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Produkty rezistentni na herbicidy vyvijené na strukture

zaloZenym zpasobem

Oblast techniky

Tento vynalez se tykad na strukture zaloZeného modelovani a
vyvoje variant kyselina hydroxyoctové syntetasy (AHAS), které
jsou rezistentni na imidazoliny a jiné herbicidy, AHAS
inhibujici herbicidy, jejich AHAS variant, DNA kodujici tyto
varianty, rostlin, které expripuji tyto varianty a metody pro

zvladani plevele.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hydroxyoctova syntetasa (AHAS) je enzym, ktery
katalyzuje pocatecni krok v biosyntese isoleucinu, leucinu
a valinu u bakterii, kvasinek a rostlin. Naptiklad, zrala AHAS
od Zea Mays je pribliZné 599-aminokyselinovy protein, ktery je
lokalizovan na chloroplastech (viz obrazek 1). Enzym vyuZiva
thiamin pyrofosfat (TPP) a flavin adenin dinukleotid (FAD) jako
kofaktory a pyruvat jako kofaktory pro vytvoreni acetolaktatu.

Enzym také katalyzuje kondenzaci pyruvatu a 2-ketobutyratu za
tvorby acetohydroxybutyratu. AHAS je také znama jako acetolaktat
syntetasa nebo acetolaktat pyruvat lyasa (karboxylacéni) a je
oznaden jako EC 4.1.3.18. Aktivni enzym je pravdépodobné alespon
homodimer. Ibdah et al., (Protein Science 3: 479 - S, 199%94),

v abstraktech, popisuje jeden model pro aktivni misto AHAS.

. Mnoho herbicidda véetneé imidazolinonovych sloudenin jako je
imazethapyr (PURSUITR - American Cyanamid Company — Wayne, NI),

na sulfonylmodoviné zalozenych sloudenin jako je sulfometuron



methyl (OUSTR - E.I. du Pont de Nemours and Company

— Wilminzton, DE), triazolopyrimidinov?ch sulfonamidl
(Broadstrike T™M - Dow Elanco; Vviz Gerwick et al., Pestic. Sci.
79. 357 - 364, 1990) . sulfamoylmoéovin (Rodaway et al.,
Mechanisms of Selectively of Ac 322, t40 v Paddy Rice, Wheat and
Barley, Proceedings of the Brighton Crop Protection Conference

- Weeds, 1993), pyrimidyl—oxy—benzoovych kyselin (Stablek

— Kumiai Chemical Industry Company, E.I. du Pont de Nemours and
Company; Vviz The Pesticide Manual 10. vydani, str. 888 — 889,
Clive Tomlin, vyd., British Crop Protection Council, 49 Downing
Street, Farmham, Surrey G49 7PH, United Kingdom),

a sulfonylkarboxamidy (Alvaro et al., U.S. patent ¢. 4883914)
u¢inkuji inhibici AHAS enzymaticke aktivity. (viz Cheleff et
al., Science 224: 1443, 1984: LaRossa et al., J. Biol. Chem.
759: 8753, 1984; Ray, Plant Physiol. 75: 827, 11984; Shaner et
al., Plant Physiol., 76+ 545, 1984). Tyto herbicidy jsou vysoce
u&inné a nedkodné pro prostredi. Jejich pouziti je v zemédslstvi
nicméné omezeno nedostatkem jejich selektivity, protoze plodiny,
stejné jako nezadouci plevel, jsou senzitivni na fytofoxicky
G&inek téchto herbicidl.

Bedbrook et al., U.S: patent ¢. 5013659, 5141870 a 5378824,
popsal nekolik sulfonylmoedovin rezistentnich na AHAS varianty.
Nicméné, tyto varianty byly ziskéany bud mutagenizovanim rostlin,
semen nebo bundk a selekci mutantu rezistentnich na herbicidy,
nebo byly odvozeny od takovych mutantta. Tento ptistup je
nepredvidatelny v tom, Ze spoléha (alespon z pocatku) na
nahodnou $anci zavedeni relevantni mutace, spise neZ na

racionalni pristup ve vyvoji zalozeny na strukturalnim modelu
cilového proteinu.
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Tak zde stale jesdte existuje potfeba PToO metody a kompozice,
ktere poskytuji selektivni §irokospektrou a/nebo specifickou
rezistenci na herbicidy Uu kultivovanych plodin. Vynélezci
objevily, %€ variantni formy AHAS selektivné rezistentni na
herbicidy a rostliny, které je obsahuji, mohou byt pripraveny na
strukture zaloZenym modelovanim AHAS proti pyruvéat oxidase
(POX) identifikovénim herbicid vazebnych mist na AHAS modelech
a projektovénim specifickych mutaci, které méni afinitu
herbicidu pro vazbu na vazebné misto. Tyto varianty a rostliny
nejsou inhibovany nebo zabijeny jednou nebo vice tridami
herbicida a sachovavaijli dostatecnou AHAS enzymatickou aktivitu
pro podporu rastu plodiny.

Popis obrazkd na gfioojenvch vvkresech

Obrazek ! je {lustraci sekvence 600 aminokyselin
korespondujicich pribliZné 599 aminokyselinové sekvenci
kyselina hydroxyoctové syntetasy (AHAS) z 7ea Mays., ktera je
dana jako priklad AHAS enzymu. Sekvence nezahrnuje transitni
sekvenci a zvladtni glycin je pozustatek ze stepiciho mista pro
trombin. Zbytky MetS3, Argl28 a Phel35 jsou uvedeny tuénée.

Obrazek 2 je ilustraci sestaveni sekvence kukuricné AHAS a

pyruvat oxidasy (POX) =z Lactobacillus planarum.

Obrazek 3 je schematickou representaci sekundarni struktury
AHAS podjednotky. RAdné elementy sekundarni struktury,
a-sroubovice a B-1listu, jsou znazornény jako krouzky a elipsy, Vv
prislusdném poradi, a jsou poditany separatné pro xazdou ze tri
domén podjednotky. Regiony smycek 2 zavita jsou reprezentovany

gernou linkou, s gisly reprezentujicimi pribliZneé zadadtky a



konce elementa. Umisténi vazebnych mist pro kofaktor a znamych
mutadnich mist je ukéazano oktahedrony a hvézdickami, Vv

prislusném poradi.

Obrazek 4 ilustruje pocitacem generovany model aktivniho
mista kukuriéné AHAS s imazethapyrem (PURRSUITR herbicid)

modelovanym do vazebného mista.

Obrazek S je ilustraci homologie mezi AHAS aminokyselinovou
sekvenci odvozenou z ruaznych druht rostlin. pAC 751 je kukuriény
als 2 AHAS izonezym jak je exprivovan z pAC 751 E. coli
expresniho vektoru jak je uvedeno na obrazku 1: kukuricény als 2
je kukuridny als 2 AHAS izoenzym; kukufidny als 1 je kukuridény
als 1 AHAS izoenzym; Tabak | je tabakovy AHAS SurB izoenzym;
Athcsr 12 je Arabinopsis thaliana Csr 1.2. AHAS gen; Bnaal 3 je
Brassica napus AHAS III izoenzym; a Bnaal 2 je Brassica napus
AHAS I1 izoenzym.

pAC 751 a kukuriény als 2 jsou identické geny s tou vyjimkou,
se kukuriény als 2 zacind v podatku transitni sekvence a pAC 751
zadinad v putativnim zralém N-termindlnim misté a dalsim glycinem
na N-konci v dasledku sekvence rozpoznavajici trombin v pGEX-2T
expresnim vektoru. N-terminalni glvcin neni zralou

aminokyselinou v této pozici.

Sestaveni aminokyselinové sekvence AHAS proteina bylo
generovano PILEUP (GCG Package - Genetics Computer Group, Inc.,
- University Research Park - Madison-WI). Konsensualni sekvence
byla generovana PRETTY GCG Package) .

Obrazek 6 je fotografickou ilustraci SDS-polyakrylamidového
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gelu barveného na proteiny ukazujici purifikaci kukuricné AHAS.
Linie obsahuji (zleva doprava): A, markey molekulové hmotnosti;
B, surovy extrakt z E. coli; C, glutathion agarosa afinitné
purifikovany pripravek; D: trombinové traveni afinitné
purifikovaného pripravku; E: druhy béh pfes
glutathion—agarosovou kolonu a Sephacryl S-100 gelovou filtraci.

Obrazek 7 je grafickym znazornénim vysledkt in vitro testd na
enzymatickou aktivitu prirozenych a mutantnich AHAS proteintd za
absence a za pritomnosti zvy3enych koncentraci imazethapyru
(PURRSUITR herbicid). Osa Y representuje % aktivity mutantniho

enzymu, kde 100% hodnota je mérena za absence inhibitoru.

Obrazek 8 je grafickou ilustraci vysledka in vitro testd na
enzvmatickou aktivitu ptirozenych a mutantnich AHAS proteint za
absence a za pritomnosti zvysenych koncentraci sulfometuron
methylu (OUSTR herbicid). Osa Y representuje % aktivity
mutantniho enzymu, kde 100% hodnota je mérena za absence

inhibitoru.

Obrazek 9 je grafickou ilustraci vysledkd in vitro testd na
enzymatickou aktivitu prirozenych a mutantnich AHAS proteina od
Arabidopsis za absence a za pritomnosti zvysenych koncentraci
imazethapyru (PURSUITR herbicide) a sulfometuron methylu (OQUSTR
herbicid). Osa Y reprezentuje % aktivity mutantniho enzymu, kde

100% hodnota je méfena za absence inhibitoru.

Obrazek 10 je grafickou ilustraci vysledkd in vitro testd na
enzymatickou aktivitu pfirozeného AHAS proteinu a Metl124His
mutantniho AHAS proteinu od Arabidopsis za absence a za

pfitomnosti zvysenych koncentraci imazethapyru (PURSUITR



6

M ae (X
e s & o6 . e e
14 [ XXX} [ . . e oo
s e ¢ 3 e o ¢ a ee0e &
d . . . . . .0 °
¢s see (X eoe on ee

herbicid) a sulfometuron methylu (OUSTR herbicid). Osa

Y representuje % aktivity mutantniho enzymu, kde 100% hodnota je

métena za absence inhibitoru.

Obrazek t1 je grafickou ilustraci vysledkd in vitro testd na
enzymatickou aktivitu prirozeného AHAS proteinu a Argl99Glu
mutantniho AHAS proteinu od Arabinopsis za absence a Za
pritomnosti zvy$enych koncentraci imazethapyru (PURSUITR
herbicid) a sulfometuron methylu (OUSTR herbicid) . Osa
Y representuje % aktivity mutantniho enzymu, kde 100% hodnota je

méfena za absence inhibitoru.

Obrazek 12 je schematickou ilustarci DNA vektoru pouzitého
pro transformaci rostlin, kde tento vektor obsahuje nptIl gen
(kodujict rezistenci na kanamycin) pod kontrolou 358 promoctoru a
AHAS gen (prirozeny nebo variantni) pod kontrolou Arabidopsis

AHAS promotoru.

Obrazek 13 je fotografie ukazujici vyvoj vyhonku tabakovych
rostlin transformovanych Arabidopsis AHAS genem obsahujicim bud
Met124Ile nebo Argl99Glu mutaci a netransformovanych kontrol.
Rostliny byly kultivovany po 18 dnt po preneseni do media
obsahujiciho 0,25 pM imazethapyru.

Obrazek 14 je fotografie ukazujici tabakové rostliny
transformované Arabidopsis AHAS genem obsahujicim bud Meti24Ile,
Met124His nebo Argl99Glu mutaci a netransformovanych kontrol,

které byvly postrfikovany dvakrat davkou (100 g/ha) imazethapyru.

Obrazek 15 je fotografie ukazujici vysledky germinaénich
testa provedenych za pritomnosti herbicidu CL 299,263



(imazamox) , které byly provedeny na semenech ziskanych od

primarnich transformantt tabakovych rostlin, které byly
transformovany Arabidopsis AHAS genem obsahujicim jednu Z

Met124I1le, Met124His nebo Argl99Glu mutaci.

Podstata vynédlezu

Predkladany vynalez poskytuje na struktufe zaloZenou
modelaéni metodu pro produkci AHAS variantnich proteind

rezistentnich na herbicidy. Metoda obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na pyruvat oxidasovém
templatu nebo tomuto ekvivalentni AHAS modelovani pro odvozeni

trojrozmérné struktury cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani jednoho nebo vice herbicida do trojrozmérné
struktury pro lokalizacil vazebného mista pro herbicid v cilovém
AHAS proteinu;

(c) selekci alespon jedné aminokyselinové pozice Vv cilovém
AHAS proteinu jako cile pro mutaci, kde mutace pozméiuje afinitu

alespon jednoho herbicidu k vazebnému mistu;

(d) mutaci DNA kodujici cilovy AHAS protein pro produkci
mutantni DNA kodujici variantni AHAS obsahujici mutaci, jako je,

napriklad, alespon jedna cdli%na aminokyselina v pozici; a

(e) expresi mutované DNA v jedné buince, za podminek, za
kterych je produkovan variantni AHAS obsahujici mutaci, jako je,

napriklad, odlisna aminokyselina(y) v pozici.
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Metoda muZe dale obsahovat:

() expresi DNA kodujici pfirozeny AHAS protein paralelné ve

druhé bunce;

(g) purifikaci prirozenych 3 variantnich AHAS proteinu Z

bunék;

(h) testovani pfirozenych a variantnich AHAS proteind na
. katalytickou aktivitu v konversi pyruvatu na acetolaktat nebo V
kondenzaci pvruvatu a 7-ketobutyratu za tvorby

acetohydroxybutyrétu, 7za absence a Za pritomnosti herbicidu; 2

(i) opakovani kroka (c) - (h), kde je DNA kodujici AHAS
variantu v kroku (e) pouzita jako AHAS kodujici DNA v kroku (c),
dokud neni identifikovan prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicid, ktery mé vliastnosti:
(i) za absence alespon jednoho herbicidu

(a) ma katalytickou aktivitu, ktera je sama dostatecdna k
tomu, aby udrzela 7ivotaschopnost bunék, ve kterych je

exprivovan; nebo

(b) ma katalytickou aktivitu v kombinaci s néjakvm jinvm
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid, ktery muZe
byt stejny nebo jiny neZ prvni AHAS variantni protein, ktera je
dostatecna k tomu, aby udrzela zivotaschopnost bundk, ve kterych
je exprivovan;

kde bunky vyzaduji AHAS aktivitu pro prezivani; a
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(ii) ma katalytickou aktivitu, ktera je vice rezistentni k

alesponn jednomu herbicidu neZ prirozena AHAS.

Je také poskytnuta alternativni na strukture zalozZena
modelaéni metoda pro produkci AHAS variantnich proteind

rezistentnich na herbicidy. Tato metoda obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na prvonim AHAS templétu
odvozeném od polypeptidu majicim sekvenci podle obrazku 1 nebo
jeho funké&niho kvivalentu pro odvozeni trojrozmérné struktury

cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani jednoho nebo vice herbicida do trojrozmérné
struktury pro lokalizaci vazebného mista pro herbicid v ciloveém
AHAS proteinu;

(c) selekcli alespon jedné aminokyselinové pozice Vv cilovém
AHAS proteinu jako cile pro mutaci, kde mutace pozménuje afinitu

alespon jednoho herbicidu k vazebnému mistu;
(d) mutaci DNA kodujici cilovy AHAS protein pro produkci
mutantni DNA kodujici variantni AHAS obsahujici mutaci Vv pozici;

a

(e) expresl mutované DNA v jedné bunce, Zza podminek, za

ktervych je produkovan variantni AHAS obsahujici mutaci v pozici.

Tato metoda muZe dale obsahovat:

(f) expresi DNA kodujici prirozeny AHAS protein paralelné ve

druhé bunce;
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(¢) purifikaci prirozenych a variantnich AHAS proteind z

(h) testovani pfirozenych a variantnich AHAS proteind na
katalvtickou aktivitu v konverzi pyruvadtu na acetolaktat nebo Vv

kondensaci pyruvédtu a 7-ketobutyratu za tvorby

acetohvdroxybutyréatu, za absence a za pritomnosti herbicidu: a

(i) opakovani kroki (c) - (h), kde je DNA kodujici AHAS
- variantu v kroku (e) pouZita jako AHAS kodujici DNA v kroku (c¢).,
dokud neni identifikovan prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicid, ktery ma vlastnosti:

(i) za absence alespon jednoho herbicidu

(a) ma katalytickou aktivitu, ktera je sama dostatedna k
tomu, aby udrZela 3ivotaschopnost bunék, ve kterych je

exprivovan; nebo

(b) ma katalytickou aktivitu v kombinaci s néjakym jinym
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid take
exprivovanym v bunce, ktery miaZe byt stejny nebo jiny ne? prvni
AHAS variantni protein, ktera je dostatecna k tomu, aby udrzela

7ivotaschopnost bunék, ve kterych je exprivovan;

kde bunky vyzaduji AHAS aktivitu pro prezivani; a

(ii) ma katalytickou aktivitu, ktera je vice rezistentni k

alesponi jednomu herbicidu neZ ptirozena AHAS.

V jiném alternativnim provedeni metoda obsahuje:



(a) sestaveni cilového AHAS
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proteinu na prvnim AHAS templéatu

majicim identifikované vazebné misto pro herbicid a majicim

sekvenci podle obrazku 1 nebo jeho funkénim ekvivalentu pro

odvozeni trojrozmérne struktury cilového AHAS proteinu;

(b) selekci alespon
AHAS proteinu jako cile

jedné aminokyselinové pozice Vv cilovém

pro mutaci, kde mutace

alespon jednoho herbicidu k vazebnému mistu:

(¢) mutaci DNA koduj
mutantni DNA xodujici v

a

(d) expresi mutované

ici cilovy AHAS protein

ariantni AHAS obsahujic

pozméﬁuje afinitu

pro produkci

{ mutaci Vv pozici;

DNA v jedné bunce, Za podminek, za

kterych je produkovén variantni AHAS obsahujic

Tato metoda maze dale obsahovat:

(e) expresi DNA kodujict prirozeny AHAS pro

druhé bunce;

(f) purifikaci pfirozen?ch a variantnich AR

bunak;

(g) testovani prirozeny

katalytickou aktivitu v

konverzi pyruvatu na a

kondensaci pyruvatu a 7-ketobutyratu za tvorby

acetohydroxybutyrétu, za absence a 72 pritomno

(h) opakovani krokl

variantu v kroku (d) pouzita jako AHAS kodu

{ mutaci Vv pozici.

tein paralelné ve

AS proteini 2

ch a variantnich AHAS proteind na

cetolaktat nebo v

sti herbicidu; a

(b)y - (g), kde je DNA kodujici AHAS

jici DNA v kroku (b),
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dokud neni identifikovéan prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicid, ktery ma vlastnosti:
(i) za absence alespon jednoho herbicidu

(a) ma katalytickou aktivitu, ktera je sama dostatedna k
tomu, aby udrZela 7ivotaschopnost bunék, ve ktgr?ch je

exprivovan; nebo

(b) ma katalytickou aktivitu v kombinaci s né&jakym jinym
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid také
exprivovanym v buice, ktery maze byt stejny nebo jiny neZ prvni
AHAS variantni protein, ktera je dostate&nd k tomu, aby udrZela

sivotaschopnost bunék, ve kterych je exprivovan;

kde bunky vyzaduji AHAS aktivitu pro prezivani; a

(ii) ma katalytickou aktivitu, ktera je vice rezistentni k

alespont jednomu herbicidu neZ prirozena AHAS.

V preferovaném provedeni vyse uvedenych metod je katalyticka
aktivita za absence herbicidu alespoin okolo 5 % a lépe vice neZ
asi 20 % katalytické aktivity prirozené AHAS. Pokud je herbicid
imidazolinonovy herbicid, pak AHAS variantni protein rezistentni

na herbicid preferované ma:

(i) katalytickou aktivitu za absence herbicidu vyssi ne? asi
20 % katalvtické aktivity pfirozené AHAS;

(ii) katalytickou aktivitu, které je relativné vice

rezistentni na pritomnost imidazolinonovych herbicidu ve
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srovnani s prirozenou AHAS; a

(iii) katalytickou aktivitu,‘které je relativné vice citliva
na pritomnost sulfonylmo&ovinovych herbicida ve srovnani s

imidazolinonovymi herbicidy.

