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Anotace:

Promotor hsp80 (Brassica), ktery byl izolovan, a
ktery umoziiuje konstitutivni expresi heterolognich
gent v rozsahlé fadé tkdni a organli. Popisuje té%
rizné deletované mutanty a hybridni promotory,
které si uchovavaji aktivitu nebo/a vykazuji zvyse-
nou aktivitu, a upstream aktiva¢ni sekvence, které
mohou jednotlivé nebo v kombinaci umoziovat
konstitutivni expresi genu. Tyto sekvence mohou téz
propijc¢ovat konstitutivni expresivitu heterolognim,
nekonstitutivnim promotorfim.
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DNA-konstrukt, ktery obsahuje promotor a zpisob regulace exprese

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového promotoru, ktery je funkéni v rostlinach, pfesnéji promotoru, ktery fidi
expresi zadaného genu konstitutivnim zptisobem. Zahrnuje téz riizné upstream sekvence, které
mohou byt pouzity k vytvofeni hybridnich promotorii majicich poZadované G&inky.

Dosavadni stav techniky

Geny tepelného Soku (hsp geny) jsou znamé v mnoha organismech, véetné kvasinek, Drosophily
a nékterych druhd rostlin. Jedna skupina genu tepelného Soku exprimuje protein pouze jako
odpovéd’ na tepelny stres. Jina skupina genii tepelného Soku ma nizkou zékladni hladinu
plsobeni, ktera se velmi zvySuje pfi tepelné indukci.

V genetickém inZenyrstvi pii zavadéni heterologniho genu do rostlin je vybér promotoru &asto
rozhodujicim faktorem. Zatimco u n&kterych geni muze byt Zadouci jejich exprese pouze jako
odpovéd’ na konkrétni stimul, nebo lokalizace jejich exprese v ur€itych tkanich, jiné geny je
vhodnéjsi exprimovat konstitutivng, to znamena v celé rostliné po celou dobu a ve vétSiné tkani.
V minulosti byl pro konstitutivni expresi heterolognich genli pouZivan promotor 33S zviru
mosaiky kvétaku (Cauliflower Mosaic Virus = CaMV). Z regulaénich a jinych divodi je Zadouci
regulovat expresi heterolognich genii promotorem, ktery neni patogenniho pivodu. Navic mize
pouZiti rostlinného promotoru ménit hladinu pisobeni v konkrétnich tkanich a spektrum tkani, ve
kterych dojde k expresi, ve srovnani s virovymi promotory.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka konstitutivniho promotoru z kvétaku (Brassica oleracea cv. 'Delira’), to znamena
takového, ktery exprimuje geny stale a ve vét§iné tkani a organd. Promotor miiZe byt operativné
navazan k libovolnému genu afidit expresi tohoto genu. Tento promotor se odliduje od
promotorii vySe popsanych hsp genl tim, Ze ma vysokou zakladni hladinu konstitutivni exprese
a mirné zvy3enou expresi po tepelné indukci.

Tento promotor byl oznalen "promotor hsp80", protoze je konstitutivnim promotorem
s konsensnim elementem tepelného $oku a byl ziskan z genu, ktery vykazuje urcitou homologii
se skupinou hsp geni zjinych druhi. Promotor hsp80 fidi produkci proteinid tepelného Soku
s vysokou zakladni hladinou pfi normélni teploté (20 az 25 °C) a vykazuje lehce zvy3enou
expresi pfi tepelném stresu (35 az 40 °C).

Popis obrazki:

Obrazek 1 znazoriuje plazmid pZO217 a vytvofeni plazmidd pZO601 a pZO601BS.
Obrazek 2 znazoriuje pZ0O602.

Sekvence kompletniho promotoru je uvedena v Tabulce 1. (SEQ. ID. ¢. 1). Kompletni nativni
sekvence ma 1568 part bazi. Nukleotidy jsou &islovany v negativnim pofadi od mista poCatku
translace (ATG) pro nativni protein tepelného Soku. V této sekvenci byly identifikovany
nasledujici oblasti:

A) "TATA" box je tvofen osmi pary bazi sekvence "TATATATA" umisténé od -97 do -90,
véetné.
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B) Od-61 do -1 je umist&na vedouci sekvence mRNA o délce 61 bp.
C) Cepitka byla identifikovana v poloze -61.

