebo vice dal$imi regulaénimi elementy a transfor-
muji se do cilové rostliny naSeho zajmu pomoci vhodného systému dodavky DNA.
Stabilné transformované rostliny a nasledujici potomstvo se zkoumaiji nékolika mole- °
kularnimi, imunodiagnostickymi, biochemickymi, fenotypickymi nebo agronomickymi
zpUsoby pro zji§téni poZadovanych agronomickych charakteristik.

Odbornikim by mélo byt po této ilustraci a popisu principli vynalezu zfejmé,
Ze usporadani a detaily vynalezu mohou byt modifikovany bez odklonéni od princip(i
vynalezu. Cinime si narok na veskeré modifikace, které se tykaji smyslu a rozsahu
pfilozenych patentovych narok(. ’

VSechny citované publikace a publikované patentové dokumenty v tomto po-
pisu jsou pomoci odkazu pfilozeny v celé délce tak, jako by byla jednotliva publikace

nebo patentova pfihlaska specificky a jednotlivé pfilozena.
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ze sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75 nebo z jejich fragmentu, ktery ma alespor 20
nukleotidu.

Izolovana molekula DNA podle naroku 1, ktera dale obsahuje druhou polynukieo-
tidovou molekulu navazanou k molekule DNA, jak je definovana v naroku 1.
Izolovana molekula DNA podle naroku 2, kde polynukleotid umoziiuje expresi
druhé polynukleotidové molekuly v tkani transgenni rostfiny.

4. Izolovana molekula DNA podle naroku 2, kde polynukleotid je hybridni promotor.

Izolovana molekula DNA podie naroku 4, ktera dale obsahuje minimalni promoto-
rovou sekvenci.

Izolovany konstrukt DNA obsahujici izolovany polynukleotid vybrany ze skupiny
sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75 nebo z jejich fragmentu, ktery ma alespori 20 nuk-
leotidl, pfic¢emZ izolovany konstrukt DNA je operativné navazan na druhy poly-
nukleotid a 3‘ nepfeloZenou oblast.

vany konstrukt DNA podle naroku 6.

Transgenni rostlina podle naroku 7, vyzna&ujici se tim, Ze je to jednodélozna
rostlina.

Transgenni rostlina podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze konstrukt DNA dodava
rostliné herbicidni toleranci.

10.Zpasob tvorby trangenni rostliny, vyznadujici se tim, Ze se zavede konstrukt DNA

1.

do rostlinné buriky, pficemz konstrukt obsahuje (a) promotor obsahujici poly-
nukleotid vybrany ze skupiny sekvenci SEKV. ID. C.: 53-75 nebo jejich frag-
mentu, ktery ma alespori 20 nukleotidd, pfi¢emz promotor je operativné navazan
na (b) druhy polynukleotid a (c) 3' nepfeloZzenou oblast; vybere se rostlinna
burika a regeneruje se rostlinna buiika do rostliny.

Zpusob tvorby transgenni rostliny, vyznadujici se tim, Zze se zavede konstrukt
DNA do rostiinné buriky, pfic¢emz konstrukt obsahuje (a) CaMV-35S promotor,
pfiCemz promotor je operativné navazan na (b) intron ryZového aktinu, (c) druhy
polynukleotid a (d) 3' nepfeloZzenou oblast; vybere se rostlinna bufika a regene-
ruje se rostlinna burika do rostliny.

Pl L1ty

. 1zolovana molekula DNA obsahujici polynukleotid vybrany ze skupiny sestavaijici

. Transgenni rostlina nebo rostlinna burika, vyznadujici se tim, Ze obsahuje izolo- \
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