Predkladany vynalez dale poskytuje izolovanou DNA kodujici
variantni proteiny kyselina hydroxyoctova syntetasy (AHAS), kde

variantni proteiny obsahuji AHAS proteiny modifikované:

(i) substituci alespon jednoho rtzného aminokyselinového
zbytku v aminokyselinovém zbytku sekvence podle obrazku I
vybraného ze skupiny, ktera se sklada z P48, G49, SS2, MS3, E54,
A84, A9s, T96, S97, G98, P99, G100, A10l, V125, R127, R128,
M129, It30, G131, T132, D133, F13s, Q136, D186, 1187, T259,
T260, L261, M262, G263, R267, M277, L278, G279, H281, G282,
T283, V284, G300, V301, R302, F303, D304, R306, V307, T308,
G309, K310, I311, E312, A313, F314, A315, S316, R317, A318,
K319, 1320, E329, 1330, K332, N333, K334, 0333, T404, G413,
Va4, G415, Q416, H417, Q418, M419, W420, A421, A422, L434,
S435, A437. G438, L1439, G440, A441, M442, G443, D467, S468,
S469, L471, N473, L477, M479, Q495, H496, L497, G498, M499,
V501, Q502, Q504, DSOS, Rs06, Y508, K509, AS10, NSi1, RS12,
AS13, H5t4, TS515, SsS24, H572, Q573, ES74, HS75, V§76, L3577,
P578, M579, 1380, P581, G383, G

kteréhokoliv z vyse uvedenych a jakékoliv kombinace kteréhokoliv

584, funké&nich ekvivalentt
z vvie uvedenych.
(ii) deleci vice ne? S5 aminokyselinovych zbytka

prfedchazejicich, nebo vice neZ 5 aminokyselinovych zbytkd

nasledujicich alespont jednomu aminokyselinovému zbytku



i : klada
kvence podle obrazku 1 vybraného ze skupiny, kterapzz SG100
sekv
97, G98, , s
' ES4, A84, A95, T96, S97,
; P48. G49, g52, M53, , e
A101, V125 R127, R128, Mi29, 1130, G131, T132, i;ii, -
- ’ 26 ! 2, G263, , M277,
T259, T260, 1261, M262,
Q136. pis6, 1187, ) T r02 305,
T283, V284, G300, V301, )
1278, G279, g281, G282, , ’ s
D304, R306 yv307, T308, G309, K310, 1311, E312, Ai;i, N333,
’ , 0 K Lo 4 [
3 K319, 1320, £329, 1330,
A315, S316, R317, A318, ) e wato
: v414, G415, Q416, H417, Q , ) ,
K334, 0338, T404, G413, , et
43¢ 435, A437, G438, L439, , )
wa20, A421, A422, L434, S , e qus
469, L471, N473, L4477, , 5,
M442, G443, D467, S468. S . :
. | 5, RS06, Y508,
5 ! vsot, Q502, Qs04, Ds0S,
H496, L497, G498, M499, , : .
K309, A310 N511, RS12, A513, H514, T515, S524, B372, 2584_
B374, H37S, vs76, L377, P578, M579, 1580, P381, ?583, ‘ ké;01iv
funkénich ekvivalentt kteréhokoliv Z vvse uvedenych a Jake

kombinace xteréhokoliv z vyse uvedenych;

(1i1) deleci alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo

jeho funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a H150 sekvence podle
obrazku 1;

(iv) adici alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a HISO sekvence podle obrazku 1;

(v) deleci alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkcniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;

(vi) adici alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;
nebo

(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv z vyse uvedenych.
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V tomto systemu poditani koresponduje zbytek ¢&. 2 putativnimu
aminokyselinovému konci zralého proteinu, t.j. po odstranéni

chloroplast zamétujiciho peptidu.

Vyse uvedené modifikace jsou zaméreny na zménéni schopnosti
herbicidu, a preferované imidazolinonového herbicidu, inhibovat
enzvmatickou aktivitu proteinu. A preferovaném provedeni koduje
izolovana DNA na herbicidy rezistentni variantu AHAS. Také jsou
poskytnuty DNA vektory obsahujici DNA kodujici tyto AHAS
varianty, varianty AHAS proteini samotné, a bunky ., kultivované
in vivo nebo v bunédéné kulture, ktere exprivuji AHAS varianty

nebo obsahuiji tyto vektory.

V jiném aspektu poskytuje predkladany vynalez metftodu pro
udéleni rezistence na herbicidy bunkam nebo bhurnce a zejména
rostliné burce nebo bunkam jako jsou napriklad semena. AHAS gen,
preferované Arabidopsis thaliana AHAS gen, je mutovan Pro
pozménéni schopnosti herbicidu inhibovat enzymatickou aktivitu
AHAS. Mutantni gen je klonovan do kompatibilniho expresniho
vektoru a gen je transformovan do bunky citlivé na herbicidy za
podminek, za kterych je exprivovan v dostatecné hladiné pro

udéleni rezistence na herbicidy burce.

Také jsou poskytovany metody pro xontrolu plevele, kde
plodina obsahujici AHAS gen rezistentni na herbicidy podle
predkladaného vynalezu je kultivovana 2 ogetfovana plevel

kontrolujicim dcinnym mnozstvim herbicidu.

Také je popsana na strukture zaloZena modelaéni metoda pro
pripravu prvniho herbicidu, ktery inhibuje AHAS aktivitu. Metoda

obsahuje:



(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na pyruvidt oxidasovy

templat nebo AHAS modelovani jeho funkéniho ekvivalentu pro

odvozeni trojrozmérné struktury cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani druhého herbicidu majiciho AHAS inhibiéni
aktivitu do trojrozmérné struktury pro odvozeni umisténi,
struktury vazebného mista pro herbicid nebo jejich kombinace v

cilovém AHAS proteinu; a

(¢) vvyvoj non-peptidového prvniho herbicidu, ktery bude
interagovat s, a preferované se bude vazat na, AHAS aktivitu
inhibujici udinnou &ast vazebného mista, kde prvni herbicid
inhibuje AHAS aktivitu dostateén& pro poruseni Zivotaschopnosti

bunék, které vyZaduji AHAS aktivitu pro svou Zivotaschopnost.

Alternativni na strukturfe zaloZena modelacéni metoda pro
pripravu prvniho herbicidu, ktery inhibuje AHAS aktivitu, je

také popsana. Metoda obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na prvni AHAS templat
odvozeny od polypeptidu majiciho sekvenci podle obrazku ! nebo
jeho funkéniho ekvivalentu, pro odvozeni trojrozmérné struktury

cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani druhého herbicidu majiciho AHAS inhibidni
aktivitu do trojrozmérné struktury pro odvozeni umisténi,
struktury vazebného mista pro herbicid nebo jejich kombinace v

cilovém AHAS proteinu; a

(c) vyvoj] non—-peptidového prvniho herbicidu, ktery bude

interagovat s, a preferovanéd se bude vazat na, AHAS aktivitu



inhibujici U¢innou &ast vazebného mista, kde prvni herbicid
inhibuje AHAS aktivitu dostatedné pro poruseni Zivotaschopnosti

bunék, které vvZaduji AHAS aktivitu pro svou Zivotaschopnost.

Preferované v kazdé metodé obsahuje prvni herbicid alespon
jednu funkéni skupinu, ktera interaguje s funkéni skupinou

vazebného mista.

Predkladany vynalez zahrnuje racionaln{ vyvoj nebo na
strukture zaloZené modelovani modifikovanych verzi enzymu AHAS a
AHAS inhibujicich herbicidi. Tyto modifikované enzymy (AHAS)
variantni proteiny) jsou rezistentni na Gcéinek herbicidua.
Predkladany vynadlez také zahrnuje DNA, které koduji tyto
varianty, vektory, které obsahuji tyto DNA, AHAS variantni
proteiny a bunky, které exprivuji tyto varianty. Dale jsou
poskytnuty metody pro produkci rezistence na herbicidy u rostlin
exprivovanim téchto variant a metody pro kontrolu plevele. DNA a
AHAS varianty podle predkladaného vynalezu byly objeveny ve
studiich, které byly zaloZeny na molekularnim modelovani
struktury AHAS.

Racionalni na strukturfe zaloZeny vyvoj AHAS variant a AHAS

inhibujicich herbicida

Na herbicidy rezistentni varianty AHAS podle predkladaného
vynalezu jsou pouZitelné v udileni rezistence na herbicidy
rostlinam, a mohou byt projektoviany s POX modelem, AHAS modelem
nebo jejich funkénimi ekvivalenty, jako jsou napriklad
transketolasy, karboligasy, pyruvat dekarboxylasy, proteiny,
které vazi FAD a/nebo TPP jako kofaktor, nebo jakékoliv
proteiny, které maji strukturalni vlastnosti podobné k POX



aunebo AHAS; s AHAS modelem jako je model majici sekvenci podle

obrazku 1; nebo s funkénim ekvivaletem sekvence podle obrazku !
véetné varianty modelované z predchoziho modelu. Proteiny, které
mochou byt pouZity, obsahuji jakékoliv proteiny majici méné ne?
kofenovou prumérnou &tvercovou odchylku mensi ne? 3,5 angstromu
ve svych Ca uhlicich ve vztahu k jakékoliv z vyie uvedenych
molekul. Na AHAS zaméfené herbicidy mohou byt podobné modelovany
z téchto templata. Funkéni ekvivalent AHAS aminokyselinové
sekvence je sekvence majici vyznamnou, t.j. 60 - 70% homologii,
zejména v konzervovanych regionech jako je, napfiklad, putativni
vazebné misto. Stupen homologie miZe byt urcden jednoduchym
sestavenim bazi na programu znamém v oboru, jako je, napriklad,
GAP a PILEUP s GCG. Homologie znamena identické aminokyseliny
nebo konzervativni substituce. Funkéni ekvivalent uréitého
aminokyselinového zbytku v AHAS proteinu podle obrazku ! je
aminokyselinovy zbytek jiného AHAS proteinu, ktery, kdyZ je
serazen se sekvenci podle obrazku ! programem v oboru znamym,
jako je napriklad GAP a PILEUP s GCG, je ve stejné pozici jako

aminokyselinovy zbytek podle obrazku 1.

Kroky racionadlniho vyvoje typicky obsahuji: (1) sestaveni
cilového AHAS proteinu s POX pozadim nebo strukturcu nebo s AHAS
pozadim nebo strukturou; (2) volitelné, a pokud ma AHAS pozadi
identifikované vazebné misto pro herbicid, modelovani jednoho
nebo vice herbicidd do trojrozmérné struktury pro lokalizaci
vazebného mista pro herbicid do cilového proteinu; (3) selekci
mutace na zédkladé modelu; (4) mistné fizenou mutagenesi: a (5)
expresi a purifikaci variant. Dal3i kroky mohou zahrnovat (6)
testovani enzymatickych vlastnosti a (7) hodnoceni vhodnych
variant srovnanim s vlastnostmi prfirozeného typu AHAS. Kazdy
krok je diskutovan oddélensg dale.
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1. Molekularni modelovani

Techniky molekuldrniho modelovani (a zejména modelovani
proteinové homologie) mohou dat pochopeni struktury a aktivity
daného proteinu. Strukturalni model proteinu muZe byt urcen
primo z pokusnych dat jako je rentgenovd krystalografie, neprimo
pomoci modelovani homologie a podobné, nebo kombinaci téchto
metod (viz White et al., Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct.,
23, 349, 1994). Vyklad trojrozmérné struktury AHAS poskytuje
zaklad pro vyvoj racionadlniho schematu pro mutaci uré&itého
aminokyselinového zbytku v AHAS, ktera udéli polypeptidu

rezistenci na herbicid.

Molekularni modelovani struktury Zea Mays AHAS, za pouziti
templatu znamé rentgenové krystalové struktury prfibuzné pyruvat
oxidasy (POX) od Lactobacillus plantarum, poskytuje trojrozmérny
model AHAS struktury, ktery je pouzZitelny pro vyvoj AHAS variant
rezistentnich na herbicidy nebo AHAS inhibujicich herbicida.
Tento modeladni postup ma vyhodu toho, Z2e AHAS a POX sdili mnoho
biochemickych charakteristik a mohou byt odvozeny od spoleéného
genu (Chang et al., J. Bacteriol. 170: 3937, 1988).

Vzhledem k vysokému stupni mezidruhové homologie v AHAS mohou
byt modelované AHAs zde popsané nebo jejich funkéni ekvivalenty

pouzity jako templaty pro vyvej AHAS variantnich proteind.

Cdvozeni jednoho modelu za pouziti{ interaktivni molekularni
grafiky a seskupeni je podrobné popsano dale. Trojrozmérnid AHAS
struktura, ktera vznikla z tohoto postupu, urduje pfibliZnou
prostorovou orientaci aktivniho mista enzymu a vazebného mista

nebo kapsy inhibitoru jako je herbicid véetné&, ale nejenom,
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imidazolinonovych herbicida. Model je potom upraven a
reinterpretovan na zakladé biochemickych studii, které jsou také

popsany dale.,

Modelovani proteinové homologie vyvZaduje sestaveni primarni
sekvence studovaného proteinu s druhym proteinem, jehoZ
krystalova strukrura je znama. Pyruvat oxidasa (POX) byla
vybrana pro modelovani AHAS homologie, protoze POX a AHAS
sdileji mnoho biochemickych charakteristik. Napriklad, jak POX,
tak AHAS maji stejné aspekty enzymového reakéniho mechanismu,
stejnd jako kofaktoru a potreby kovi. V obou enzymech jsou pro
enzymatickou aktivitu poZadovany thiamin pyrofosfat (TPP),
flavin adenin dinukleotid (FAD) a divalentni kationt. FAD
zprostredkuje redukdéni reakci béhem katalyzy v POX, ale
predpokladanéd ma pouze strukturdlni funkci v AHAS, coZ? je moZna
pozistatek z evoluce AHAS z POX. Oba enzymy utilizuji pyruvat
jako substrat a tvofi hydroxyethyl thiamin pyvrofosfat jako
stabilni intermedidt reakce (Schloss, J.V. et al., v
Biosynthesis of branched chain amino acids, Barak, Z.J.M.,
Chipman, D.M., Schloss, J.V. (eds) VCH Publishers, Weinheim,
Germany, 1990).

Dale, AHAS aktivita je pritomna v chimerickych POX-AHAS
proteinech skladajicich se z N-termindlni poloviny POX
a C-termindlni poloviny AHAS a je zde maly stupen AHAS aktivity
vykazovany POX samotnou. AHAS a POX také vykazuji podobné
vlastnosti v roztoku (Risse, B. et al., Protein Sci. 1: 1699 a
1710, 1992; Singh, B.K., a Schmitt, G.K. (1989), FEBS Letters,
258: 113; Singh, B.K. et al., (1989) v: Prospects for Amino Acid
Biosynthesis Inhibitors in Crop Protection and Pharmaceutical

Chemistry, (Lopping, L.G., et al., vyd., BCP Monograph str. 87).
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Se zvysenou koncentraci proteinu podléhaji jak POX, tak AHAS
postupné preméné z monomerd na dimery a tetramery. Zvy3eni v
koncentraci FAD také indukuje vy3s$i rady sestaveni podjednotek.
V tetramerické formé& jsou oba proteiny nejvice stabilni k teplu

a chemické denaturaci.

Dale, krystalova struktura POX z Lactobacillus planarum byla
popsana Mullerem et al., Science 259: 965, 1993. Vynédlezci
tohoto vynalezu zjistili, Ze na zakladé stupné fyzikalni,
biochemické a genetické homologie mezi AHAS a POX muZe byt
rentgenova krystalicka POX pouzita jako strukturalni pocdéatecni

bod pro modelovani homologie AHAS struktury.

Nicméné&, AHAS a L. planarum POX sekvence nejsou dostatecné
podobné pro uUplné poditadové sestaveni. Celkem je pouze asi 20%
aminokyselin identickych, zatimco asi 50% rezidui je stejné
tridy (t.j. acidické, bazické, aromatické, a podobné). Nicméné,
pokud je sekvence srovniana s ohledem na klasifikace hydrofobnich
a hydrofilnich zbytka, potom odpovidid 35300 ze 600 aminokyselin.
Urdeni sekundarni struktury pro AHAS (Holley et al., Proc. Natl.
Acad. Sci USA 86: 152, 1989) ukazalo silnou podobnost k aktudlni
sekundarni strukture POX. Pro témér 70% zbyvtkn odpovida

predpokladand sekundarni struktura strukture POX.

POX monoomery se skladaji{ ze trfi domén, kde viechny maji
centrialni, paralelni B-1list se zkfiZenim skladajicim se z
a—3roubovic a dlouhych smyc¢ek. (Muller et al., Science 259: 965,
1993). Topologie 1listn se 1131 mezi doménami, t.j. v prvni a ve
tfreti doméné jsou rfeté&zce sestaveny do B-listu v sekvenci

2—=1-3-4-6-5, zatimco v B-listu druhé domény se sekvence &te
3-2—-1-4-5-6.
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Poditacové generované sestaveni bylo zaloZeno na urceni
sekundarni struktury a na homologii sekvence. Byla pouZit béina
metoda parového sestaveni sekvence, kterou popsal Needleman and
Wunch, J. Mol. Biol., 48: 443, 1970. Dvé sekvence byly sefazeny
pro maximalizaci skore serazeni. Skore serfazeni (skore
homologie) je sumou skore pro viechny pary serazenych zbytkd,
plus volitelnych pokut za vlozeni mezer do sefazeni. Skore pro
serfazeni part zbytkd je tabelovana &iselnid hodnota. System
skorovani homologie je zaloZen na pozorovani frekvence
divergence mezi danymi pary zbytkd. (MO Dayhoff, RM Schwartz and
BC Orcutt "Atlas of Protein Sequence and Structure", sv. 5.
suppl. 3 str. 345 - 362, 1978).

Serazeni bylo dale vylepseno premisténim mezer tak, aby
sekonzervovaly kontinualni fadné sekundadrni struktury.
Aminokyselinové substituce generované hodnocenim pravdépodobnych
schémat serazeni byly srovnadvany prostredky interaktivni
molekularni grafiky. Bylo vybrano sefazeni s nejvice

konzervativnimi substitucemi s ohledem na uré&itou funkénost

aminokyselin v daném misté. Koneéné serazeni POX a AHAS je
ukazano na obrazku 2. Byla identifikovana konzervativni
seskupeni zbytkt, zejména pro TPP vazebné misto a pro &asti FAD
vazebného mista. Serazeni odhalilo vysoky stupeii podobnosti mezi
AHAS a POX pro prvni doménu, pro vétsinu casti druhé domény a
pro asi polovinu t#eti domény. Vétiina regionua, které byloy
3patné serazeny a mohly se ruzné skladat v POX a AHAS byla
odekidvana na povrchu proteinu a nebyly zahrnuty ve vazbé
kofaktoru nebo inhibiéni vazbé. Urdeni mutadnich mist neni

vyznamné ovlivnéno malymi posuny v serazeni.

Vétsina TPP vazebnych zbytkl je vysoce konzervovana v POX a
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AHAS (napt. P48 - G49 - G50). V nékterych pripadech se zbytky
tésné k TPP 1i31i mezi POX a AHAS, ale zustavaji v regionu, ktery
je vysoce konzervovan (naptriklad, zbytky 90 - 110). Na druhou
stranu, FAD vazebné misto se zdad byt méné konzervované. Ackoliv
byly néktera FAD vazebnd mista vysoce konzervovana (napriklad
D325-1326-D327-P328), jind se jasné lisila mezi POX a AHAS
(naprikad zbytky ve smycéce v pozici 278 — 285 nejsou

homologni). Podrobnéd analyza ukazala, Ze, alespoit pro néktera z
méné& konzervovanych kontaktnich mist, byly interakce
zprostredkovany spise polypeptidovou kostrou ne? postrannimi
retézci. Proto, konzervace byla vyZadovana pouze pro sloZeni
polypeptidu a nikoliv pro aminokyselinovou sekvenci

(napriklad kostra ze zbvtkd 2358 - 263 se vaZe na ribitol fetézec
FAD). Polovina vazebnych mist pro adenin a izoalloxazin se jasné

1i381.

Po sestaveni primarni struktury byl postaven model homologie
transpozici AHAS aminokyselinové sekvence na POX templatovou
strukturu. Chybéjici koordinaty byly vytvorfeny postupné za
pouziti templatd aminokyselinovych zbytka pro kompletovani
nedefinovanych postranich fetdzct. Prohledavani data bank a
minimalizace energie malych &4sti molekuly byly pouzity pro
kompletovan{ konformace nedefinovanvych smydkovych regiont.
Kofaktory TPP a FAD byly modelovany do jejich vazebnych mist.
tento model byl potom podroben kompletni, 500 cyklové
minimalizaci energie. Veskeré pod&itadové modelovani bylo
provedeno na IRIS Indigo Elan R4000 Workstation od Silicon
Graphics Co. Interaktivni molekulové modelovani a minimalizace
energie byly provedeny za pouziti Quanta/CHARMm 4.0 od Molecular
Simulations Inc. Béhem tohoto kroku byla konformace stabilni,

coZ ukazuje, Ze 24dné silné ne?addouci interakce, jako jsou
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napriklad tésné van der Waalsovi kontakty, se nevyskytly.