D) Oblast od -604 do -488 zieymé& obsahuje upstream aktivacni sekvenci pro tento promotor.
Tato oblast je oznatena UAS 1. Jiz v predbéznych testech bylo pozorovano, Ze tato oblast
propijéuje konstitutivni aktivitu a byla dfive oznafovana "konstitutivni box".

E) Oblast od -1000 do -604 zfejmé obsahuje dal3i upstream aktivacni sekvenci. Tato oblast je
oznaena UAS 2.

F) Oblast od polohy -488 do -120 ziejmé obsahuje dal$i upstream aktivacni sekvenci. Tato
oblast je oznacena UAS 3.

G) Pritomny jsou dvé piimé repetice, a to mezi -779 az -741 a mezi -740 az -702. Sekvence
obsahujici &ast pfimé repetice se téz nachazi v poloze od -701 do -677.

H) Jeden konsensni element tepelného Soku je umistén v poloze od -131 do -120 adalsi
element je umistén v poloze od -244 do -237.

Jedno provedeni vynalezu tedy popisuje DNA-konstrukt obsahujici promotor hsp80 (Brassica)
operabilné navazany k heterolognimu genu. Vzhledem k tomu, Ze v této sekvenci DNA mohou
byt provedeny malé zmény bez podstatného ovlivnéni aktivity promotoru, vynélez zahrnuje téz
sekvence DNA, které jsou "funkénimi ekvivalenty” promotoru hsp80 (Brassica) a konstrukty
obsahujici takové sekvence DNA operabilné navazané k heterolognimu genu.

V popisu i patentovych narocich plati nasledujici definice terminii:

"Funkéni ekvivalent" je libovolna sekvence DNA, ktera je komplementarni k sekvenci DNA,
kterd za ptisnych hybridizanich podminek bude hybridizovat s referenéni sekvenci a ma
promotorovou aktivitu podobnou jako promotor hsp80 (Brassica).

"Ptisné hybridiza¢ni podminky" jsou takové podminky, kdy se hybridizace provadi pii 60 °C
v2,5X solném citraitovém pufru (saline citrate buffer = SSC pufr) snaslednym
nékolikanasobnym proplachnutim pfi 37 °C pii snizené koncentraci pufru, ktera neovlivni
vzniklé hybridizace.

"Heterologni gen" je sekvence DNA kddujici libovolny peptid nebo protein jiny nez protein
hsp80 (Brassica).

"Deletovany promotor”je libovolny promotor hsp80 (Brassica), ktery ma deleci a stile si
zachovava aktivitu.

"Funkéni ekvivalent deletovaného promotoru" je deletovany promotor, ktery mél dalii delece
a zachovava si alespoii podstatné ekvivalentni aktivitu ve srovnani s deletovanym promotorem.

"Regulovatelny promotor” je libovolny promotor jehoZ aktivita je ovliviiovana cis nebo trans
regulaénim faktorem &i faktory.

"Konstitutivni promotor” je libovolny promotor, ktery je aktivni ve vétSiné tkani a organu po
vét§inu Casu.

Promotor hsp80 (nebo jeho funkéni ekvivalent) mize byt pouZit ke konstitutivni expresi
libovolného poZadovaného heterologniho genu. Priklady vhodnych heterolognich genit zahrnuji
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(bez omezeni): insekticidni toxiny (jako jsou napfiklad z Bacillus thuringiensis), geny rezistence
na herbicidy, antimikrobialni geny, antifungalni geny, antivirové geny a geny proti poZerku.

Je G&elné, aby byl konstrukt hsp80-heterologni gen vloZen do vektoru, atento vektor pouZit
k transformovani eukaryotického hostitele. Eukaryotickym hostitelem je s vyhodou rostlinna
buitka nebo rostlinny protoplast. Vhodné vektory se pochopitelné méni v zavislosti na vybraném
hostiteli. U dvoudéloznych miZe byt vektor zaveden do protoplastu elektroporaci nebo vektorem
mize byt derivat Ti-plazmidu Agrobacterium tumefaciens (A. t.), ktery infikuje bufiku nebo
protoplast a miZe byt pouZita transformace zprostfedkovana A. t., véetn€ tzv. bindrnich technik.
(Viz naptiklad Gasser C. S. akol., 1989, Science 244: 1293 az 1299). Jednod€loZné jsou
vyhodné transformovany za pouziti tzv. "balistické" techniky (Gasser a kol., viz vy3e) nebo
mohou byt téZ transformovany za pouZiti protoplasti.