Vysledky jsou schematicky ukazany na obrazku 3.

Charakteristiky predpokladané AHAS struktury

Prohlidka modelované AHAS struktury popsané vyse ukazala, Ze
vétiina proteinu se sklada s kostrou, které je energeticky
priméfena, s vétiinou hydrofilnich postranich rfetézcu
pristupnych rozpoustédlu. Povrchy B-listd jsou hladké a maji na

sob& misto pro prekfiZené regiony, které jsou na né pripojeny.

Model pro dimerické AHAS byl generovan duplikovanim
koordinata energeticky minimalizovanych monemerickych AHAS
supervloZenim dvou kopii na dvé POX podjednotky za pouziti para
Ca koordinata jak je definovano ve schematu sestaveni.
Polypeptidovy fetézec AHAS se sklada do t#i podobné sloZenych
domén sloZenvch z destirfetézcového paraleniho B-listu jadra
obklopeného dlouhymi "smyékami" a a-3roubovicemi. Dvé
podjednotky jsou serazeny tak, Ze prvni doména jedné podjednotky
je v tdsné blizkosti kofaktorovych vazebnych domén 2 a 3 jiné
podjednotky. Rozpoustédlem vyplné&ny prostor zistava mezi
podjednotkami v tomto misté. Tato kapsa, kterda je definovana
viivem tf{ domén, je predpokladanym vstupnim mistem pro
substrat. Je také predpokladano, Ze to je vazebné misto pro

herbicidy.

Vnit#ni povrch vazebné kapsy je nastinén kofaktory. Thiazol
TPP je umistén na dné kapsy. Doména 3 dava vnitfnimu povrchu
kapsy kratkou a-sroubovici, ktera umisfuje svou osu smérem k
pyrofosfatu na TPP, co? kompenzuje fosfatovy ndboj svym

dipolarnim momentem. Tato kriticka 3Zroubovice, kterd zacdina




G498, "otodkovym" zbytkem v tésném kontaktu s TPP, a kterd konci

v F507, obsahuje tfi znama mutaéni mista pro rezistenci na
sulfonylureu: V300, WS03 a F507 (viz U.S.Patenty ¢&. 5.013.639;
5.141.870: a 5.378.824). V doméné 1 je zmycka definovéna jako
P48 —~ S52 (mezi PB-fetézcem 2 a a-sroubovici 2) je WS03, mutace,
ve které vznika rezistence na imidazolinony. Zbytky Y47 az GS30
jsou také v kontaktu s TPP. Tato smyéka je sousedici s P184

- Q189, jinak oto&ené, ktera spojuje posledni retézec f-listu
domény 1 s B-fetézcem, ktery spojuje s doménou 2. Uvnitr kapsy,
pobli? jejiho vchodu, je dlouhy region domény 1, ktery
interaguje s komplementarnim tfetézcem domény 2. Residua 128§

- 129 a 133 - 137 domény | a residua 304 - 313 domény 2 jsou na
povrchu kapsy. Zahyb skladajici se z T96 - G100 je mezi smyckou
125 = 129 a TPP. Dalsi retézec domény 3 a dva regiony domény 2,
které ohraniduji vazebnou kapsu, jsou na opacéném rohu

kapsy. Zbytky S72, 575, 582 a 383 domény 3 definuji povrch kapsy
na jedné strané. Zbyvajici ¢ast vnitfniho povrchu kapsy je
definovana FAD a smydkou L278 - G282, ktera kontaktuje

izoalloxazinovy kruh FAD.

Strukturalni modely AHAS proteinu mohou byt také pouZity pro

racionalni vyvoj herbicidd nebo AHAS inhibitora.

2. Modelovani herbicida do vazebnych mist

Imazethapyr, aktivni imidazolinon v PURSUITR byl umistén do
svého predpokladaného vazebného mista za pouZiti intraktivni
molekularni grafiky (obr. 4) a softwaru popsaného vyse (obr.4).
K183 byl vybran jako "kotva" pro interakci s nabojem karboxylové
skupinyNH-CO jednotka imidazolinonu byla umisténa pro tvorbu

vodikovych mistkd na G50 a A51. Toto umistilo methylovy
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substituent imazethapyru tésné k VS00 kostry malé a-3roubovice.
Tato isopropylova skupina je pravdépodobné vazana hydrofobnimi
zbytky aminokyselin v regionu zbytkd 125 - 135, které vytvareji
vnitfni povrch kapsy. Pyridinovy kruh je nejpravdépodobnéji
"sandwichovan" mezi Al134 nebo F135, F307 a W3S03. WSO03 také

interaguje se systemem imidazolinonového kruhu.

Podobnym zpasobem byly modelovany sulfonylmocovinové
herbicidy do mista, které C4astedné presahuje popsané vazebné
misto pro imidazolinon. Prekryti sulfonylmo&ovinovych
a imidazolinonovych vazebnych mist byl v souladu s pokusy
kompetiéni vazby a se stanovenymi mutantnimi daty, ktera
ukazuji, Ze stejna mutace u kukurice, W503L, miZe vytvaret
rezistenci na oba herbicidy. V té&chto modelech je vétiina
znamych mutacénich mist, ktera udileji rezistenci na
sulfonylmodovinové herbicidy, t.j. G50, AsS!, K185, VsS00, WSO03,
F507, v tésném kontaktu s navazanymi herbicidy. P126 a AS! jsou
vyzadovany pro udrZeni K185 postranniho rfetézce v misté
generovanim hydrofobniho péru. S582, misto pro specifickou
imidazolinonovou rezistenci, je dale od vazebného regionu a je
umisténo v regionu, kde je homologie tak slabi, Ze je olekavéana
zména ve sloZeni. FAD vazebné misto ma zjevnéd nizkou homologili
mezi AHAS a POX v tomto regionu; S582 je zbytek, ktery udilfi
rezistenci u kukurfice a tento S582 a s nim sousedici zbytky jsou
v té&sném kontaktu s aktivnim mistem kapsy. Je predpokladano, Ze
FAD a region smyéky obsahujici zbytky 278 aZ 285 je posunut
mirné od tfeti domény, (dole na obrazku 4) a Ze smycka, ktera
obsahuje S382 se sklada do prostoru mezi Sroubovici v pozici
499 az 507 a smyé&kou v pozicich 278 az 285. D305, jiné znamé
misto mutace, je tésné u FAD a moduluje interakce mezi doménami

1 a 2. M280 muZe byt bud obsaZen v umisténi 3Sroubovice do pozice
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498 a2z 507, nebo primo v inhibiéni vazbé. M280 a D30S mohou byt
také primo obsaZeny v inhibié&ni vazbé, pokud se domény | a 2

posunou o néco bliZze k sobé.

3. Selekce mutaci

Specifické aminokyselinové zbytky jsou zjistény jako mista
pro zavedeni mutaci do primadrni sekvence AHAS. Tyto
aminokyseliny jsou vybrany na zakladé jejich umisténi tak, Ze
pokud je pozice aminokyselinového zbytku modifikovéna, pak bude
vysledkem alterace (t.j. sniZeni) v afinité herbicidu pro
vazebné misto. Neni nutné, aby pozice mutace byla ve vazebném
mistu, protoZe aminokyselinové zbytky mimo kapsu mohou samy o
sobé alterovat naboj nebo konfiguraci vazebného mista. Selekce
cilovych mist pro mutace je dosaZena za pouZiti molekuldrnich
modeld jak jsou popsany vyse. Napriklad podle modelu uvedeného
vvie, arginin v pozici 128 (oznacdeny jako R128 na obrazku | za
pouziti jednopismeného kodu pro aminokyseliny) je umistén pobliZ
vchodu do vazebného mista pro substrat a herbicid a ma velky
stupenn konformaéni volnosti, ktery dovoluje, aby se ucastnil
transportu nabitych herbicidi do vazebného mista. Proto je tento
zbytek substituovan alaninem pro odstrané&ni jak jeho nadboje, tak
jeho dlouhého hydrofobniho retézce (vznikla mutace je oznacdena
R128A).

Mutace mohou obsahovat jednoduché substituce, které nahrazuji
prirozenou sekvenci jakoukoliv jinou aminokyselinou.
Alternativnéd mohou mutace obsahovat delece nebo adice jedné nebo
vice aminokyselin, preferovanéd vice neZ S, v daném misté.
Pr#idané sekvence mohou obsahovat aminokyselinovou sekvenci, o

které je znamo, Ze existuje v jiném proteinu, nebo mohou




obsahovat zcela syntetickou sekvenci. Dale, vice neZ jedna

mutace a/nebo vice ne? jeden typ mutace mohou byt zavedeny do

jednoho polvpeptidu.
4. Mistné rizenad mutagenese

DNA kodujici AHAS maZe byt manipulovana tak, aby byly
zavedeny poZadované mutace. Mutagenese je provedena za pouZiti
metod, které jsou standartni v oboru, jak je popséano, napriklad,
v Higuchi, R., Rekombinant PCR, v M.A. Innis, et al., vyd., PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academics Press,
str. 177 - 183, 1990.

5. Exprese a purifikace variant

Mutovanid a variantni AHAS sekvence je klonovana do DNA
expresnihe vektoru (viz napt. priklad 3) a je exprig%véna ve
vhodné bunce., jako je napriklad E. coli. Preferované je DNA
kodujici AHAS navazana na transkripéni reguladni element a
variantni AHAS je exprivovana jako é4ast fuzniho proteinu,
napriklad, gluthation-S—-transferasy, pro usnadnéni purifikace
(viz prfiklad 3, dale). Variantni AHAS je potom purifikovéna za
pouziti afinitni chromatografie nebo jakékoliv jiné vhodné
metody v oboru znamé. "Purifikace"” AHAS polypeptidu oznacduje
izolaci AHAS polypeptidu ve formé, ktera umozZnuje méreni jeho
enzvmatické aktivity bez interference s jinymi sloZkami bunky,

ve které je polypeptid exprivovan.
6. Testovani enzymatickych vlastnosti

Purifikované varianty AHAS mohou byt testovaAny na jednu nebo
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vice nasledujicich vliastnosti:

a) specifickou nebo katalytickou aktivitu pro konverzi
pyruvatu na acetolaktat (vyjadfenou jako jednotky/mg &isté AHAS,
kde jednotka aktivity je definovana jako 1 pmol acetolaktatu
produkovany/hodinu), nebo na kondenzaci pyruvatu a
2-ketobutyratu za tvorby acetohydroxybutyratu (vyjadfenou jako
jednotky/mg cisté AHAS, kde jednotka aktivity je definovéana jako
1 umol acetohydroxybutyratu produkovany/hodinu);

b) trovesn inhibice herbicidu, jako je napriklad, imidazolinon
(vyjadzenou jako ICso, koncentraci, pfi které je SO % aktivity

enzymu inhibovano); a

c) selektivitu rezistence na vybrany herbicid vs. jiné
herbicidy. Index selektivity je definovdna jako nésobek
rezistence mutantu k imidazolinonum ve vztahu k
ptirozenému enzymu, déleny nasobkem rezistence stejného mutantu
k jinému herbicidu také ve vztahu k prirozenému typu). Nasobek
rezistence k herbicidu ve vztahu k prfirozenému typu enzymu je
vyjadren jako ICsg varianty déleny ICso prirozeného typu.Index

selektivity je tak reprezentovan néasledujici rovnici:

ICs0 varianty pro herb.A/ICs0 prirozeného typu pro herb. A
S.I. =

ICs0 varianty pro herb.B/ICso prirozeného typu pro herb. B

Vhodné testovaci systemy pro tato uréeni zahrnuji., ale nejsou

omezeny na, ty, které jsou popsany v prikladu 4, dale.
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7.a. Hodnoceni vhodnych variant

Enzymatické vlastnosti variant AHAS polypeptida jsou
srovnavany s prirozenym typem AHAS. Preferované, dané mutace
vedouci k AHAS variantnimu polypeptidu, ktery si zachovava in
vitro enzvmatickou aktivitu k pyruvatu a nebo pyruvatu a
2-ketobutvyratu, t.j. konverzi pyruvatu na acetolaktat nebo
kondenzaci pvruvatu a 2-ketobutyratu za tvorby
acetohvdroxybutyratu, (a tak se o&ekava jeho biologickd aktivita
in vivo), zatimco vykazuje katalytickou aktivitu, ktera je o
néco vice rezistentni k vybranému herbicidu, neZz je aktivita

prirozeného tvpu AHAS. Preferované variantni AHAS vykazuje:

(1) za absence alespon jednoho herbicidu

(a) katalytickou aktivitu, kterd je sama dostateénd k
tomu, aby udrZela Zivotaschopnost bunék, ve kterych je

exprivovan; nebo

(b) katalytickou aktivitu v kombinaci s néjakym jinym
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid, ktery maZe
byt stejny nebo jiny ne? prvni AHAS variantni protein, kterad je
dostatecéna k tomu, aby udrZela Zivotaschopnost bunék, ve kterych

je exXprivovan;

kde bunky vyZaduji AHAS aktivitu pro pfeZivani; a

(i1) katalytickou aktivitu, kteria je vice rezistentni k

alesponn jednomu herbicidu neZ prirozenia AHAS;

a kterad je relativné vice rezistentni k herbicidu neZ je
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prirozena AHAS.

Proto, jakykoliv specificky AHAS variantni protein nemusi
nezbytné mit uplnou katalytickou aktivitu pro udriZeni
Zivotaschopnosti bunék, ale musi mit né&jakou katalytickou
aktivitu, samostatnou nebo v kombinaci s katalytickou
aktivitou dalsich kopii stejné AHAS varianty a/nebo v kombinaci
s katalytickou aktivitou jinych AHAS variantnich proteinu,

v mnozstvi dostateéném pro udrZeni Zivotaschopnosti bunék, které
vyzaduji AHAS aktivitu pro Zivotaschopnost. Naprfiklad,
katalyticka aktivita maZze byt zvy3ena na minimalni
akceptovatelné hladiny zavedenim mnoha kopii varianty kodujicich
gend do bunky nebo zavedenim genu, ktery dile obsahuje relativné

silny promotor pro zvyseni produkce varianty.

Vice rezistentni znamena, Ze katalyticka aktivita varianty je
zmensena herbicidy, pokud viabec, o men3i stupefi ne? je
herbicidem zmensena katalyticka aktivita pfirozeného typu AHAS.
Preferované vice rezistentni varianty AHAS si uchovavaji
dostatecénou katalytickou aktivitu pro udrZzeni Zivotaschopnosti
bunék, rostlin nebo organismi tam, kde si pfi stejné koncetraci
herbicidu prirozeny typ AHAS nezachovava dostatednou
katalytickou aktivitu pro udrZeni Zivotaschopnosti bunék,

rostlin nebo organisma.

Preferované je katalyticka aktivita za absence herbicidu
alespont okolo 5 %, a lépe je vice nez 20 % vzhledem ke
katalytické aktivité prirozeného typu AHAS za absence herbicidu.
Nejvice preferované AHAS varianty jsou vice rezistentni
k imidazolinonovym herbicidam neZ k jinym herbicidim jako jsou

herbicidy zaloZené na sulfonylmodoviné, s tim, Ze v nékterych



aplikacich neni selektivita ani potfebna, ani preferované.

U imidazolinon rezistentnich variant AHAS je preferovéano, aby

AHAS variantni protein mél:

(i) katalytickou aktivitu za absence uvedeného herbicidu

vy33i ne? asi 20% katalytické aktivity uvedené prirozené AHAS;

(ii) katalytickou aktivitu, které je relativné vice
rezistentni na pritomnost imidazolinonovych herbicida ve

srovnani s prirozenou AHAS; a

{iii) katalytickou aktivitu, kterid je relativné vice citliva
na pritomnost sulfonylmodovinovych herbicidd ve srovnani s
imidazolinonovymi herbicidy. Nejvice preferované
herbicid-rezistentni AHAS varianty vykazuji minimalni
specifickou aktivitu okolo 20 jednotek/mg, minimadlni nebo ZAdnou
inhibici imidazolinonem a index selektivity od asi 1,3 do asi

3000 ve vztahu k jinym herbicidum.

Bez vazby na teorii se soudi, Ze systematické a interaktivni
aplikace této metody na prirozeny typ nebo na jiny cilovy AHAS
protein budou vést k produkci AHAS variant majicich poZadované
viastnosti vysoké enzymatické aktivity jak byla popsdna vyse a
rezistence na jednu nebo na vice tfid herbicida. Napriklad,
mutace pfirozené AHAS sekvence v urdéité pozici na danou
aminokyselinu mohou vést k mutantu, ktery vykazuje vysoky stupen
rezistence na herbicidy, ale signifikantni ztratu enzymatické
aktivity k¥ pyruvatu nebo pyruvatu a 2-ketobutyratu. Ve druhé
aplikaci vyse uvedené metody bude potom poddtedni nebo cilovy

AHAS polypeptid touto variantou (misto prfirozeného typu AHAS).



Racionalni vyvoj potom obsahuje substituovani jinych

aminokyselin v pivodné mutovanych pozicich a/nebo pridani nebo
deletovani aminokyselin ve vybranych mistech nebo rozsazich s
oCekadvanim zachovani rezistence na herbicidy, ale také se

zachovanim vy33{ hladiny enzymatické aktivity.

Na struktute zaloZeny raciondlni vyvoj] na herbicidy
rezistentnich AHAS proteind nabizi mnoho vyhod proti konvenénim
pristupam, které spodivaji v nidhodné mutagenesy a selekci.
Napriklad, pokud substituce urcé¢ité aminokyseliny za jinou
vyzaduje substituci vice ne? jednoho nukleotidu v kodonu, pak je
pravdépodobnost, Ze se toto vyskytne ndhodné tak nizka, Ze neni
prakticky pouzitelna. Oproti tomu, dvojité i trojité zmény v
nukleotidové sekvenci v kodonu mohou byt snadno provedeny, pokud
jsou naznadeny pristupem raciondlniho vyvoje. Napriklad, jedna
racionalné vyvinuta mutace pro udéleni selektivni rezistence na
imidazolinon vyZaduje zmé&nu z argininu na glutamat. Arginin je
kodovany CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG, zatimco glutamat je
kodovany GAA a GAG. ProtoZe Z4dny z kodon pro arginin nezadina
GA, bude tato mutace vyZadovat dvojitou substituci sousednich
nukletoidt, kterid se pri ndhodné mutagenezi vyskytuje tak
vzacné, Ze je to nepfedvidatelné a neopakovatelné s jakoukoliv
jistotou uspéchu. Ackoliv mutadni frekvence miZe byt zvydena
béhem ndhodné mutageneze, alterace nukleotidové sekvence budou
mit stejnou pravdépodobnost vyskytu v celém AHAS genu, za
absence predchoziho zaméfeni mutaci. Toto zvysuje sanci na
ziskani irelevantnich mutaci, které interferuji s enzymatickou
aktivitou. Obdobné, bude vzacné, za pouZiti nadhodné mutageneze,
najit mnohotné aminokyselinové substituce, delece, nebo
mutace substituce/delece, které davaji rezistenci na herbicidy a

zaroven udrzuji katalytickou aktivitu. Deledni mutace, které



udileji rezistenci na herbicidy, jsou také nepravdépodobné za

pouziti prfistupu ndhodné mutagenese. Delece by mély byt omezeny
na maly region a mély by se vyskytovat v tripletech tak, aby se

zachoval AHAS c&teci ramedéek pro zachovani enzvmatické aktivity.

Nicméné, pri pouziti racionalni na strukturfe zaloZeného
pristupu jsou dvojité aminokyselinové substituce a/nebo deleéni
mutace relativné snadno dosaZitelné a presné zamérené. Dale,
rizné mutageny pou?ité v nidhodné mutagenesy vytvareji specifické
typy mutaci. Naprfiklad, azid sodny vytvari{ bodové substituéni
mutace u rostlin, zatimco radiace vytvari spi3e delece. V
souladu s tim by musely byt pouZity dva protokoly mutageneze pro

z{skani mnohotné kombinace substituci/deleci.

Koneéné, predkladanid na strukture zaloZend metoda pro
raciondlni vyvoj na herbicidy rezistentnich AHAS umozZiuje
opakovana vylep3eni mutaci rezistence na herbicidy, kteryito
krok neni usnadnén ndhodnou mutagenezi. Identifikace mutaéniho
mista pro rezistenci na herbicidy nédhednou mutagenezi mtuze dat
malou, pokud néjakou, prediktivni hodnotu pro zlep3eni
charakteristik mutantu. Prfedkladany na strukture zaloZeny
pristup. na druhé strané, umoZfiuje urdeni vylepseni na zakladé
pozice, prostredi a funkce aminokyselinové pozice ve

strukturdlnim modelu.

Metoda opakovaného vylepseni také umoZiuje nezavislou
manipulaci se tremi dalezitymi vlastnostmi AHAS: drovni
rezistence, selektivitou rezistence a katalytickou
ud¢innosti. Napriklad mohou byt vyvinuty kompenzatorni mutace
prediktivnim zpuasobem. Pokud ma urcitid mutace 3kodlivy ué&inek na

aktivitu enzymu, pak miZe byt druhd kompenzatorni mutace pouZita



pro znovuobnoveni aktivity. Napriklad, zména v naboji uvnits

domény, kdyZz je zbytek s nabojem vloZen nebo ztracen diky mutaci
miZe byt kompenzovana zavedenim druhé mutace. Pfedpovézeni
pozice a typu zbytku pro zavedeni, deletovani nebo substituci ve
druhém mist& pro nahrazeni enzymatické aktivity vyZzaduje znalost
strukturdlné-funkénich vztaha odvozenvch z modelu jako je ten,

ktery je zde popsan.

7.b. Vyvoj nepeptidovych herbicidi nebo AHAS inhibitoru

Chemicka entita, kterad alteruje a muZe byt vhodna do
aktivniho mista cilového proteinu nebo se vaZe na jakoukoliv
pozici, kde miZe inhibovat aktivitu, miZe byt vyvinuta metodami
v oboru znadmymi, jako je napfiklad, poc¢itacovy vyvojovy program,
ktery se uplatiuje ve vyvoji sloudenin, které specificky

interaguji s receptorovym mistem.

Prikladem takového programu je LUDI (Biosym Technologies -
San Diego, CA) (viz také Lam et al., Science 263: 380, 1994;
Thompson et al., J. Med. Chem., 37: 3100, 1994) .

Vazebna kapsa, a zejména ty zbytky, u kterych bylo
identifikovano, Ze jsou zahrnuty v inhibic&ni vazbé, mohou byt

pouZity jako kotevni body pro vyvoj inhibitoru.

Vyvoj mistné specifickych herbicida je vyhodny pri kontrole
druhtd plevele, u kterych se maZe spontidlné vyvinout rezistence

na herbicidy v této oblasti, zejména diky mutacim AHAS genu.



Na herbicidy rezistentni AHAS varianty: DNA, vektory a

polypeptidy

Ptedkladany vynalez také obsahuje izolované DNA molekuly
kodujici varianty AHAS polypeptida rezistentnich na herbicidy.
Geny kodujici AHAS polypeptidy podle predkladaného vynalezu
mohou byt cdvozeny od jakéhokoliv druhu, a preferované od
rostlinych druha, a mutace udilejici rezistenci na herbicidy
mohou bvt zavedeny do ekvivalentnich pozic v jakémkoliv z téchto
AHAS genu. Fkvivalence pozic danych kodonua v riuznych AHAS genech
je funkci konzervace primarni aminokyselinové sekvence a jeho
proteinu a retence podobné trojrozmérné struktury. Napriklad,
obrazek S ilustruje vysoky stupen sekvenéni homologie mezi AHAS
polypeptidy odvozenymi od rtaznych rostlinych druha. Tyto AHAS
polypeptidy vykazuji alespoin 60 - 70% celkovou homologii. Bez
vazby na teorii se soudi, Ze v regionech polypeptidu majicich
vysoce konzervovanou sekvenci bude také zachovana konformace
polypeptidového retszce. Tak je moiné pouzit AHAS-kodujici
sekvenci od jednoho druhu pro molekulédrni modelovani, pro
predem uréené zavedeni mutaci do AHAS genu od druhého druhu pro
inicialni testovani a opakovana vylepseni, a konecne, zavedeni
optimalizovanych mutaci do AHAS odvozenych od jesté tretich

rostlinych druh@t pro expresi v transgennich rostlinéch.

V jedné serii provedeni koduji tyto AHAS DNA varianty AHAS
polypeptidu a preferované AHAS polypeptidu z kukurice podle
obrazku 1, kteryzto polypeptid je modifikovan substituci v
nebo deleci pred nebo za jednim nebo vice aminokyselinovych
zbytka podle obrazku !, P48, G49, SS52, MS3, ES54, A84, A95, T9%6,
S97, G98, P99, G100, A10l, V125, R127, R128, M129, 1130, G131,
T132, D133, F135, Q136, D186, 1187, T259, T260, L261. M262,
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G263, R267, M277, L278, G279, H281, G282, T283, V284, G300,
V301, R302, F303, D304, R306, V307, T308, G309, K310, I311,
E312, A313, F314, A315, S316, R317, A318, K319, I320, E329,
1330, K332, N333, K334, 0335, T404, G413, V414, G415, Q416,
H417, Q418, M419, W420, A421, A422, L434, S4335, A437, G438,
L439, G440, A441, M442, G443, D467, S468, S469, L471, N473,
L477, M479, Q495, H496, L497, G498, M499, V501, Q502, QS04,
D505, R306, Y508, K509, AS10, NStit, RS12, A513, HS14, TS15,
S524, H572, Qs73, ES74, HS375, V376, L5377, P578, MS79, 1580,
P581, G583, G584, funkénich ekvivalenta kteréhokoliv z vyse
uvedenych; inzerci nebo deleci mezi Q124 a H!150 podle obrazku !
nebo jejich funkénich ekvivalentl; inzerci nebo deleci mezi
G300 a D324 podle obrazku ! nebo jejich funkénich ekvivalenta: a

jakékoliv kterychkoliv z vyse uvedenych.

Mutace, at zavedené do polypeptidu podle obrazku | nebo do
ekvivalentnich pozic v jiném rostliné AHAS genu, mohou obsahovat
alterace v DNA sekvenci, které vedou k prosté substituci
jakékoliv jedné nebo vice aminokyselin nebo delecim vice neZ S
aminokyselinovych zbytkd predchazejicich nebo vice ne? S
aminokyselinovych zbytkd nasledujicich jakémukoliv mistu vyse
uvedenému. Vhodné aminokyselinové substituenty zahrnuji, ale

nejsou omezeny na, prirozené se vyskytujici aminokyseliny.

Alternativnéd mohou mutace obsahovat alterace v DNA sekvenci
takové, Ze je jedna nebo vice aminokyselin pridano nebo
deletovidno v ramedku ve vyse uvedenych pozicich. Preferované
obsahuji adice okolo 3 az do asi 30 nukleotidn a delece obsahuji
asi od 3 do 30 nukleotida. Kromé toho, jednotlivy mutantni
polypeptid mGZe obsahovat vice ne? jednu podobnou nebo rdznou

mutaci.



Predkladany vynalez obsahuje DNA a korespondujici RNA

sekvence, stejné jako sense a antisense sekvence. Sekvence
nukleové kyseliny kodujici AHAS polypeptidy mohou byt obklopeny
prirozenymi AHAS reguladénimi sekvencemi, véetné promotort,
enhancert, odpovidajicich elementd, signalnich sekvenci,
polyvadenylaénich sekvenci, intront, 5'- a 3'— nekodujicich
regiontt, a podobnéd. Dale, nukleové kyseliny mohou byt
modifikovany pro zménu stability, rozpustnosti, vazebné afinity
a specificity. Napriklad, kodujici sekvence pro variantni AHAS
miZe byt selektivnéd methylovana. Sekvence nukleové kyseliny
podle predkladaného vynalezu miZe byt také modifikovana znackou
schopnou poskytnuti detegovatelného signalu, bud primo nebo
neptimo. Prikladné znadky zahrnuji radioizotopy, fluorescentni

molekuly, biotin a podobné.

Vvnalez také poskytuje vektory obsahujici nukleové kyseliny
kodujici AHAS varianty. Velké mnozstvi vektoru, véetné plasmidu
a houbovych vektord, bylo popsano pro expresi v mnoha
eukaryotickych a prokaryotickych hostitelich. Vyhodné& mohou
vektory také obsahovat promotor operativné navazany na AHAS
kodujici ¢ast. Kodovana AHAS maZe byt exprivovana za pouZiti
jakéhokoliv vhodného vektoru a hostitelské bunky, za pouZiti
metod zde popsanych nebo citovanych nebo jinak znamych
odbornikam v patfiéném oboru. Priklady vhodny¥ch vektort zahrnuji
bez omezeni na pBIN zaloZené vektory, pBluescript vektory a pGEM

vektory.

Predkladany vyndlez také obsahuje jak variantni na herbicid
rezistentni polypeptidy, tak jejich peptidové fragmenty. Jak
bylo vysvétleno vyse, variantni AHAS polypeptidy mohou byt

odvozeny od polypeptidu kukurice ukazaného na obrazku | nebo od
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jakéhokoliv rostliného nebo mikrobialniho AHAS polypeptidu,
preferované od rostliného AHAS polypeptidu. Polypeptidy mohou
byt dale modifikovany, napriklad, fosforylaci, sulfataci,
acylaci, glykosylaci, a jinymi modifikacemi proteint.
Polypeptidy mohou byt izolovany od rostlin, nebo od
heterolognich organismi nebo bunék (véetné, ale bez omezeni,
bakterii, kvasinek, hmyzich, rostlinych a savéich bunék) do
kterého byl gen kodujici variantni AHAS polypeptid zaveden a
exprivovan. Krom& toho, AHAS polypeptidy mohou byt modifikovany
znackou schopnou poskytnuti detegovatelného signalu, bud primo
nebo neptimo, véetné radioizotopt, fluorescentnich sloudenin,

a podobné.

Chemicky rezistentni rostliny a rostliny obsahujici variantni

AHAS geny

Predkladany vynalez obsahuje transgenni buitky, véetné, ale
nejen, semen, organismd a rostlin, do kterych byly zavedeny geny
kodujici AHAS varianty rezistentni na herbicidy. Neomezujici
priklady vhodnych rostlin, do kterych mohou byt zavedeny, jscu

uvedeny v tabulce 1 déale:



Tabulka 1

Rostliny,

Kukurtice,

Kukurice,

Kukurice,

Kukurice,

Kukuzice,

Kukutice,

Kukurice,

P3enice,
Psenice,
P3enice,
P3enice,
Psenice,
P3enice,
P3enice,

P3enice,

které

Dent

flint
pop

jemna
sladka

sladka
Waxy

Dinkel
durum

anglicka

velka 3spalda

polish
poulard
jednozrnna

jemna

e
e, americka divoka
e

, australska

fa
(@

mohou byt prfijemci

Rod

Gramineae

Gramineae

Gramineae

Gramineae

Gramineae

Gramineae

Gramineae

Gramineae

Pooideae
Pooideae
Pooideae
Pooideae
Pooideae
Pooideae
Pooideae

Pooideae

Gramineae

Gramineae

Latinské

Zea mays
Zea mays

denti
Zea mays
Zea mays
micr
Zea mays
Zea mays
amyleas
Zea mays

Zea mays

Triticum
Triticum
Triticum
Triticum
Triticum
Triticum
Triticum

Triticum

Oryza sa
Zizania
Oryza

austr

L4
(X ]

jméno

formis

vulgaris

osperma

amylacea

accharate
saccharate

ceratina

spelta
durum
turgidum
spelta
polonium
monococcum
monococcum

aestivum

tiva

aquatica

aliensis
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Ryze, indicka
Ryze, cervena
Rvze, tuscarora

Ryze, zapadoafricka

Jedémen

Jedmen

Abyssinian

intermediate

také iregular

Jedmen, Ancestarl
twor

Jecémen, bezvousy

Jedmen, egyptsky

Jedmen, "fourrrowed"
Jecmen, "sixrowed"
Jedmen, "tworowed"

Bavlna, Abroma
Bavlna, American
Upland

Bavlina, Asiatic Tree
téz Indian Tree
Bavlna, Brazilian,
téz Kidney., a
Pernambuco

Bavlina, Levant

Bavlna, Long Silk
také Long Staple,

Gramineae
Gramineae
Gramineae

Gramineae

Pooideae

Pooideae

Pooideae

Pooideae

Pooideae

Pooideae

Pooideae

Pooideae

Dicotyledonaea

Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae

7izania aquatica

Oryza glaberrima
7izania aquatica

Oryza glaberrima

Hordeum vulgare

Hordeum irregulare

Hordeum spontaneum

Hordeum trifurcatum
Hordeum trifurcatum
Hordeum vulgare
polystichon
Hordeum vulgare
hexastichon

Hordeum distichon

Abroma augusta

Gossypium hirsutum

Gossypium arboreum

Gossypium barbadense

brasiliense

Gossypium herbaceum

Gossypium barbadense



Sea Island
Bavlina, mexican,

téz Short Staple

Sojové boby, Soja

Cukrova repa

Cukrova trtina

Rajce

Rajce, Cherry

Rajc¢e, Common

Rajede, Currant

Rajde, Husk
Rajce, Hyenas

Rajde, Pear

Rajce, Tree

Lilek brambor
Lilek brambor
$panélsky,

sladky brambor

Malvaceae

Leguminosae

Chenopodiaceae

dreviny

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Convolvulaceae

Gossypium hirsutum

Glycine max

Beta vulgaris
altissima

Arenga pinnata

Lycopersicon
esculentum
Lycopersicon
esculentum
cerasiforme
Lycopersicon
esculentum
communae
Lycopersicon
pimpinellifolium
Physalis ixocarpa
Solanum incanum
Lycopersicon
esculentum
pyvriforme

Cyphomandra betacea

Solanum tuberosum

Ipomoea batatas



Zito, common

Zito, Mountain

Pepr, Bell

Pepr, Bird
té? kayensky,
guinejsky
Pept, Bonnet
Pepr, Bullnose
téz sladky
Pepr, Cherry

Pepr, Cluster,
téz Red Cluster

Pept, Cone
Pepr, Goat
téz Spur

Pepr, Long

Peprt,
Oranamental Red
téz Wrinkled
Pepr, Tabasco
Red
Locika, zahradni
Locika, Asparagus
téz celer
Locika, modra

Locika, modra
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Pooideae

Pooideae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Compositae

Compositae

Compositae

Compositae
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Secale cereale

Secale montanum

Capsicum annuum
grossum
Capsicum annuum

minimum

Capsicum sinense
Capsicum annuum
grossum
Capsicum annuum
cerasiforme
Capsicum annuum
fasciculatum
Capsicum annuum
conoides

Capsicum frutescens

Capsicum frutescens
longum
Capsicum annuum

abreviatum

Capsicum annuum
conoides
Lactuca sativa
Lactuca sativa
asparagina
Lactuca perennis

Lactuca pulchella



téz Chicory
Locika, kapusta
téz hlavkova
Locika, Cos
té2z Longleaf,
Romaine
Locika, Crinkle
téz Curled
Cutting Leaf

Celer

Celer, béleny,
té7? zahradni

Celer, kofenovy,
Turniprooted

Lilek jedly

Cirok obecny

Tolice vojtéska

Mrkev

Fazole, pnouci

Fazole, Sprouts
Fazole, Brazilian
Broad

téz

4
e

Compositae

Compositae

Compositae

Umbelliferae

Umbelliferae

Umbelliferae

Solanaceae

Sorghum

Leguminosae

Umbelliferae

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

ss e LR ] ] LAJ L X d
L] L d e (] o0
se [ ] . L] ¢ o0
s o » L L] L] ss0 0 o
(] L] L] ® LN J
L X2 .0 ece LX ] ee

Lactuca sativa
capitata
Lactuca sativa

longifolia

Lactuca sativa

crispa

Apium graveolens
dulce

Apium graveolens
dulce

Apium graveolens

rapaceum

Solanum melongena

viechny druhy

Medicago sativum

Daucus carota

gsativa

Phaseolus vulgaris
vulgaris

Phaseolus aureus

Canavalia

ensiformis
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Fazole, Broad
Fazole, Common,
té? Francouzska
bila, Kidney
Fazole, egyptska
Fazole, dlouha,
té7 Yardlong

Fazole, Winged

Oves sety, téz
Common, Side
Tree

Oves d&erny, téz
Bristle
Lopsided

Oves, Bristle

Hrach,
zeleny,
Hrach, Blackeyed
Hrach, Edible
Podded

Hrach, Grey

také zahradni

Shelling

Hrach, kridlaty
Hrach, Wrinkled

Sluneé&énice

Tykev, podzimni,

[
i

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Avena

Avena

Avena

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Leguminosae

Compositae

Dicotyledoneae
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Vicia faba

Phaseolus vulgaris

Dolichos lablab

Vigna
sesquipedalis

Psophocarpus
tetragonolobus

Sativa

Strigosa

Pisum sativum
sativum
Vigna sinensis
Pisum sativum
axiphium
Pisum sativum
speciosum
Tetragonolobus
purpureus
Pisum sativum
medullare

Helianthus annuus

Cucurbita maxima




zimni
Tvkev, lianovita
téz letni

Tykev, Turban

Okurka

Okurka, africka
téZz horka

Okurka, Squirting
téz divoka

Okurka, divoka

Topol kalifornsky

Topol, evropsky
gerny

Topol, %edy

Topol, lombardy

Bfiza, Silverleaf
téz bila

Tabak
Arabidopsis

thaliana
Trévy

Travy

Jetel

Exprese variant AHAS polypeptidd v transgennich

Dicotyledoneae

Dicotyledoneae

Dicotvledoneae

Dicotyledoneae

Dicotyledoneae

Dicotyledoneae

dfeviny

Solanaceae

Cruciferae

Lolium

Agrostis

Jiné rodiny trav

Leguminosae
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Cucurbita pepo

melopepo

Cucurbita maxima

turbaniformis

Cucumis

sativus

Mamordica charantia

Ecballium elaterium

Cucumis

Populus
Populus

Populus
Populus

Populus

anguria

trichocarpa

nigra

canescens
italica

alba

Nicotiana

Arabidopsis

thaliana

rostlinach



udéluje vysokou hladinu rezistence na herbicidy, vcetné, ale

nejenom, imidazolinonovych herbicida jako je, napriklad,
imazethapyr (PURSUITR), ktera umoZhuje pouziti tédchto herbicidd

v prubéhu kultivace transgennich rostlin.

Metody pro zavedeni cizorodych genlt do rostlin jsou v oboru
znamé. Neomezujici priklady takovychto metod zahrnuji infekci
Agrobacterium, bombardovani sasticemi, osetrenti protoplasti
polyethylenglykolem (PEG), elektroporaci protoplasti,
mikroinjekci, makroinjekci, injekci odnozi, drahu "pollen tube",
imbibici susenych semen, perforaci laserem, a elektroforesu.
Tyto metodu jsou pOPSANY Vv, naptiklad, B. Jenes et al., a S.W:
Ritchie et al., v Transgenic Plants, sv. 1, Engeneering and
Utilization, vyd. S. D. Kung, R. WU, Academics Press, Inc.,
Harcourt Brace Jovanovich 1993; a L. Mannonen et al., Criticals
Rewiews in Biotechnology, 14: 287 - 310, 1994.

V preferovaném provedeni je DNA kodujici variantni AHAS
klonovana do DNA vektoru, obsahujiciho markerovy gen pro
antibiotickou rezistenci a rekombinantni AHAS DNA, obsahujici
plasmid je potom zaveden do Agrobacterium tumefaciens
obsahujiciho Ti plasmid. Tento "bindrni vektorovy system" je
popsan napriklad v U.S. patentu &. 4.490838 a v An et al.,
Plant Mol. Biol. Manual A3: t - 19 (1988). Transformované
Agrobacterium je potom ko-kultivovano s listovymi disky od
recipientni rostliny pro umoZnéni infekce a transformace
rostlinych bunék. Transformované rostliné buiky jsou potom
kultivovany v regeneradnim mediu, které navozuje tvorbu vvhonk,
nejprve za pritomnosti vhodného antibiotika pro selekci
transformovanych bunék, potom za prfitomnosti herbicidu. V

rostlinvch bunkach, které byly Uspé&sné transformovany DNA
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tvorba vyhonka

ktery inhibuje tvorbu

vyhonka z netransformovanych bunék. Po potvrzeni pritomnosti

variantni AHAS DNA za pouziti, napriklad, polymerasoveé tetédzoveé

+

reakce (PCR) analyzy, ]

sou transformované bunky testovany na

svou schopnost odolavat postriku herbicidem a na svou schopnost

germinace semen a iniciace kofenl a proliferace za pritomnosti

herbicidu.

Jiné aplikace

Metody a kompozice

podle ptedkladaného vynalezu mohou byt

pouzity pfi na struktute zaloZeném racionalnim vyvoji AHAS

variant rezistentnich na herbicidy,

které mohou byt

inkorporovany do rostlin pro navozeni selektivni rezistence na

herbicidy u rostlin.

varianty, které vykazuji

vysokou rezistenci a selektivitu,

Intermedialni varianty AHAS (napriklad,

suboptimalni specifickou aktivitu, ale

nebo naopak) jsou uZitecné

jako templaty pro vyvoj druhé generace AHAS variant, ktera si

uchovava specifickou aktivitu a

selektivitu.