V kazdém piipad€ jsou vhodné transformadni vektory a transformacni postupy dobie o sobé
znamé. Transformované bufiky nebo protoplasty jsou kultivovany ve vhodném kultivatnim
meédiu, a je regenerovéna transformovana rostlina. Transformovana rostlina exprimuje konsti-
tutivné heterologni gen.

Piekvapivé bylo té% zjisténo, Ze vtomto promotoru mohou byt provedeny riizné delece

a vysledny deletovany promotor vykazuje bud: a)zvySenou aktivitu; b) v podstaté stejnou
aktivitu jako nativni promotor; nebo c) zachovanou aktivitu.

Dal3im provedenim vynalezu je tedy sekvence DNA obsahujici deletovany promotor
zpromotoru hsp80 (Brassica). Dalsim provedenim vyndlezu je DNA-konstrukt obsahujici
deletovany promotor operabilné navazany k heterolognimu genu. Toto provedeni vynalezu
zahrnuje téz funkéni ekvivalenty deletovanych promotori a konstrukty obsahujici funk¢ni
ekvivalent deletovaného promotoru a heterologni gen.

Byly vytvofeny riizné deletované a hybridni promotory, jako je popsano v Pfikladech provedeni
vynalezu. Prvni skupina deletovanych promotort je oznaCena "série 601BS." Tyto promotory
jsou charakterizovany tim, Ze obsahuji deleci, ktera zahrnuje pary bazi od -118 do -246. Bylo
zjisténo, Ze jeden promotor z této série, 601BSA 2-3, ktery obsahuje deleci od -493 do -118 si
zachovava pfiblizné 50 % az 75 % aktivity ve srovnani s intaktnim promotorem.

Druhi skupina deletovanych promotorii je oznaena "série 602." VSechny tyto promotory
obsahuji deleci minimalné od -488 do -134, a mohou obsahovat deleci rizné délky na 5' -konci,
jak je shrnuto v Piikladu 3. Piekvapivé nékteré delece zvy3uji aktivitu.

Deletovany promotor 603 obsahuje deleci od -1125 do - 134. Tento promotor si zachovava pouze
okolo 10 % aktivity intaktniho promotoru. Deletovany promotor 604 obsahuje delece od -1568
do -1125 aod -496 do -134, a zachovava si pfiblizné 25 % aktivity. Deletovany promotor 605
obsahuje delece viech pari bazi upstream od -488, a vykazuje odpovidajici sniZeni aktivity
pouze na piiblizné 6 az 8 %.

Jedna zejména dilezita oblast pro aktivitu leZi mezi -134 a -120. Deletovany promotor 601BS
(BSph) ma deletovanou pouze tuto malou oblast, ale jeho aktivita klesd pouze na pfiblizné 50 az

75 % intaktniho promotoru. Vyhodné promotory podle vynalezu proto obsahuji alespoii tuto
kratkou sekvenci.

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, oblast o rozsahu 116 bp umisténa od -604 do -488 (UAS 1) nebo jeji
Zast je ziejmé& odpovédna za propijéovani konstitutivni aktivity v fadé tkani. UAS 2 a UAS 3,
jak byly popsany vySe, zfejm& propljéuji aktivitu vdalSich tkanich. Dal3im provedenim
vynélezu je tedy proptj&ovani konstitutivni aktivity jinak nekonstitutivnimu promotoru (jako je



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 283124 B6

promotor, ktery je normalné indukovatelny nebo jinak regulovatelny) operabilnim navazanim
k nebo vloZenim do indukovatelného nebo regulovatelného promotoru jedné nebo nékolika
upstream aktivaénich oblasti, které samy vyvoléavaji aktivitu v nékterych az vétSiné organu/tkani
a kombinované davaji tzv. konstitutivni aktivitu. Vynalez zahrnuje DNA-konstrukty obsahujici
takovéto promotory s propujcenou konstitutivni aktivitou operativné navazané k strukturnimu
genu, postupy napiiklad pro transformovani rostlinnych bunék a protoplasti za pouziti téchto
konstrukti a rostlinné buiiky a protoplasty transformované s jejich pomoci.