Geny pro AHAS rezistentni na
transformovany do ruaznych druhu
kopiich pro navozeni rezistence

zpracovani plodin s redukovanou

vysokou rezistenci a

erbicidy mohou byt
plodin v jedné nebo v mnoha
na herbicidy. Genetické

sensitivitou na herbicidy mdZe:

1) zvysit spektrum a flexibilitu aplikace specificky u¢innych

a pro prostredi neskodnych herbicida jako jsou imidazolinonové

herbicidy:
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2) zvy3it komeréni hodnotu té&chto herbicidd;

3) redukovat tlak plevelu na polich zemédelskych plodin
G&¢innym pouZitim herbicidd na herbicidy rezistentnich

zemédélskych plodinidch a v souladu s tim zvysit vynos;
4) zvysit prodej semen pro rostliny rezistentni na herbicidy;

5) zvysit rezistenci na poskozeni rostlin z predavkovani

herbicida aplikovanych pri drivéjsim pésténi;

6) snizit citlivost na zmény Vv charakteristikéach herbicidd

vzniklych v dasledku vedlejsich klimatickych podminek; a

7) zvysit toleranci k nespravné nebo chybné aplikovanym

herbicidam.

Naptiklad, mohou byt kultivovany transgenni plodiny
obsahujici AHAS variantni protein. Plodina maze byt ofetrena
plevel kontrolujicim G&innym mnozstvim herbicidu, na ktery je
AHAS variantni transgenni rostlina rezistentni, coZ vede ke

kontrole plevele bez skodlivého ovlivnéni kultivované plodiny.

DNA vektory popsané vyse, které koduji AHAS varianty
rezistentni na herbicidy mohou byt dale vyuZzity tak, Ze exprese
AHAS variant poskytuje selektovatelny marker pro transformaci
bunadk vektorem. Zamy3lena recipientni bunka maZe byt v kulture
nebo in situ, a AHAS variantni gen miZe byt pouZit samostatné
nebo v kombinaci s jinymi selektovatelnymi markery. Jedinym
pozadavkem je, aby byla recipientni bunika citliva na cytotoxicky

a&inek pribuzného herbicidu. Toto provedeni ma vvhodu relativné
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nizké ceny a chybéni toxicity, napriklad, na imidazolinonu
zaloZenych herbicida, a miZe byt pouzito v jakémkoliv systemu,

ktery vyzaduje DNA mediovanou transformaci.

Priklady provedeni vyndlezu

Nasledujici priklady jsou minény jako ilustrace vynadlezu bez

jeho omezeni.
Priklad 1: Vyvoj AHAS variant rezistentnich na herbicidy

Zbytky, které jsou umistény tésné u navrhovaného vazebného
mista pro herbicid podle modelu, ktery byl popsan vyse, byly
vybrany pro mutagenesy pro vyvoj aktivniho AHAS polypeptidu se
sniZenou vazebnou kapacitou pro herbicid. Kazdé misto na povrchu
vazebné kapsy bylo uvaZovano ve smyslu potencidlnich interakci s
jinymi zbytky v kapse, stejné& jako s kofaktory a herbicidy.
Naprfiklad, prfi adici pozitivné nabitého zbytku je uvaZovano, Ze
bude interferovat s distribuci naboje uvnitf vazebného mista,

co? povede ke ztrate afinity vazby negativné nabitého herbicidu.

Byly identifikovany tf£i zbytky jako nejvice uZitecné pro

mutagenesi:

1) O F135 se soudilo, Ze interaguje jak s isoalloxazinovym
kruhem FAD, tak s aromatickou skupinou herbicidd. V souladu se
strategii zavedeni vice nabitych zbytkd do vazebné kapsy byl

tento zbytek zmé&nén na arginin.

2) M53 kontaktuje sroubovici 498 - 507. Tato 3roubovice

obsahuje zn4dma mutadni mista rezistence na herbicidy a je také
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predpokladana ve vazbé TPP. Dale, o substituci kyseliny
glutamové v pozici 53 se soudi, %e usnadnuje interakci s K185,

co? redukuie afinitu K185 ke karoxylatové skupiné imazethapyru.

3) R128 je umistén pobliz vchodu do kapsy, kde se soudi, Ze
se G&astni po&ateéniho transportu nabitych herbicidu do vazebné
kapsy. Tento zbytek byl zménén na alanin pro odstranéni jeho

naboje a jeho dlouhého hydrofobniho postranniho retézce.

Priklad 2: Mistné tfizena mutageneze AHAS pro produkci variant

rezistentnich na herbicidy

Arabidopsis AHAS gen byl insertovén v ramedku na 3' konec
kodujiciho regionu genu pro glutathion-S-transferasu v pGEX-2T
vektoru (Pharmacia). Konstrukce vektoru timto zpGsobem uchovava
$esti aminokyselinovou thrombin rozpoznavajici sekvenci ve
spojeni exprivovaného glutathion-S-transferasa/AHAS fuzniho
proteinu.Traveni thrombinem exprivovaného fuzniho proteinu vede
k AHAS proteinu s N-koncovou pocatecni pozici na konci
pfechodného peptidu v putativnim mistd pro zpracovani
ptechodného peptidu, s rezidudlnim N-koncovym glvcinem odvozenym
od rozpoznavaciho mista pro thrombin. Koneény amino—-konec
stépeného AHAS proteinu se sklada z Gly—-Ser-Ser-Ile-Ser. Mistné

fizené mutace byly zavedeny do AHAS genu v tomto vektoru.

Mistneé fizené mutace byly konstruovany podle PCR metody podle
Higuchi (Recombinant PCR, v MA Innis, et al., PCR protocols: A
Guide to Methods and Applications, Academics Press, San Diego,
str. 177 - 183, 1990). Dva PCR produkty, kazdy presahujici
mutaéni misto, byly amplifikovany. Primery v pfesahujjicim

regionu obsahovaly mutace. Presahujici PCR amplifikované



fragmenty byly kombinovany, denaturovany a tepelné zpracovany
dohromady, za produkce dvou moznych heteroduplexnich produkta se
zkracenymi 3' konci. 7kracené 3'-konce byly rozsireny Taq DNA
polymerasou za produkce fragmentu, ktery byl sumou dvou
presahujicich PCR produkta obsahujicich poZadovanou mutaci.
Nasledujici reamplifikace tohoto fragmentu s pouze dvéma
"sevnimi" primery vedla k obohaceni produktu kompletni délky.
Produkt obsahujici mutaci byl potom zZnovu zaveden do Arabidopsis

AHAS genu v pGEX-2T vektoru.

P#iklad 3: Exprese a purifikace AHAS variant

A. Metody

E. coli (DHSa) bunky transformované pGEX-2T vektorem
obsahujicim bud prirozeny tvp AHAS genu kukurice (vektor
oznaceny pAC751), Arabidopsis Ser653Asn mutant, nebo Arabidopsis
I1e401Phe mutant, byly kultivovany pres noc v LB bujonu
obsahujicim 50 pg/ml ampicilinu. Kultura E. coli kultivovana
pfes noc byla redéna 1:10 v 1 1 LB, 50 pg/ml ampicilinu, a 0,1%
objem/objem protipénivého pripravku A. Kultura byla inkubovana
pri 37 0C s trepanim, dokud ODeoo nedosahlo pribliZné 0,8. Byla
pridéana isopropylthiogalaktosa (IPTG) do konecné koncentrace 1

mM a kultura byla inkubovana po dalgi tri hodiny.

Bunky byly sklizeny centrifugaci pri 8670 x g po 10 minut na
JA-10 rotoru a byly resuspendovany v 1/100 pavodniho objemu
kultury v MTIPBS (16 mM Na:HPO4, 4 mM NaH:POs, 150 mM NaCl, pH
7.3). Byly pridany Triton X-100 a lysozym v konecné koncentraci
1% objem/objem a 100 pg/ml, Vv pfisluiném poradi. Bunky byly
inkubovany pfi 30 0C po 1§ minut, ochlazeny na 4 °C na ledu a



byly lysovany sonikaci po 10 sekund stupném 7 s Branson Sonifier

Cell Disrupter vybaveném mikrotip sondou. Bunék prosty extrakt
byl centrifugovan pri 35000 x g po 10 minut pri 4 0C.

Supernatant byl slit a krok centrifugace byl opakovan.

Purifikace exprivovanych fuznich proteind byla provedena
modifikovanym zpisobem podle Smith a Johnson (Gene 67: 31 -
40, 1988). Supernatant byl ohrat na pokojovou teplotu a byl
zaveden do 2 ml kolony glutathion—-agarosovych koralkt (sirova
vazba, Sigma) ekvilibrovanych v MTPBS. Kolona byla néasledns
promyta MTPBS p#i pokojové teploté, dokud Azso eluadtu
neodpovidal této hodnoté pro MTPBS. Fazni protein byl potom
eluovadn za pouZiti roztoku obsahujiciho 5 mM redukovaného
glutathionu v 30 mM Tris HC1, pH 8,0. Eluovany fazni protein byl
oSetren pribliZzné 30 NIH jednotkami thrombinu a byl dialyzovan
proti 50 mM citratu pH 6,5 a 150 mM NaCl.

Fazni protein byl traven pri pokojové teploté prfes noc.
Travené vzorky byly dialyzovany proti MTPBS a pasazovany dvakrat
pres glutathion agarosovou kolonu ekvilibrovanou v MTPBS pro
odstranéni glutathion transferasového proteinu. Proteinova
frakce, terd se nenavadzala na kolonu, byla odebrana a byla
koncentrovana ultrafiltraci na YMIO filtru (Amicon).
Koncentrované vzorky byly zavedeny na [,5 x 95 cm Sephacryl
S-100 gelovou filtraéni kolonu ekvilibrovanou v gelovém
fitraénim pufru (S0 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.,0). Dvou ml
frakce byly odebrany pri priatoku 0,14 ml/min. Stabilita enzymu
byla testovana uskladnénim enzymu pri 4 9C v gelovém filtradnim
pufru s pridanim 0,02% azidu sodného a za pritomnosti nebo za
absence 2 mM thiamin pyrofosfatu a 100 uM flavin adenin
dinukleotidu (FAD).



sS4
e eeee oo '3 oe .o
L LN L] . .0 L] L L]
e e o0 ¢ . . e oo
. . o o 0 . ® o ee0 e o
b L4 . L] . . LY Y
o LN ] LR ] L XX ) e o

B. Vysledky

E. coli transformovana pAC75! plasmidem obsahujicim prirozeny
AHAS gen downstream a v ramedku s GST genem exprivovala pri
indukci IPTG 91 kDa protein. 91 kDa protein vykazoval
predpokladanou molekulovou hmotnost GST/AHAS fuzniho proteinu
(soucet 26 a 65 kDa, v prisluidném poradi). Pfi pasazovani bunék
prostého extraktu DHSa/pAC75! pres glutathion-agarosovy afinitni
gel, promyti a eluovidni volného glutathionu byl ziskdn pripravek
bohaty na 91 kDa protein (obrazek 6, linie C). Sesti
aminokyselinové rozpoznavaci misto pro thrombin zapracované do
spojeni GST a AHAS bylo uspé3né 3tépeno thrembinem (obrizek 6,
linie D). Pripravek 3tépeného fazniho proteinu se skladal z
odekavaného 26 kDa GST proteinu a 65 kDa kukuridného AHAS
proteinu. Kukuriény AHAS protein byl purifikovdn do homogenity
druhou pasé?i ptfes glutathion—-agarosovou kolonu pro afinitni
vyloudeni GST a byl podroben kone&nému kroku Sephacryl S-100
gelové filtrace pro eliminaci thrombinu (Obrazek 6, linie E). 65
kDa protein je rozpoznan na western blotech monoklondlni

protilatkou namifenou proti kukuridnému AHAS peptidu.

Purifikovany prirozeny kukufiény AHAS byl analvzovan
elektrospreyovou hmotovou spektrometrii a bylo urdenoc, Ze mi
molekulovou hmotnost 64996 daltont (data nejsou ukdzana).
Predpokadana hmotnost, jak je vypoditdna z urdené
aminckyselonové sekvence genu inzertovaného do pGEX-2T vektoru,
je 65058. 0,096% diskrepance mezi empiricky urdcenou a
predpokliddanou hmotnosti byla v mezich variability hmotového
spektrometru. Blizkost dvou uréeni hmotnosti naznaduje, Ze zde
nejsou chybné inkorporované nukleotidy béhem konstrukce

expresniho vektoru, ani jakékoliv posttransladni modifikace
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proteinu, které by mohly zpisobit velké zmény v molekulové
hmotnosti. Kromé toho, chybéni nepravych peakt v prfipravku

purifikovaného enzymu ukazuje, Ze vzorek byl prosty kontaminace.

Priklad 4: Enzymatické vlastnosti AHAS variant

Enzymatické vlastnosti prirozenych a variantnich AHAS
produkovanych E. coli byly méfeny modifikaci metody podle Sing
et al., (Anal. Biochem., 171: 173 - 179, 1988) nasledovné:

Reakéni smés obsahujici | x AHAS testovaci pufr (50 mM HEPES,
pH 7,0, 100 mM pyruvat, 10 mM MgClz2, { mM thiamin pyrofosfat
(TPP) a SO uM flavin adenin dinukleotid (FAD)) byla ziskana bud
fedénim enzymu v 2X testovacim pufru nebo pridavkem
koncentrovaného enzymu do !x AHAS testovaciho pufru. V3echny
testy obsahujici imazethapyr a asociované kontroly obsahovaly
konecnou koncentraci 5% DMSO diky adici imazethapyru do
testovaci smé&si jako 50% DMSO roztoku. Testy byly provedeny
v konecném objemu 250 pl pri 37 OC na mikrotitraénich plotnéach.
Po umoZnéni vyvoje reakce po 60 minut byla akumulace
acetolaktatu méfena kolorimetricky jak popsal Singh et al.,
Anal. Biochem. 171: 173 - 179, 1988.

Kukuriéna AHAS exprivovanad a purifikovana z pAC7S!l jak je
popsano v prikladu 3, vyse, je aktivni v konverzi pyruvitu na
acetolaktat. Cela aktivita AHAS je zavisl4d na pritomnosti
kofaktorid FAD a TPP v testovacim mediu. Zadnd aktivita nebyla
detegovana, pokud byla pridana pouze FAD do testovaciho media.
Aktivita purifikovaného enzymu s pouze TPP, nebo bez kofaktort,
byla mensi ne? 1 % aktivity detekované za pritomnosti jak TPP,

tak FAD. Normalné je AHAS pritomnd v surovych rostlinych
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extraktech velmi labilni, zejména za absence substratu a
kofaktorta. Oproti tomu, purifikovanid AHAS z bakteridlnich
expresnich systemi nevykazovala Zadnou ztratu katalytické
aktivity, pokud byla skladovana jeden mésic pfi 4 0C v 50 mM
HE/ES pH 7,0, 150 mM NaCl, 0,02% NaN3 za pritomnosti nebo za
absence FAD a TPP. Kromé& toho, ?4dné degradadni produkty nebyly
viditelné v téchto prfipravcich, pokud byly vysetfovany na
SDS-PAGE gelech.

Specifické aktivity prirozené AHAS a M124E, R199A a F206R
variant jsou ukazany v tabulce 2, nize. Jak je urdéeno ze
sestaveni na obrazku 5, MI124E mutace v Arabidopsis AHAS je
ekvivalentni MS3E mutaci kukuzice, R199A mutace v Arabidopsis
AHAS je ekvivalentni R128A mutaci kukurfice, a F206R mutace
v Arabidopsis AHAS je ekvivalentni F135R mutaci kukurice. Mutace
vyvinuté ve strukturdalnim modelu kukuriéné AHAS byly pouZity pro
identifikaci ekvivalentnich aminokyselin v dvojdéloZnim
Arabidopsis AHAS genu a byly inkorporovany do a testovany
v Arabidopsis AHAS genu. Tato translace a inkorporace racionalné
vyvinutych herbicidovych mutaci do dvojdéloZniho Arabidopsis
AHAS genu mohou usnadnit hodnoceni rezistence na herbicidy

u dvojdéloZnich rostlinnych druhu.
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Tabulka 2
Specifick4 aktivita
| l
| specificka aktivita % katalytické |
l aktivity ve srovnani]
| s prirozenym typem |
b %
|ptirozeny typ 99,8 100 |
|Met124G1lu 9,15 9,16 |
|Argl99Ala 86,3 86,35 |
| Phe206Arg 5,07 5,1 |
|

R199A mutace udrZuje vysokou hladinu katalytické aktivity
(tabulka 2), zatimco vykazuje signifikantni hladinu rezistence
na imazethapyr (obr. 7). Dulezité je, Ze tato varianta si
zachovava uplnou citlivost na sulfonylmodoviny (obr. 8). Tak
tato varianta spliuje kriteria vysoké specifické aktivity
a selektivni rezistence na herbicidy. Oproti tomu, MI24E
substituce vede k témér uplné rezistenci na imazethapyr (obr.
7), ale také vykazuje vazné redukovanou katalytickou aktivitu
(tabulka 2). Ve vztahu k rezistenci na imidazolinon vykazuje
tato varianta vy3si citlivoxt na sulfonylmodovinu (obr. 8), coZ
naznaduje, Z?e tento zbytek je dobrym kandidatem pro vytvoreni
mutaci, které udileji selektivné rezistenci. Substituce
aminokyseliny jiné ne? kyseliny glutamové miZe napomoci uchovani
katalytické aktivity. F206R substituce dava podobné vysledky
jako jsou ty, které jsou pozorovany u MI24E varianty, ale chybi

ji selektivita rezistence.



58 se Seve L2 ) [

Priklad 5: Opakovanad vylepseni AHAS variant rezistentnich na

herbicidy za pcouziti pristupu racionalniho vyvoje

Zména zbytku 124 v AHAS z Met na Glu jak je popséno
v prikladu 4 vyse udéluje rezistenci na imidazolinony, ale také
redukuje enzymatickou aktivitu na 9,2% hodnoty pfirozeného typu.
Model kukuricéné AHAS struktury popsany v¥se naznacduje, Ze MetS3
(ekvivalentni Arabidopsis Metl124 zbytku) interaguje se serii
hydrofobnich zbytkd na strané a-sroubovice, kterd je odvozena od
separatni podjednotky, ale jsou v té&sné blizkosti Met33. Tak,
hydrofobni interakce mezi MetS3 a zbytky na &roubovici mohou
stabilizovat jak asociaci podjednotka/podjednotka, tak
konformaci aktivniho mista. Soudilo se, Ze substituce
hydrofobniho Met zbytku s nabitym glutamatovym zbytkem s
nejvétsi pravdépodobnosti destabilizuje inter-podjednotkové

hydrofobni interakce a vede ke ztraté katalytické aktivity.

Na zadkladé analyz struktura/funkce byla potom aktivita
pavodniho Arabidopsis Met!124Glu (ekvivalentniho ke kukuriénému
Met33Glu) mutantniho enzymu opakované vylepsena substituci
vice hydrofobni aminockyseliny (Ile) v této pozici. Hydrofobni
charakter Ile postraniho fetézce vedl k znovunavozeni aktivity
na Groven prirozeného typu (specificka aktivita 102,
ekvivalentni 102% aktivity prfirozeného typu), ale s v&tii objem
Ile postraniho rfetézce byl stale schopen udrZet sigznifikantni

hladinu rezistence na imidazolinon (obr. 9).

Pri srovnani, substituce histidinového zbytku do této pozice
vedla k AHAS varianté vykazujici specifickou aktivitu 42,5,
ekvivalentni 42,6% aktivity prfirozeného typu. Tento mutant,

nicménég, vykazoval vysoky stupeil rezistence na PURSUITR.
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Priklad 6: Opakovana vylepseni AHAS variant rezistentnich na

herbicidy za pouziti pristupu raciondlniho vyvoje

Jinym prikladem opakované vylepseni za pouZiti metod podle
predkladaného vynadlezu je Argl28Ala varianta. Strukturalni model
kukurficéné AHAS naznacuje, Ze Arg 128 zbytek, ktery je umistén na
okraj vazebného mista pro herbicid, se ucastni zavadéni nabitych
substrata a herbicidd do vazebného mista pro herbicid a do
aktivniho mista. Arg 128 je daleko od TPP skupiny, ktera vaze
inicialni molekulu pvruvatu v reakénim mechanismu AHAS, coZ
vysvétluje, pro& substituce Arabidopsis AHAS Arg 199
(ekvivalentni k kukuziénému Argl28) za alanin mi maly udinek na
katalvtickou aktivitu enzymu. Strukturdlni model dale ukazuje,
7e v této pozici m@ze byt provedena vice radikdlni zména pro
dosazeni hladiny rezistence za udrZeni vysoké hladiny
katalytické aktivity. Na tomto zakladé bylo provedeno opakované
vylepseni mutace pro substituci pozitivné nabitého argininového
zbytku za negativné nabity glutamatovy zbytek. Takto mutovany
enzym m&l vylep3ené hladiny rezistence na PURSUITR za zachovani
vysoké Grovné aktivity (specifickd aktivita 114, ekvivalentni

114% aktivity prirozeného typu) (obr. 11).

Priklad 7: Zaménitelnost AHAS odvozenych od riznych druhd v
na strukture zaloZeném racionalnim vyvoji AHAS

variant rezistentnich na herbicidy

trukturalni model trojrozmérné struktury AHAS je sestaven s
jednodéloznou AHAS sekvenci jako je napriklad ta, kterd je
odvozena od kukurice, jak bylo popséano vyse. Pro zavedeni mutaci
do AHAS odvozenych od dvojdéloZnych druha jako je Arabidopsis
byly sekvence AHAS odvozené od jednodéloZnych a dvojdéloZnych
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druht sestaveny za pouziti GAP a PILEUP programtd (Genetics
Computer Group, S75, Sequence Drive, Madison, WI 53711).
Ekvivalentni pozice jsou urdeny z podéitadové generovaného
sestaveni. Mutace jsou potom zavedeny do dvojdéloZného AHAS genu
jak bylo popséano vyse. Po expresi mutantniho AHAS proteinu v E.
coli a hodnoceni jeho biochemickych vlastnossti (t.j. specifické
aktivity a rezistence na herbicidy) je mutantni gen zaveden do
dvojdéloZné rostliny rostlinou transformaé¢ni metodou jak byla

popsana vyse.

Priklad 8: Produkce rostlin rezistentnich na herbicidy

transformaci racionalné vyvinutymi AHAS geny

DNA konstrukty:

Raciondlné vyvinuté AHAS variantni geny obsaZené v expresnich
vektorech E. coli byly pouzity jako zdroj DNA restriké&nich
fragmentd pro nahrazeni ekvivalentnich restriké&nich fragmetntg v
Arabidopsis AHAS genu. Tento gen je pritomen v 5,5 kb fragmentu
genomové DNA, ktery také obsahuje Arabidopsis AHAS promotor,
Arabidopsis AHAS terminacdni sekvenci a 5'- a 3'—- sousedici DNA.
Po provedeni DNA sekvencovani ptfes mutacéni mista pro potvrzeni
pritomnosti sprdavanych mutaci byl cely 3,5 kb fragment z kazdého
plasmidu insertovan do na pBIN zaloZeného rostliného
transformadniho vektoru (Mogen, Leiden, Netherlands). Rostlinny
transformaéni vektor také obsahoval neomycin fosfotransferasa II
(nptlI) gen pro rezistenci na kanamycin fizeny 35S promotorem
viru kvétakové mozaiky. Koneé&ny vektorovy konstrukt je ukazan na
obrazku 12. Vektory obsahujici Arabidopsis AHAS geny s
Met124Ile, Met124His, a Argl99Glu mutace {(korespondujici
MetS3Ile, MetS53His a Argl128Glu mutacim AHAS sekvence u kukufice
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jak je ukazano na obr. 1) byly oznaceny pJK002, pJKOO03, a
pJKOO4, v prisludném poradi.

Kazdy z téchto vektord byl transformovan do Agrobacterium
tumefaciens kmene LBA4404 (R&D Life Technologies, Gaithersburg,
MD) za pouziti transformacdni metody popsané v An et al., Plant.
Mol. Biol. Manual., A3: ! - 19 (1988).

Transformace rostlin

Transformace listovych diska Nicotiana tabacum cv. Wisconsin
38 byla provedena podle Horshc et al., (Science, 227: 1229 -
1231, 1985) s drobnymi modifikacemi. Listové disky byly odebrany
od rostliny kultivované za sterilnich podminek a byly
ko-kultivovany horni stranou dola v Murashige Skoog mediu (Sigma
Chemicals Co., St. Louis, MO) po 2 - 3 dny pri 25 0C ve tmé se
kmeny Agrobacterium tumefaciens obsahujicimi plasmidy pJKOO2,
pJKO02, nebo pJKO04. Disky byly blotovany za sucha a preneseny
do regeneraéniho Murashige Skoog media s BS vitaminy
obsahujicimi 1 mg/1 benzyladeninu a 0,! mg/l l-naftvloctové
kyseliny, 100 mg/l kanamycinu a 500 mg/l cefotaximu (vie ziskano

od Sigma).

Nejprve byly transformanty selektovany rezistenci na
kanamycin udilenou nptIl genem pritomnym ve transformadénich
vektorech. Vyhonky odvozené z listovych diskd byly excidovany a
umistény na <cerstvém Murashige Skoog hormont prostém mediu

obsahujicim cefotaxim a kanamvcin.
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In vivo rezistence na herbicidy

Tabakové vyhonky rezistentni na kanamycin byly prfeneseny do
media obsahujiciho 0,25 uM imazethapyru. Prfi této koncentraci
imidazolinonového herbicidu nebyly schopné netransformované
tabidkové vyhonky (obsahujici endogenni prirozeny typ AHAS)
iniciace tvorby kofinka. Oproti tomu, iniciace korinka a rust
byly pozorovany u tabakovych vvhonkd transformovanych kaZdym =z
mutantnich AHAS gena. Korfinky vyvijené z vyhonku
transformovanych Met124Ile a Argl199Glu mutantnimi geny spolu s
prirozenym typem jsou ukazany na obrazku !. Kromé toho, rostliny
transformované Met124Ile nebo Argl!99Glu mutantnimi geny byly
rezistentni na postrik dvojnasobnou davkou (100 g/ha)
imazethapyru (obr. 13). Charakter rGstu korinkd u
transformovanych vs. netransformovanych rostlin stejné jako
chovani po postfiku herbicidem naznaduji, Ze exprese racionalné
vyvijenych gend pro rezistenci na herbicidy udili rezistenci na

herbicidy in vivo.

Detekce raciondlné vyvijenych gend u tabadku rezistentniho na

herbicidy

Genomova DNA byla izolovana od AHAS transformovanych rostlin
tabdku a pritomnost Arabidopsis AHAS variantnich genu byla
potvrzena PCR analyzou. Rozdily mezi nukleotidovymi sekvencemi
Arabidopsis AHAS genu a dvéma AHAS geny tabaku byly vvuZity pro
vyvoj PCR primerd, které amplifikuji pouze Arabidopsis gen na
pozadi genomové DNA tabiku. Racionalné vyvinuté geny rezistence
na herbicidy byly detegovany, jak je ukazano, amplifikaci DNA
fragmentu spravné velikosti, ve vét3iné rostlin rezistentnich na

herbicidy. Z&dny PCR signil nebyl pozorovan u netransformovanych
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tabakovych rostlin.

Segregace transformovanych AHAS geni

Pro monitorovani segregace racionalné vyvinutych AHAS gen
u transformovanych rostlin byly provedeny germinacéni testy.
Semena byla umisténa v hormont prostém Murashige Skoog mediu
obsahujicim vice ne? 2,5 pM PURSUITR a 100 uM kanamycinu.
Vzniklé semenacky byly vizudlné odeditidny na rezistenci nebo na

citlivost na herbicid.

Protoze rostliny tabadku jsou diploidni, bylo ocekdvano, Ze
potomstvo samoopylenych rostlin by mélo segregovat 3:1
rezistentni:citlivé, coZ odrazi existenci ! semenacku
homozygotniho pro rezistentni AHAS gen, 2 semenacka
heterozygotnich pro rezistentni AHAS gen a | semenadku

postradajiciho rezistentni AHAS gen.

Vvsledky ukazuji, Ze rezistentni AHAS geny jsou segregujici v
odekavaném poméru 3:1, co? podporuje zavér, Ze rezistence na
herbicidy je udilena jednou, dominantni kopii racionalné

vyvijeného AHAS genu.

Tvto vysledky ukazuji, Ze racionalni vyvoj gend AHAS
rezistentni na herbicidy ma%e byt pouZit pro produkci rostlin,

které vvkazuji na herbicidy rezistentni rast in viveo.

Priklad 9: Produkce rostlin zkriZend rezistentnich na razné
herbicidy transformaci raciondlné vyvinutymi AHAS

geny
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Tabakové rostliny transformované racionalné vyvinutymi AHAS
geny jak bylo popsano v pfikladu 8, vyse, byly také testovany na
zkfiZenou rezistenci na jiny herbicid, CL 299263 (také znamy
jako imazamox). Germinadéni testy byly provedeny na semenech
ziskanych od primarnich transformanta obsahujicich Metl1241le,
Met124His a Argl199Glu Arabidopsis AHAS variantni geny, za
pritomnosti nebo za absence 2,5 pM CL 299263 (obr. {5). Tato
koncentrace herbicidu zpusobuje téZkou zakrslost a odbarveni
prirozenych rostlin tabaku. Tabakové rostliny transformované
Met124His genem vykazovaly vy§si hladinu rezistence (obr. 15).
Argl199Giu transformanty vykazovaly stredni hladinu rezistence,

zatimco Metl124Ile vykazovaly slabou rezistenci (obr.15).

Viechny patenty, aplikace, ¢lanky, publikace a testovaci

metody jsou zde uvedeny jako odkazy.

Mnoho variaci predkladaného vynalezu bude odbornikim v oboru
zrejmych ve svétle vyse uvedeného podrobného popisu. Takové

variace spadaji plné do rozsahu pripojenych patentovych naroka.



Patentové naroky

1. Zpisob modelovani zaloZeny na struktufe pro produkci

AHAS variantniho proteinu rezistentniho na herbicidy

vyznadcujici se tim, Ze obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na pyruvat oxidasovém
templatu nebo ekvivalentu AHAS modelovani pro odvozeni

trojrozmérné struktury uvedeného cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani jednoho nebo vice herbicidu do uvedené
trojrozmérné struktury pro lokalizaci vazebného mista pro

herbicid v uvedeném cilovém AHAS proteinu;

(c) selekci alespon jedné aminokyselinové pozice v uvedeném
cilovém AHAS proteinu jako cile pro mutaci, kde uvedeni mutace
pozménuje afinitu alespon jednoho herbicidu k uvedenému

vazebnému mistu;

(d) mutaci DNA kodujici uvedeny cilovy AHAS protein pro
produkci mutantni DNA kodujici variantni AHAS obsahujici

uvedenou mutaci v uvedené pozici; a
(e) expresi mutované DNA v jedné busnce, za podminek, =za
kterych je produkovan uvedeny variantni AHAS obsahujici mutaci v

uvedené pozici.

2. 1lpusob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 1
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vyznaduijici se tim, Ze diale obsahuje:

(f) expresi DNA kodujici prirozeny AHAS protein paralelné ve

druhé bunce;

(g) purifikaci uvedenych prirozenych a uvedenych variantnich

AHAS proteind z uvedenych bunék;

(h) testovani uvedenych prirozenych a uvedenych variantnich
AHAS proteind na katalytickou aktivitu v konverzi pyruvatu na
acetolaktat nebo v kondenzaci pyruvidtu a 2-ketobutvratu za
tvorby acetohydroxybutyratu, za absence a za pritomnosti

uvedeného alespon jednoho herbicidu; a

(i) opakovani kroka (¢) - (h), kde je uvedenad DNA kodujici
uvedenou variantu v kroku (e) pouzZita jako AHAS kodujici DNA v kroku
(c), dokud neni identifikovan prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicid, ktery ma vlastnosti:

(i) za absence alespon jednoho herbicidu

(a) ma katalytickou aktivitu, kterad je sama dostatedna k
tomu, aby udrzela zivotaschopnost bunék, ve kterych je

exprivovan; nebo

(b) ma katalytickou aktivitu v kombinaci s né&jakym jinym
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid, ktery muze
byt také exprivovan v uvedené bunce, ktery maZe byt stejny nebo
jiny neZ prvni AHAS variantni protein, kde tato aktivita je
dostatec¢nad k tomu, aby udrZela Zivotaschopnost bunék, ve kterych

je exprivovan;
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kde bunky vyZaduji AHAS aktivitu pro preZivani; a

(i1) ma katalytickou aktivitu, kterd je vice rezistentni k

alespoii jednomu herbicidu ne? je aktivita pfirozené AHAS.

3. Zpusob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 1
vyznaduijici se tim, Ze uvedeny ekvivalent AHAS
modelovani je vybran ze skupiny skladajici se z transketolas,

karboligas a pyruvat dekarboxylasy.

4. 7Zpisob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 2

vvznaduijici s e t i m, 7?e uvedenad katalyticka

D¢
+
e
i

aktivita za absence uvedeného vice neZ jednoho herbicidu je v
ne? asi 20 % katalytické aktivity uvedené prirozené AHAS za

absence uvedeného alespon jednoho herbicidu.

5. Zpasob modelovani{ zaloZeny na struktufe podle naroku 4
vyznaduijici s e t i m, Ze uvedeny herbicid je
imidazolinonovy herbicid a uvedeny prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicidy méa:

(i) katalytickou aktivitu za absence uvedeného herbicidu vyssi

ne? asi 20% katalvtické aktivity uvedené prirozené AHAS;

(ii) katalytickou aktivitu, které je relativné vice
rezistentni na pritomnost imidazolinonovvch herbicida ve

srovniani s prirozenou AHAS; a

(ii1i) katalytickou aktivitu, kterd je relativné vice citliva
na pritomnost sulfonylmodovincvych herbicida ve srovnani s

imidazolinonovymi herbicidy.
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6. Zpasob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku !
vyznaduijici s e t i m, Ze uvedené herbicidy jsou
vybrany ze skupiny skladajici se z imidazolinont,
sulfonylmodovin, triazolopyrimidinovych sulfonamida,
pyrimydyl-oxy-benzoovych kyselin, sulfamoylmocovin,

sulfokarboxamida, a jejich kombinaci.

7. Zpusob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 1
vyznadujici s e t i m, Z2e uvedeny cilovy AHAS

protein je odvozen od Arabidopsis thaliana.

8. Zptsob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku !

vyznadduijici S e t i m, Ze uvedenou prvni bunkou

je E. coli.

9. ZpGsob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 2
vyznadéeujici s e t 1 m, ?2e uvedenymi prvnimi a

druhymi bunikami jsou E. coli.

10. Zpuasob modelovani zaloZeny na strukturfe podle naroku |
vyznaduijici s € t { m, Ze uvedeny cilovy AHAS
protein obsahuje protein majici{ sekvenci podle obrazku | nebo

jeho funkéni ekvivalent.

11. Zpuasob mecdelovani zaloZeny na struktufe podle naroku |
vyznadéuijici se tim, Z2e uvedend mutace je vybrana

ze skupiny, kterad se sklada z:

(i) substituce alespon jedné jiné aminokyseliny za
aminokyselinovy zbytek sekvence podle obrazku | vybrany ze
skupiny skladajici se z P48, G49, S52, M53, E54, A84, A95, T96,



S97, G98, P99, G100, A10l, V125, R127, R128, M129, 1130, G131,
F135, Qt36, D186,

T132,
G263,
V301,
E312,
1330,
H417,
L439,
L477,
DSOS,
S524,
ps81,

D133,
R267,
R302,
A313,
K332,
Q418,
G440,
M479,
RS06,
HS72,

M277,

F303,

F314,
N333,
M419,
Ad441,
Q495,
Y508,
Q573,

G583 a G384,

L278,
D304,
A31S,
K334,
w420,
M442,
H496,
Ks09,
ES74,

G279,

R306,

S316,

0335,

Ad21,
G443,
L497,
AS10,
HS7S,

1187,
H281,
V307,
R317,
T404,
A4212,
D467,
G498,
NS1it,
VsS76,

T259,
G282,
1308,
A31S,
G413,
L434,
S468,
M499,
RS12,
L5377,

T260,
T283,
G309,
K319,
V414,
S435,
S469,
V501,
ASL3,

L261,
V284,
K310,
1320,
G415,
A437,
L471,
Qs02,
HS14,

P578, M579,

M262,
G300,
1311,
E329,
Q416,
G438,
N473,
Q504,
T515,
1580,

funkénich ekvivalentd kteréhokoliv z vyse

uvedenvch a jakékoliv kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych.

(ii) delece vice neZ 5 aminokyselinovych zbytka

predchazejicich,

nasledujicich alespon jednomu aminokyselinovému zbytku

nebo vice ne? S aminokyselinovvch zbytka

sekvence podle obrazku | vybraného ze skupiny, kterd se sklada

z P48,
AlQL,
Q136,
L278,
D304,
A315,
K334,
w420,
M442,
H496,
K509,
E574,

G49,
V12§,
D186,
G279,
R306,
S316,
0335,
A421,
G443,
L497,
AS10,
HS575,

funkénich ekvivalentd kteréhokoliv z vyse

$52,
R127,
1187,
H281,
V307,
R317,
T404,
A422,
D467,
G498,
NS1t,
V576,

Ms3,
R128,
T259,
G282,
T308,
A318,
G413,
L1434,
S468,
M439,
RS12,
LS77,

ES4,

ML129,
T260,
T283,
G309,
K319,
V4l4d,
S435,
S469,
Vsot,
AS13,
PS78,

A84,

1130,
L2261,
V284,
K310,
1320,
G415,
A437,
L4771,
Qs502,
HSt4,
M579,

A95, T96,

G131,
M262,
G300,
1311,
E329,
Q4l6,
G438,
N473,
Qs04,
1315,
1580,

§97,

T132,
G263,
V301,
E312,
1330,
H417,
L439,
L477,
DSOS,
S524,
P58,

uvedenych a

G98, P99,

D133,
R267,
R302,
A313,
K332,
Q418,

G440,
M479,
R506,

H572,
G583,

G100,
F135,
M277,
F303,
F314,
N333,
M419,
Addl,
Q495,
YS08,
Q573,
G584,

jakékoliv
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kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych;

(iii) delece alespon jednoho aminokyselinového zbvtku nebo
jeho funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a H1S0 sekvence podle

obrazku 1|;

(iv) adice alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a H!150 sekvence podle obrazku !;

(v) delece alesponn jednoho aminokvselinového zbytku nebo jeho

funk&niho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;

(vi) adice alespont jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho
funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku !;

nebo

(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv z vy3e uvedenych.

12. ZpGsob modelovani zaloZeny na strukturfe podle naroku 11
vvzna<dcuijici s e t i m, Ze uvedena substituce je
vybrana ze skupiny skladajici se z Met33Trp, Met33Glu, MetS31la,
Met53His, Argl28Ala, Argl28Glu, PhetS3Arz, I1e330Phe, funké&nich
ekvivalentt kteréhokoliv z vyse uvedenvch nebo kombinace

kterychkoliv z vy3e uvedenych.

13. Zptsob modelovani{ zaloZeny na struktufe pro produkci
AHAS variantniho proteinu rezistentniho na herbicidy

vyznaduijici se t {m, Ze uvedeny zpasob obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na prvnim AHAS templatu

odvozeném od polypeptidu majiciho sekvenci podle obrazku 1 nebo
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jeho funkénim ekvivalentu pro odvozeni trojrozmérné struktury

cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani jednoho nebo vice herbicida do uvedené
trojrozmérné struktury pro lokalizaci vazebného mista pro

herbicid v uvedeném cilovém AHAS proteinu;

(c) selekci alespon jedné aminokyselinové pozice v uvedeném
cilovém AHAS proteinu jako cile pro mutaci, kde uvedena mutace
pozménuje afinitu alespod jednoho herbicidu k uvedenému

vazebnému mistu:

(d) mutaci DNA kodujici uvedeny cilovy AHAS protein pro
produkci mutantni DNA kodujici variantni AHAS obsahujici

uvedenou mutaci v uvedené pozici; a

(e) expresi mutované DNA v jedné buice, za podminek, za
kterych je produkovan uvedeny variantni AHAS obsahujici mutaci v

uvedené pozici.

14. Zptsob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 13

vyzna<cujici se tim, e dale obsahuje:

(f) expresi DNA kodujici prfirozeny AHAS protein paralelné ve

druhé busice;

(g) purifikaci uvedenych prirozenych a uvedenych variantnich

AHAS proteintd z uvedenych bungk:

(h) testovani uvedenych pfirozenych a uvedenych variantnich

AHAS proteinu na katalytickou aktivitu v konversi pyruvatu na
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acetolaktat nebo v kondensaci pyruvatu a 2-ketobutyratu za
tvorby acetohydroxybutyrdtu, za absence a za ptritomnosti

uvedeného alespon jednoho herbicidu; a

(1) opakovani krokd (c¢) - (h), kde je uvedend DNA kodujici
uvedenou variantu v kroku (e) pouZita jako AHAS kodujici DNA v kroku
(c), dokud neni identifikovan prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicid, ktery ma vlastnosti:

(i) za absence alesponn jednoho herbicidu

(a) mé& katalytickou aktivitu, ktera je sama dostateéna k
tomu, aby udrZela Zivotaschopnost bunék, ve ktervch je

exprivovan; nebo

(b) m& katalytickou aktivitu v kombinaci s né&jakym jinym
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid, ktery mQzZe
byt také exprivovan v uvedené bunce, ktery miZe byt stejny nebo
jiny neZ prvni AHAS variantni protein, kde tato aktivita je
dostatec¢na k tomu, aby udrZela Zivotaschopnost bunék, ve kterych

je exprivovan;

kde bunky vyzaduji AHAS aktivitu pro prezivani; a

(ii) m& katalytickou aktivitu, kterid je vice rezistentni k

alespont jednomu herbicidu nez je aktivita prirozené AHAS.