Je zndmo, Ze je moiné, aby oblasti menSi nez jsou oblasti UAS 1, 2 a3 byly dostatecné pro
propij¢ovani konstitutivni aktivity, coz lze testovat provadénim deleci v téchto oblastech za
pouZiti metod o sobé dobfe znamych. Promotory s delecemi v oblastech UAS mohou byt poté
testovany na zachovani si konstitutivni aktivity. Takové testy jsou téz o sob& znamé.

Oblasti UAS 1, 2 a3 samotné nebo spolené mohou byt téZz pouzity k navraceni aktivity
promotoru, ktery byl inaktivovan delecemi nebo/a mutaci, coz tvofi dal3i provedeni vynalezu.
Ptikladem takového pouZiti miZe byt promotor CaMV 35S, ktery byl deletovan az do stavu, kdy
jiz nebyl funkéni. Inzerce elementdi UAS 1, 2 a3 vkombinaci nebo samotnych obnovuje
promotorovou aktivitu v nékterych nebo vSech tkanich.

Vynalez je ilustrovan nasledujicimi Priklady provedeni vynélezu, které v3ak rozsah vynalezu
v Zadném sméru neomezuji.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
1zolace promotoru hsp80

Genomova knihovna Brassica oleracea (cv. 'Delira") se vytvofi ve fagu Lambda Charon 35
a buikach K802 za pouZiti metod, které v podstaté popsal Maniatis a kol. (1982, Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, str. 282-283). Screening této knihovny se provede
s fragmenty Pvul-Stul z genu hsp83 (Drosophila) /Hackett, R. W. a kol., 1983, Nucl. Acids Res.
11 (20): 7011 - 7030/. Ziska se dvacet rekombinantli se zfejmou homologii s genem Drosophily
a provede se Southern blotting za pouziti fragmentu genu hsp83 (Drosophila) jako sondy.
Fragment HindIII o délce 5,8 kb se vybere pro subklonovéni ve vektoru pUC9, a je oznaCovan
jako pZO217. Tento plazmid je zndzornén na obrazku 1. :

Dale se do mista Pstl znamého vektoru pUC19 vlozi gen pro chloramfenikolacetyltransferasu
(CAT) /Pharmacia/. Poté se do mista Pstl-HindIII vlozi terminator NOS (Bevan, M. a kol., 1983.
"Structure and Transcription of the Nopaline Syntha-se Gene Region of T-DNA" Nucl. Acids
Res. 11 (2)). Tento vysledny plazmid je oznacen pZO30. Fragment Bglll z pZO217 se oddéli
a subklonuje do mista BamHI pZO30. Vysledkem je konstrukt promotor-gen pro CAT-
terminator NOS, ktery se transferuje jako fragment EcoRI-Hindlll do komeréné€ dostupného
vektoru pTZ18R (od firmy Pharmacia), ¢imz se vytvori pZO601, jak je zndzornéno na obrazku 1.

Priklad 2
Sestaveni plazmidii

In vitro mutageneze promotoru hsp80 v pZO601 se provede za pouZiti oligonukleotidicky
fizeného in vitro mutagenezniho systému (Amersham). Podle instrukci vyrobce se syntetizuji dva
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oligonukleotidy, aby se v promotoru upstream od TATA boxu vytvorila dvé jedinena restrikéni
mista, BamHI v poloze -134 a Sphl v poloze -120. (V3echny polohy nukleotidii jsou uvadény
relativné k mistu iniciace translace.) Tento novy plazmid je oznalen pZO601BS, aje téz
znazornén na obrazku 1.

Plazmid pZO602 a pZO603

Krok A) pZ0601BS se rozstépi BamHI a konce se doplni za pouziti Klenowa fragmentu DNA-
polymerasy. DNA se poté rozstépi Kpnl a vysledny fragment neobsahujici promotor se odd€li na
nizkotajicim agarosovém gelu.

Krok B) pZO601BS se rozitépi BamHI a Kpnl a promotor hsp80 se oddéli na nizkotajicim

agarosovém gelu. Tento fragment se vy&isti za pouziti ELUTIPu (Schleicher a Schnell)
a roz§tépi se bud’ Dral, nebo FnuDIIL.

Krok C) Dral-fragment (-1568 az -488) ziskany vkroku B) se liguje do fragmentu
neobsahujiciho promotor, ktery byl ziskan v kroku A). Vysledny plazmid je oznaten pZO602,
a je znazornén na obrazku 2.