LS. Zpasob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku !4
vyznadcuijici s e t {m, 2e uvedend katalvticka
aktivita za absence uvedeného vice ne? jednoho herbicidu je vaétsi

neZz asi 20 % katalytické aktivity uvedené pfirozené AHAS.



16. Zpusob modelovani zaloZeny na struktutre podle naroku 15

vyznaduijicdi s e t i m, Ze uvedeny herbicid je
imidazolinonovy herbicid a uvedeny prvni AHAS variantni protein
rezistentni na herbicidy méa:

(i) katalytickou aktivitu za absence uvedeného herbicidu vvssi

neZ asi 20% katalytické aktivity uvedené prirozené AHAS;

(ii) katalytickou aktivitu, které je relativné vice
rezistentni na pritomnost imidazolinonovych herbicida ve

srovnadni s prirozenou AHAS; a

(i11) katalytickou aktivitu, ktera je relativné vice citliva
na pritomnost sulfonylmodovinovych herbicidd ve srovnani s

imidazolinonovymi herbicidy.

s

vyznadéuijici i

.

17. ZpGsob modelovani zaloZeny na struktufe podle ndroku 13
t 1 m, Ze uvedené herbicidy jsou

n

e
vybrany ze skupiny skladajici se z imidazolinonu,
sulfonylmodovin, triazolopyrimidinovych sulfonamida,
pyrimydyl-oxy-benzoovych kyselin, sulfamoylmo&ovin,

sulfokarboxamidt, a jejich kombinaci.

18. Zphsob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 13

vyznadéuijici s e t i m, Ze uvedeny cilovy AHAS

protein je odvozen od Arabidopsis thaliana.

19. Zplsob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 13
vvznaduijici s e t 1 m, Ze uvedenou prvni buiikou

je E. coli.
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20. Zpusob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 19
vyvyznadujici s e t i m, Ze uvedenymi prvnimi a

druhymi bunkami jsou E. coli.

21. Zptasob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 13
vyznaduijici se tim, Z2e uvedena mutace je vybrana

ze skupiny, kterd se sklada z:

(i) substituce alespon jedné jiné aminokyseliny za
aminokyselinovy zbytek sekvence podle obrazku 1 vybrany ze
skupiny skladajici se z P48, G49, S52, MS3, E54, A84, A%95, T96,
S97, G98, P99, G100, A1Ot, V125, R127, R128, M129, I130, G131,
T132, D133, F135, Q136, Di86, 1187, T259, T260, L2611, M262,
G263, R267, M277, L278, G279, H28!1, G282, T283, V284, G300,
V301, R302, F303, D304, R306, V307, T308, G309, K310, I31t,
E312, A313, F314, A315, S316, R317, A318, K319, 1320, E329,
1330, K332, N333, K334, 0335, T404, G413, V414, G415, Q416,
H417, Q418, M419, W420, A421, A422, L434, S435, A437, G438,
L1439, G440, A441, M442, G443, D467, S468, S469, L471, N473,
L477, M479, Q495, H496, L497, G498, M499, Vs0!, Q502, Q504,
D305, R506, Y508, K509, A510, NSI1, Rs512, As513, H514, TS1S,
SS24, HS72, Q573, ES74, HS7S, V576, LsS77, PS78, M579, 1580,
PS81, G583 a G584, funkénich ekvivalentu kteréhokoliv z vyse

uvedenych a jakékoliv kombinace kteréhokoliv z vvse uvedenych.

(ii) delece vice ne? 5 aminokyselinovych zbytka
pfedchadzejicich, nebo vice neZ S aminokyselinovych zbytku
nisledujicich alesponn jednomu aminokyselinovému zbytku
sekvence podle obrazku ! vybraného ze skupiny, kterd se sklada
z P48, G49, S52, M33, ES4, A84, A95, T96, S97, G98, P99, G100,
Al0t, Vvi25, Rt27, R128, M129, 1130, G131, T132, D133, Fi35s,



Q136, D186, 1187, T259, T260, L261, M262, G263, R267, M277,
L278, G279, H281, G282, T283, V284, G300, V301, R302, F303,
D304, R306, V307, T308, G309, K310, I311, E312, A313, F314,
A31S, S316, R317, A318, K319, 1320, E329, 1330, K332, N333,
K334, 0335, T404, G413, V414, G415, Q416, H417, Q418, M419,
W420, Ad21, A422, L434, S435, A437, G438, 1439, G440, A441,
M442, G443, D467, S468, S469, L471, N473, L477, M479, Q495,
H496, L1497, G498, M499, V501, Q502, Q504, DS0S, R506, Y508,
K509, A510, NS11, R512, AS13, H514, TS!5, §$§24, HS72, Q573,
ES74, H575, V576, LS77, P578, M579, 1580, PS81, G383, G584,
funkénich ekvivalentd kteréhokoliv z vy¥se uvedenvch a jakékoliv

kombinace kteréhokoliv z vyie uvedenych;

(iii) delece alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo
jeho funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a HI50 sekvence podle

obrazku 1;

(iv) adice alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a H150 sekvence podle obrazku 1;

(v) delece alesponn jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;

(vi) adice alesposi jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho
funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;
nebo

(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv z vyse uvedenych.

22. Zpasob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 21

vyznaduijici s e t 1 m, Ze uvedena substituce je



vybrana ze skupiny skladajici se z Met53Trp, Met53Glu, MetsS3I1a,
MetS3His, Argl28Ala, Argl28Glu, PhelS3Arg, 11e330Phe, funkénich

ekvivalentu kteréhokoliv z vyse uvedenych nebo kombinace

kterychkoliv z vyse uvedenych.

23. Ipasob modelovani zaloZeny na struktufe pro produkci
AHAS variantniho proteinu rezistentniho na herbicidy

vyznacujici se tim, 2e uvedeny zpusob obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na prvnim AHAS templatu
majicim identifikované vazebné misto pro herbicid a majicim
sekvenci podle obrazku 1 nebo jeho funkénim ekvivalentu pro

odvozeni trojrozmérné struktury cilového AHAS proteinu;

(b) selekci alespont jedné aminokyselinové pozice v uvedeném
cilovém AHAS proteinu jako cile pro mutaci, kde uvedeni mutace
pozménuje afinitu alespont jednoho herbicidu k uvedenému

vazebnému mistu;

(c) mutaci DNA kodujici uvedeny cilovy AHAS protein pro
produkci mutantni DNA kodujici variantni AHAS obsahujici

uvedenou mutaci v uvedené pozici: a

(d) expresi mutované DNA v jedné buiice, za podminek, za
ktervch je produkovan uvedeny variantni AHAS obsahujici mutaci v

uvedend pozici.

24, Zpisob modelovani zaloZeny na struktute podle naroku 23

Py 2

vyznacdcujici se tim, %e dile obsahuje:

(e) expresi DNA kodujici prirozeny AHAS protein paralelnd ve
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druhé burnce;

(f) purifikaci uvedenych prirozenych a uvedenych variantnich

AHAS proteind z uvedenych bunék:

(g) testovani uvedenvch prirozenych a uvedenych variantnich
AHAS proteint na katalytickou aktivitu v konverzi pyruvatu na
acetolaktat nebo v kondenzaci pyruvatu a 2-ketobutyratu za
tvorby acetohydroxybutyratu, za absence a za pritomnosti

uvedeného alespoii jednoho herbicidu; a

(h) opakovani kroka (b) - (g), kde je uvedend DNA kodujici
uvedenou variantu v kroku (d) pouZita jako AHAS kodujici DNA
v kroku (b), dokud neni identifikovan prvni AHAS variantni

protein rezistentni na herbicid, ktery ma vlastnosti:

(i) za absence alesponn jednoho herbicidu

(a) ma katalytickou aktivitu, ktera je sama dostatedna k
tomu, aby udrZela Zzivotaschopnost bungk, ve kterych je

exprivovan; nebo

(b) ma katalytickou aktivitu v kombinaci s néjakym jinvm
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid, ktery muze
byt také exprivovan v uvedené bunce, ktery mizZe byt stejnv nebo
jiny nez prvni AHAS variantni protein, kde tato aktivita je
dostatednd k tomu, aby udrzela Zivotaschopnost bundk, ve ktervch

je exprivovan;

kde bunky vyzaduji AHAS aktivitu pro prezivani; a



(ii) ma katalytickou aktivitu, ktera je vice rezistentni k

alespofi jednomu herbicidu nez je aktivita pfirozené AHAS.

2S. Zpusob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 24
Vvvyznaduijici s e t i m, Ze uvedena katalyticka
aktivita za absence uvedeného vice nez jednoho herbicidu je vétsi

neZ asi 20 % katalytické aktivity uvedené pfirozené AHAS.

26. Zptsob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 25
vyzna<dcuijieci s e t i m, Ze uvedeny herbicid je
imidazolinonovy herbicid a uvedeny prvni AHAS variantni protein

rezistentni na herbicidy ma:

(i) katalytickou aktivitu za absence uvedeného herbicidu vyssi

nez asi 20 % katalytické aktivity uvedené prirozené AHAS;

(ii) katalytickou aktivitu, kters je relativné vice
rezistentni na prfitomnost imidazolinonovych herbicida ve

srovnani s prirozenou AHAS: a

(iii) katalytickou aktivitu, ktera je relativné vice citliva
na pritomnost sulfonylmo&ovinovych herbicidd ve srovnani s

imidazolinonovymi herbicidy.

27. Zpasob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 23
vyznaduijici s e t i m, Ze uvedené herbicidy jsou
vybrany ze skupiny skladajici se z imidazolinont,
sulfonylmodovin, triazolopyrimidinovych sulfonamidu,
pyrimydyl-oxy-benzoovych kvselin, sulfamoylmodovin,

sulfokarboxamidd, a jejich kombinaci.



28. Zpusob modelovani zaloZeny na struktufe podle narcku 23

vyznadcuijici s e t i m, Ze uvedeny cilovy AHAS

protein je odvozen od Arabidopsis thaliana.

29. Zpasob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 23
vyznaduijici i S e t 1 m, Ze uvedenou prvni bunkou

je E. coli.

30. Zptsob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 24
vyzna<duijici s e t i m, Ze uvedenymi prvnimi a

druhymi bunkami jsou E. coli.

31. Zpisob modelovani zaloZzeny na strukture podle naroku 23
vVyznacdcujici se tim, e uvedena mutace je vybrana

ze skupiny, kterd se sklada ze:

(i) substituce alespon jedné jiné aminokyseliny za
aminokyselinovy zbytek sekvence podle obrazku | vybrany ze
skupiny skladajici se z P48, G49, SS52, M53, ES4, A84, A9sS, T96,
S97, G98, P99, G100, AL01, V125, R127, R128, M129, 1130, G131,
T132, D133, F13S, Q136, D186, 1187, T259, T260, L261, M262.
G263, R267, M277, L278, G279, H281, G282, T283, V284, G300,
V301, R302, F303, D304, R306, V307, T308, G309, K310, 1311,
E312, A313, F314, A315, S316, R317, A318, K319, 1320, E329,
I330, K332, N333, K334, 0335, T404, G413, V414, G415, Q41s6,
H417, Q418, M419, W420, A421, A422, L434, S435, A437, G438,
L439, G440, A441, M442, G443, D467, S468, S469, L1471, N473,
L477, M479, Q495, H496, L497, 0498, M499, V301, Qs02, Qs504,
D505, RS06, Ys08, KS09, AS10, N511, RS12, ASt3, HS14, T515,
5524, HS72, QS73, E574, HS75, VS76, Ls77, P578, Ms79, 1580,
PS581, G583 a G584, funké&nich ekvivalentt kteréhokoliv z vvie



uvedenych a jakékoliv

kombinace kteréhokoliv z

(ii) delece vice neZ 3 aminokyselinovych zby

pfedchézejicich, nebo

nasledujicich alespon

vice neZ S aminokyselinov

jednomu aminokyselinovému

sekvence podle obrazku | vybraného ze skupiny,

2 P48, G49, S52, MS3,

ES4, A84, A95, T96, S97,

A101, V125, R127, R128, M129, 1130, G131, T132,
Q136, D186, 1187, T259, T260, L261, M262, G263,
L278, G279, H281, G282, T283, V284, G300, V301,
D304, R306, V307, T308, G309, K310, I31t, E312,
A315, S316, R317, A318, K319, 1320, E329, I330,
®334, 0335, T404, G413, V414, G415, Q416, H4alT7,
W420, A421, A422, L434, S435, A437, G438, L1439,
M442, G443, D467, S468, S469, L471, N473, L477,
H496, L497, G498, M499, V501, Q502, Qs04, DSOS,
K509, AS10, N5tt, RS12, AS13, HS14, TS1S, SS24,
E574, HS75, VS76, LS77, pP578, Ms579, 1580, P3581,

funkénich ekvivalentt kteréhokoliv z vyse uvede

kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych;

scee

vyse uvedenych.

tka

ych zbytka
zbytku

ktera se sklada

G698, P99, G100,
D133, F13S,
R267, M277,
R302, F303,
A313, F314,

K332, N333,
Q418, M419,
G440, Ad4l,
M479, Q495,
R506, Y308,
H572, Q373,
G583, GSAB

nych a jakékoliv

(iii) delece alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo

jeho funké&niho ekvivalentu mezi Q124 a H1SO sekvence podle

obrazku 1;

(iv) adice alespon

funk&niho ekvivalentu

(v) delece alespon

funkéniho ekvivalentu

jednoho aminokyselinového

mezi Q124 a H150 sekvence

jednoho aminokyselinového

mezi G300 a D324 sekvence

zbytku nebo jeho
podle obrazku 1;

zbytku nebo jeho

podle obréazku 1;
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ho aminokyselinovéh
dle obréazku 13

dice alespoil jedno
o G300 a D324 sekvence po

(vi
u mezl

funkéniho ekvivalent
nebo

(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv Z vyse uvedenych.

re podle naroku 31
t { m, Ze uvedenéd substituce je
et33Trp, Mets53Glu, Mets31la,
11e330Phe, funkénich

binace

32 . 7pasob modelovani zaloZzeny na struktu

i c i s e
skladajici se Z M
Argl128Glu, Phel33Arg,

vy zna g u j
vybrana ze skupiny
MetS3His, Argl28Ala,

C 5 i 7 % nvch nebo kom
ivalentd kteréhokoliv Z vyse uvedeny

ekv
ktechhkoliv z Vvyse uvedenych.

ctova variantni

odujici kyselina hydroxyo
tein obsahuje

33, Izolovana DNA k

protein syntetasy (AHAS) , kde uvedeny variantni pro

AHAS protein modifikovany:

(i) substituci alespof jedné jin€ aminokyseliny za
aminokyselinovy zbytek sekvence podle obrazku ! vybrany ze
skupiny skladajici se z P48, G49, S52, MS3, Es4, A84, A95, T96,
$97, G98, P99, G100, Al0l, V125, RI127, R128, M129, 1130, G131,
T132, D133, F135, Qi36, D186, I187, T259, T260, L261, M262,
G263, R267, M277, L278, G279, H281, G282, T283, V284, G300,
V301, R302, F303, D304, R306, V307, T308, G309, K310, 1311,
E312, A313, F314, A31S, S316, R317, A318, K319, I320, E329,
1330, K332, N333, K334, 0335, T404, G413, Vild, G415, Q416,
H417, Q418, M419, W420, A421, A422, L434, S435, A437, G438,
L439, G440, A441. M442, G443, D467, S468, S469, L471, N473,
L477, M479, Q495, H496, L497, G498, M499, Vs01, Q502, Q504,
D505, R506, YS08, K509, A510, NSii, RS512, AS13, HSt4, TSIS,
S524, HS72, Q573, E574, HS7S, V576, L577, PS78, MS79, 1580;



ntd kteréhokoliv 7z vyse

: <nich ekvivale
g1, G583 a gss4, funkénlc 0 ?
. teréhokoliv 2 vyse uvedenych.

uvedenych a jakékoliv xombinace k

(ii) deleci vice ne? 3 aminokyselinov?ch zbytkl
pfedchézejicich, nebo vice neZ S aminokyselinovych zbytkh
nésledujicich alespon jednomu aminokyselinovému zbytku
sekvence podle obrazku 1 yybraného ze skupiny, kterda se sklada
2 Pag, G49, s52, Ms3, ES4, Ag4, A95, T96. 597, 698, P99, G100,
ALO1, V125, R127., R128, Mi129, 1130, G131, T132, D133, FL35,
Q136; D186, 1187, T259, T260, 1261, M262, G263, R267, M277,
1278, G279, H28L, G282, T283, V284, G300, V301, R302., F303,
D304, R306, V307, T308, G309, K310, 1311, E312, A313, F314,
A315, S316, R317, A318, K319, 1320, E329, 1330, K332, N333,
K334, 0335, T404, G413, v4td, G41S, Qa16, H4LT, Q418, M419,
W420, A421, A422, L434, S435, A437, G438, L439, G440, Ad41,
M442, G443, D467, 468, S469, L4710, N473, L477, M479, Q495,
H496, L4597, G498, M499, V501, QS02, Q504, DSOS, Rs06, Y508,
K509, AS10, NS11, RS12, A513, HS14, Tsis, S524, HS72, Q573,
E574, HS75, V376, 1Ls77, P578, Ms79, 1580, Ps8t, G583, GS84,

funkénich ekvivalentd kteréhokoliv z vyse uvedenych a jakékoliv

kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych;

(iii) deleci alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo
jeho funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a HIS0 sekvenc
obrazku 1;

e podle

(iv) adici alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a H150 sekvence podle obrazku l;

(v) deleci alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funk&niho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;
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324 sekvence podle

dici alespon jed

(vi) a . =
funkéniho ekvivalentu mezil G300 a
nebo |
: iv z VY3 denych.
(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv z V¥sS® uve
vii

dené modifikace pozménujl

N dle naroku 33, kde uve ’
S meat e tickou aktivitu uvedeného

schopnost herbicidu inhibovat enzyma

proteinu.
kde uvedeny herbicid je vybrén ze

35, DNA podle naroku 34,
sulfonylmo&ovin,

imidazolinont,
pyrimydyl—oxy—benzoovych

kombinaci.

skupiny skladajici se 2
ch sulfonamidu,

triazolopyrimidinovy
sulfokarboxamidd, a jejich

kyselin, sulfamoylmocovin,

36. DNA podle naroku 33, kde uvedeny cilovy AHAS protein je

odvozen od Arabidopsis thaliana.

37. DNA podle naroku 33, kde uvedena substituce je vybrina ze
skupiny skladajici se z MetS3Trp, Met523G1lu, MetsS3Ila, Met33His,
Arg128Ala, Argl128Glu, PhelS3Arg, 11e330Phe, funké&nich ekvivalentd

kteréhokoliv z vyge uvedenych nebo kombinace kterychkoliv z vysde

uvedenych.
38. DNA podle naroku 37, kde uvedeny variantni AHAS protein ma
(a) za absence alespofi jednoho herbicidu

(i) mé katalytickou aktivitu, kterd je sama dostatedna k
tomu, aby udrzela Zivotaschopnost bunék, ve kterych je

exprivovan; nebo
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(ii) ma katalytickou aktivitu v kombinaci s néjakym jinym
stentnim na herbicid, kt

tejny nebo

i i ery mize
AHAS variantnim proteinem rezl
byt také exprivovan v uvedené bunce,
AHAS variantni protein,
a Zivotaschopnost bunék,

ktery muZe byt s
kde tato aktivita Je

‘iny neZ prvni ’
e ) ve kterych

dostateénd k tomu, aby udrzel
je exprivovan;

kde bunky vyzaduji AHAS aktivitu pro perivéni; a

ktivitu, ktera je vice rezistentni k

(b) ma katalytickou a
ktivita prirozené AHAS.

alespon jednomu herbicidu neZ je a

kde uvedend variantni AHAS mé& vice

39 . DNA podle naroku 33,
zeného typu AHAS.

nez asi 20 % katalyticke aktivity priro

40. DNA podle naroku 39, kde uvedena variantni AHAS je alespon
2-krat vice rezistentni na na imidazolinonech—zaloiené herbicidy

neZ na na sul fonylmodoving zalozené herbicidy.

41. DNA vektor obsahujici DNA sekvenci podle naroku 33

operativné navazanou na transkripéni regulaéni element.

42 . Bunka obsahujici DNA sekvenci kodujici AHAS odvozenou od
DNA vektoru podle naroku 41, kde uvedena bunka je vybrana ze
skupiny skléadajici se z bakterialnich, houbovych, rostlinnych,
hmyzich a savéich bunék.

43. Bunka podle naroku 42, kterd je rostlinou bunkou.

44. Semeno obsahujici buiiku podle naroku 43.
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45 Variantni AHAS protein ©

podle naroku 33.

.o tein
46 Variantni AHAS protein obsahujictl AHAS protel

modifikovany

(1) substituci alespon jedné jiné aminokyseliny za ’
aminokyselinovy zbytek sekvence podle obrazku 1 vybrany ze
skupiny skladajici se Z P48, G49, S52, MS3, Es4, A84, A9S, T9¢,
s97, G698, P99, G100, A101, V12S, R127, R128, M129, 1130, G131,
Tl3é, D133, F135, Q136, D186, 1187, T259, T260, L261, M262,
G263, R267, M277, 1278, G279, H281, G282, T283, V284, G300,
v301, R302, F303, D304, R306, V307, T308, G309, K310, 1311,
E312, A313, F314, A31S, S316, R317, A318, K319, 1320, E329,
1330, K332, N333, K334, 0335, T404, G413, vatd4, G413, Q416,
H417, Q418, M419, Wa20, Ad21, A422, L434, S435, A437, G438,
L439, G440, Ad41, Ma42, G443, D467, S468, S469, L471, N473,

L477, M479, Q495, H496, L497, G498, M499, VS0I, Qs02, Q504,
D505, R506, Y508, K509, AS10, NSi1, RS2, AS13, HSl4, TSIS,

$524, HS72, QS73, ES74, HS7s, Vs76, LS77, P578, MS79, IS80,
P581, G583 a G584, funkénich ekvivalenta kteréhokoliv z vyse
uvedenych a jakékoliv kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych.
(ii) deleci vice nez 35 aminokyselinovych zbytku
predchazejicich, nebo vice nel S aminokyselinovych zbytka
nasledujicich alespont jednomu aminokyselinovému zbytku
sekvence podle obrazku ! vybraného ze skupiny, ktera se sklada
2 P48, G49, SS2, M53, E54, A84, A95, T96, S97, G98, P99, G100,
A101, V125, R127, R128, M129, It30, G131, Tt32, D133, F138,
Q136, D186, 1187, T259, T260, L261, M262, G263, R267, M277,
1L278, G279, H281, G282, T283, V284, G300, V301, R302, F303,



.oo (XXX o . P .o
e ! e w8 e PP .

: (IR X ) . P ° . ae

. ® e 8 o o e sese v
. . » . . .

38 ese M

D304, R306, y307, T308, G309, K310, 1311, E312, ;i;i, ii;zi
A31S, S31l6, R317, A318, K319, 1320, £329, 1330, 4i;, ﬁ;lg
K334’ 0335, T404, G413, vals, G41S, QA;Z, }iiéz) 2440, LA441’

2 i A421, A422, L434, S435, A437, G438, L2 ’ , ;’
?Aiag, G443, D467, S468, g469, La71, N473. Li7’;, \:;i;z 3?;‘2;’
H496, L497, G498, M499, ys0l., Q502, Qs504, Dvg ) H;77, 0g73
KSO9; AS10, NS11, R512, AS13, Hsti4, TSLS, 524, ;8;, éq84,
E574, H37S, ys76, L5377, P578, M579, 1580, P3581, gv , .t ', N
funk%nich ekvivalentt kteréhokoliv Z vyse uvedenych a jakékoliv
kombinace kteréhokoliv 2 vyse uvedenych;

(iii) delecdi alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo

jeho funkéniho ekvivalentu mezi Ql24 a 4150 sekvence podle
obrazku 1;

(iv) adici alespon jednoho aminokyselinovéh

o zbytku nebo jeho
funkéniho ekvivalentu mezi Q

124 a H150 sekvence podle obréazku 1

(v) deleci alespon jednoho aminokyselinového zbvtku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1;

(vi) adici alespon jednoho aminokyselin
funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D3
nebo

ového zbytku nebo jeho

74 sekvence podle obrazku 1;

(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv z vyse uvedenych.

47. Variantni AHAS protein podle naroku 46, kde uvedené

modifikace pozménuji schopnost herbicidu inhibovat enzymatickou

aktivitu uvedeného proteinu.



48. Variantni AHAS protein podle naroku 46, kde uvedeny
imidazolinonu,

herbicid je vybréan ze skupiny skladajici se 2z

sulfonylmodovin, triazolopyrimidinovych sulfonamida,
pyrimydyl—oxy—benzoov?ch kyselin, sulfamoylmodovin,

sulfokarboxamida, a jejich kombinaci.

49. Variantni AHAS protein podle naroku 46, kde uvedeny

AHAS protein je odvozen od Arabidopsis thaliana.

0. Variantni AHAS protein podle naroku 46, kde uvedena
substituce je vybrana ze skupiny skladajici se z Met323Trp.
MetS2G1lu, MetS3Ila, MetS3His, Argl28Ala, Argl128Glu, PhelS3Arg,
11e320Phe, funkénich ekvivalentt kteréhokoliv z vyse uvedenych

nebo kombinace kterychkoliv z vyse uvedenych.

St{. Variantni AHAS protein podle naroku 46, kde uvedeny

variantni AHAS protein ma
(a) za absence alesponn jednoho herbicidu

(i) ma katalytickou aktivitu, kterad je sama dostatecnd k
tomu. aby udrZela 7ivotaschopnost bunék, ve kterych je

exprivovan; nebo

(ii) ma katalytickou aktivitu v rombinaci s n&jakym jinym
AHAS variantnim proteinem rezistentnim na herbicid, ktery mGZe
byt tak? exprivovan v uvedené bunce, ktery maze byt stejny nebo
jiny neZ prvni AHAS variantni protein, kde tato aktivita je

dostatedna k tomu, aby udrzela Zivotaschopnost bundk, ve kterych

je exprivovan;
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A ctivi £ 1 né AHAS.
alespon jednomu herbicidu ne? je aktivita priroze

52. Variantni AHAS protein podle naroku 46, kde uvedena
variantni AHAS mid vice neZ asi 20 % katalytické aktivity

prirozeného typu AHAS.

S3. Zptsob pro udéleni rezistence na herbicidy buisice

vyznacdcuyjici se tim, 2e uvedeny zpisob obsahuje:

(a) klonovani DNA podle naroku 33 do kompatibilniho expresniho
vektoru; a

(b) transformovani uvedené DNA do uvedené bunky za podminek,
za kterych je uvedeny gen exprivovan v dostateéné drovni pPro
udéleni rezistence na herbicid uvedené bunce.

S4. Buska pripravena zpusobem podle naroku S3.

55. Rostlina obsahujici{ bunku podle naroku 54.

56. Zptsob podle naroku 53 vy z na ¢ u jici se t i m,

Ze uvedeny mutovany gen koduje jiné aminokyseliny v

”

z pozic 33, 128, 135 neho jejich kombinaci.

alespon jedné

S7. Zptsob podle naroku S6 vy zna & u j i
Ze uvedeny AHAS

c i s e t
gen obsahuje Arabidopsis thaliana AHAS gen.

=N
B
-

S8. Zplisob podle naroku 53 vy z na & u J ici s e t i m,



7e uvedena bunka je vybrana ze skupiny skladajici se z

bakterialnich, houbovych, hmyzich a savéich bunék.

le]

59. Zpasob podle naroku 58 vy znac¢ujici se timnm,

Ze uvedend bunka je rostlinnd budka.

!
i
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60. Zptsoh podle naroku 59 v y z n a

Z2e uvedena bunka je v semenu.

61. Zpasob pro produkci AHAS proteinu rezistentniho na herbicidy
vvyznaduijici se t im, Ze uvedeny zpusob obsahuje:
(a) selekci aminokyselinové pozice v AHAS proteinu jako cile

pro mutaci;

(b) mutaci DNA kodujici AHAS pro produkci mutantni DNA

kodujici mutaci v uvedené pozici:

(c) expresi mutované DNA v jedné burnce, za podminek, za
kterych je produkovdn uvedeny variantni AHAS obsahujici mutaci v

uvedené pozici.

(d) expresi DNA kodujici pfirozeny AHAS protein paralelné ve

druhé bunce:

{(e) purifikaci uvedenych pfirozenych a uvedenvch variantnich

AHAS proteinit z uvedenych bunék;

(f) testovani uvedenych prfirozenych a uvedenych variantnich
AHAS proteind na katalytickou aktivitu v konverzi pyruvatu na

acetolaktat, za absence a za prfitomnosti imidazolinonového nebo
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sulfonylmoéovinového herbicidu; 2
(8) opakovani kroka (a) — (g): kde je uvedend mutovana DNA

pouzita jako AHAS kodujici DNA v kroku (b). dokud neni

identifikovan prvni AHAS protein rezistentni na herbicid, ktery

ma:
(1) katalytickou aktivitu za absence uvedeného herbicidu vyssi

nez asi 20% katalytické aktivity uvedené prirozené AHAS;

(i1) katalytickou aktivitu, které je relativneé vice
rezistentni na pritomnost imidazolinonovych herbicidda ve

srovnani s prirozenou AHAS; a

(iii) katalytickou aktivitu, ktera je relativne vice citlivé
na pfitomnost sulfonylmoéovinovych herbicidd ve srovnani s

imidazolinonov?mi herbicidy.

2. Zpasob podle naroku 61 vy zn 2 guijici se t { m,
3e uvedené herbicidy jsou vybrany ze skupiny skladajici se
7z imidazolinoni, sulfonylmocovin, triazolopyrimidinonch
sulfonamidu, pyrimydyl—oxy—benzoov?ch kyselin, sulfamoylmodovin,
sulfokarboxamidd, a jejich kombinaci.

63. Zpusob podle naroku 61 vy zna gujici s &@ £ 1 m,
70 uvedeny cilovy AHAS protein je odvozen od Arabidopsis

thaliana.

64. Zpusob podle naroku 61 vy z n a guijici s e t { m,

s3e uvedenou buikou je E. coli.
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6£5. Zpusob podle naroku 61 vy zna guijici se t 1 m,
5e uvedeny cilovy AHAS protein obsahuje protein majici sekvenci

podle obrazku 1.

66. Zpuasob podle naroku 65 vy z na gugj ici s 8 t i m,

ye uvedenad mutace je vybrana ze skupiny, ktera se sklada z:

(i) substituce alespon jedné jiné aminokyseliny za
aminokyselinovy zbytek sekvence podle obrazku 1! vybrany ze€
skupiny skladajici se Zz P48, G49, S52, M53, ES4, A84, A95, T96,
97, G98, P99, G100, AlOl, V125, R127, R128, M129, 1130, G131,
T132, D133, F135, Q136, D186, 1187, T259, T260, L261, M262,
G263, R267, M277, 1278, G279, H281, G182, T283, V284, G300,
y301, R302, F303, D304, R306, V307, T308, G309, K310, 1311,
E312, A313, F314. A315, S316, R317, A318, K319, 1320, E329,
1320, K332, N333, K334, 0335, T404, G413, V4ld, G415, Q41t6,
Ha17, Q418, M41i9, w420, A421, A422, 1434, S435, A437, G438,
L1439, G440, Ad4dl, M4472, G443, D467, 5468, S$469, L471. N473,

La77. M479, Q49%, §406, 1497, G498, M499, Vs01, QS02, Qs04,
D505, RS06, Y508, K509, A510, NSii, RS12, AS13., HS14, TS15,
3524, H372, QS73, ES74, H575, V576, L577, P578, MS79, 1580,
Ps81, G383 a G584, funké&énich ekvivalentt kteréhokoliv z vyse

uvedenych a jakékoliv kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych.

(ii1) delece vice neZ S aminokyselinovych zbytkd
pfedchézejicich, nebo vice nez S aminokyselinovych zbytkd
nasledujicich alespoit jednomu aminokyselinoveému zbytku
sekvence podle obrazku 1 vybraného ze skupiny, ktera se sklada
, P48, G49, S32, MS3. ES4, A84. A9S, T96, S97, G98, P99, G100,
A101, V123, R127, R128, M129, I130, G131, T132, D133, F13s,
Q136, D186, 1187, T259, T260, L1261, M262, G263, R267, M277,




1278, G279, H281, G282, T283, V284, G300, V301, R302, F303,
D304, R306, V307, T308, G309, K310, 1311, E312, A313. F314,
A315, S316, R317, A318, K319, 1320, E329, 1330, K332, N333,

K334, 0335, T404, G413, V414, G415, Q416, H417, Q418, M419,
W420, A421, A422, L434, S435, A437, G438, L439, G440, Addl,
M442, G443, D467, S468, S469, L471, N473, L477, M479, Q495,
H496, L497, G498, M499, VsO1, Qs02, Qs504, DSOS, R506, Y508,
K509, AS10, N5Si1, RS12, AS13, Hs5t4, TStS, Ss24, HS72, Qs573,
E574, HS75, V576, LS77, PS8, Ms579, 1580, Ps581, GS83, Gs84,
funkénich ekvivalentd kteréhokoliv z vyse uvedenych a jakékoliv

kombinace kteréhokoliv z vyse uvedenych;

(iii) delece alespon jednocho aminokyselinového zbytku nebo
jeho funkéniho ekvivalentu mezi Q124 a 1150 sakvence podle

obrazku 1;

(iv) adice alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funk&niho ekvivalentu mezi Q124 a HIS0 sekvence podle obrazku 1}

(v) delece alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho

funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obrazku 1

(vi) adice alespon jednoho aminokyselinového zbytku nebo jeho
funkéniho ekvivalentu mezi G300 a D324 sekvence podle obréazku 1

nebo
(vii) jakoukoliv kombinaci kteréhokoliv z vyse uvedenych.
67. Zpasob podle naroku 66 vy 2z n a gujici se t 1m,

7e uvedena substituce je vybrana ze skupiny skladajici se
z Met53Trp, Met53Glu, MetS3Ila, MetS3His, Arz128Ala, Argl28Glu,
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PhelS3Arg, 12330Phe, funkénich ekvivalentd kteréhokoliv z vyse

uvedenych nebo kembinace ktervchkoliv z vyse uvedenvch.

68. Zpusob pro kontrolu plevele u plodin

vyzna¢déeuijicii s e t { m, Ze obsahuje kultivaci
plodin obsahujicich rostliny rezistentni na herbicidy podle
naroku 55 a o3etreni uvedenych plodin plevel kontrolujicim

ac¢innym mno?stvim uvedeného herbicidu.

69. Zpasob pro kontrclu plevele u plodin

vyznaduijici s e t { m, ?e obsahuje kultivaci

[

plodin obsahujicich rostliny rezistentni na herbicidy podle
naroku 355 a o3etreni uvedenych plodin plevel kontrolujicim
Gé¢innym mnozstvim herbicidni kompozice obsahujici uvedeny

herbicid.

70. Zpusob modelovani zaloZeny na strukture pro pfripravu
prvniho herbicidu, ktery inhibuje aktivitu AHAS

vvznaduijilci se tim, 2e obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na pyruvat oxidasovém
templiatu nebo jeho funkénim ekvivalentu pro AHAS modelovani pro

odvozeni trojrozmérné struktury uvedeného cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani jednoho nebo vice herbicidd majicich AHAS
inhibiéni aktivitu do uvedené trojrozmérné struktury pro
odvozeni lokalizace, struktury nebo jejich kombinaci pro vazebné

mistro pro herbicid v uvedeném cilovém AHAS proteinu;

(¢) vyvo] nen-peptidového prvniho herbicidu, ktery bude

interagovat s AHAS aktivitou inhibici uc¢inné &asti uvedené




vazebné kapsy, kde uvedeny prvni herbicid inhibuje uvedenou AHAS

aktivitu dostatednd pro zruseni Zzivotaschopnosti bunék, které

vyzaduji AHAS aktivitu pro Zivotaschopnost.

71. Zpasob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 70
vvzna<dcuijici s e t { m, Ze uvedeny funkéni
ekvivalent AHAS modelovani je vybran ze skupiny skladajici se

z transketolas, karboligas a pyruvat dekarboxylasy.

72. Zpusob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 70
vyvyznaduyjici s € t i m, e uvedeny prvni herbicid
obsahuje alespon jednu funkéni skupinu, kterd interaguje s

funkéni skupinou uvedeného vazebného mista.

73. Zptsob modelovani zalozeny na struktufe podle naroku 70
vyznadcuijici se t im, 2e uvedeny prvni herbicid se
vaZze na alespon AHAS aktivitu inhibujici udinnou &&st uvedeného

vazebného mista.

74. Zptsob modelovani zaloZeny na struktufe podle naroku 70
vyznadujici s e t 1 m, ?e uvedeny prvni herbicid
inhibuje uvedenou katalytickou aktivitu uvedené AHAS na méné ne?l

asi 20 % katalytické aktivity prirozené AHAS.

75. Zpusob modelovani zaloZeny na strukturfe podle naroku 70
vyznadeujici s e t i m, Z2e uvedeny cilovy AHAS

protein je odvozen od Arabidopsis thaliana.

76. Zpasob modelovani zaloZeny na struktufe podle naAroku 70
vyzna<deuijioci s e t { m, Ze uvedeny cilovy AHAS

protein obsahuje protein majici sekvenci podle obrazku ! nebo
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jeho funkcéni ekvivalent.

77. Zpusob modelovani zaloZeny na strukture pro pripravu
prvniho herbicidu, ktery inhibuje aktivitu AHAS

vyznaduijici se t im, e obsahuje:

(a) sestaveni cilového AHAS proteinu na prvnim AHAS templétu
odvozeném od polypeptidu majiciho sekvenci podle obrazku | nehbo
jeho funké&nim ekvivalentu pro odvozeni trojrozmérné struktury

uvedeného cilového AHAS proteinu;

(b) modelovani druhého herbicidu majiciho AHAS inhibiéni
aktivitu do uvedené trojrozmérné struktury pro odvozeni
lokalizace, struktury nebo jejich kombinaci pro vazebné mistro

pro herbicid v uvedeném cilovém AHAS proteinu;

(c) vyvoj non-peptidového prvniho herbicidu, ktery bude
interagovat s AHAS aktivitou inhibici Ge&inné casti uvedensg
vazebné kapsy, kde uvedeny prvni herbicid inhibuje uvedencu AHAS
aktivitu dostatedné pro zrusSeni Zivotaschopnosti bunék, které

vyZzaduji AHAS aktivitu pro Zivotaschopnost.

78. Zptsob modelovani zaloZeny na strukturfe podle naroku 77
vyznadeuijici s e t i m, Ze uvedeny prvni herbicid
obsahuje alespon jednu funkéni skupinu, ktera interaguje s

funkéni skupinou uvedeného vazebného mista.

79. Zpusob modelovdni zaloZeny na struktufe podle naroku 77
vyzna<dcuijici se tim, z2e uvedeny prvni herbicid se

vaZe na alespon AHAS aktivitu inhibujici ucdinnocu &4st uvedeného

vazebného mista.



80. Zptsob modelovani zaloZeny na strukture podle naroku 77

vvyzna<duijici s e t { m, ?e uvedeny prvni herbicid
inhibuje uvedenou katalytikou aktivitu uvedené AHAS na méné neZ

asi 20 % katalytické aktivity prirozené AHAS.

81. Zpusob modelovani zalozeny na strukture podle naroku 77
vvznaddéuijici s e t i m, 7e uvedeny cilovy AHAS

protein je odvozen od Arabidopsis thaliana.

82. Zpusob modelovani zaloZeny na strukture pro produkci
prvniho herbicidu, ktery inhibuje aktivitu AHAS

vvyznadcuijici se t im, Ze obsahuje:

(a) vyvoj non-peptidového prvniho herbicidu, ktery bude
interagovat s AHAS aktivitou inhibici G¢inné ¢asti uvedené
vazebné kapsy AHAS proteinu, kde uvedeny prvni herbicid inhibuje
uvedenou AHAS aktivitu dostateénd pro zruseni Zivotaschopnosti

bunék, které vyzaduji AHAS aktivitu pro Zivotaschopnost.

83. Bunka transformovana DNA podle naroku 33, kde je uvedena
DNA exprivovana v uvedené bunice v dostate¢né Urovni pro udéleni

rezistence na herbicid uvedené buifice.

34, Rostlina transformovani DNA podle naroku 33, kde je uvedena
DNA exprivovana v uvedené rostliné v dostatedné trovni pro udéleni

rezistence na herbicid uvedené rostling.
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