Krok D) FnuDII-fragment (-1568 aZ -1125) se liguje do fragmentu neobsahujiciho promotor,
ktery byl ziskan v kroku A). Vysledny plazmid je oznaden pZ0603.

Plazmid pZO604

Krok A) pZO601BS se rozstépi BamHI a Smal, a misto BamHI se doplni T4 DNA-polymerasou

a deoxynukleotidy. Vysledny fragment neobsahujici promotor se oddéli na nizkotajicim
agarosovém gelu.

Krok B) pZO601BS se rozstépi FnuDII. FnuDII-fragment (-1125 az -496) se liguje do fragmentu
neobsahujiciho promotor, ktery byl ziskan v kroku A), ¢imz vznikne pZO604.

Plazmid pZ0605

Krok A) pZO601BS se rozitépi BamHI a Smal a vysledny fragment neobsahujici promotor se
oddéli na nizkotajicim agarosovém gelu.

Krok B) pZ0601BS se rozitépi Dral. Dral-fragment (-488 az -134) se liguje do fragmentu
neobsahujiciho promotor, ktery byl ziskan v kroku A), ¢imZ vznikne pZ0605.

Deletované mutanty

Z plazmidu pZ0602 se vytvoii série 5 -deleci v promotoru hsp80. pZ0602 se rozStépi Sacl
a Smal, &imz se vytvori substrat pro Stépeni exonukleasou III (Stratagene). Po o3etfeni
exonukleasou III po rizn& dlouhou dobu se vysledné molekuly DNA otupi pomoci nukleasy
z fazoli (Mung Bean Nuclease; Boehringer Mannheim). Molekuly DNA se oddéli za pouziti
elektroforesy na nizkotajicim agarosovém gelu. Vyrazné pasy se vyfiznou, nafedi a liguji. Po
transformaci se vyberou deletované mutanty a sekvenuji se pfes spojovaci bod (junction point).

Série 3'-deleci v promotoru hsp80 se vytvofi z pZO601BS rozitépenim BamHI a Sphl a pote
provedenim stejného postupu jaky byl popsan pro vytvofeni 5'-deleci.
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Priklad 3
Biologické testy
Uchovavani bunééné linie mrkve

Suspenzni kultura mrkve (Redwood City Wild Carrot = RCWC) ziskana ze Stanford University
se uchovava v nasledujicim suspenznim médiu pro mrkev: 1 X Murashige-Skoog soli, 1 mg/l
nikotinové kyseliny, 1 mg/l pyridoxin-hydrochloridu, 1 mg/l thiaminu, 100 mg/l inositolu,
0,1 mg/l 2,4-D, 30 g/l sacharosy, a upravi se pomoci KOH na kone¢né pH 5,8. Kultura se
uchovava nafedénim v poméru 1 : 10 do &erstvého média kazdych 7 dnd.

Vytvofeni protoplasti

Suspenzni kultura RCWC se nafedi v poméru 1 : 10 ¢tyfi dny pfed pouZitim. 50 ml kultury (coz
odpovida piiblizné 5 ml objemu bunék v obalech) se centrifuguje po dobu 10 minut pfi 500 g.
Buriky se poté znovu pfevedou do suspenze v 50 ml nasledujiciho zfiltrovaného enzymového
roztoku pro mrkev: 10 g/l cellulysinu (Calbiochem), 5 g/l rhozymu (Genecor), 0,4 M mannitolu,
50 mM chloridu vapenatého, 10 mM octanu sodného, pH = 5,8. Buiiky se mirné tfepou po dobu
2 hodin, aby doslo ke $tépeni. Protoplasty se dvakrat promyji a znovu se pfevedou do suspenze
v kultivaénim médiu pro mrkev (Carrot Culture Médium = CCM), které je stejného sloZzeni jako
vySe popsané suspenzni médium pro mrkev s pfidavkem 0,4 M mannitolu. Protoplasty se
spoditaji na hemacytometru pii nafedéni 1 : 10, aby byla zjist€¢na koncentrace.

Elektroporace

Pro provadéni viech elektroporaci se pouziva PG200 Progenitor II (Hoefer) vybaveny kruhovou
elektrodou. Elektroporace vzorkl se provadi v sterilnich mikrotitraénich nadobéch s 24 otvory
pfi 250 voltech po dobu 100 ms.

Kazdy plazmid obsahujici CAT (Pharmacia)-konstrukt se testuje fadou pokusti, z nichz kazdy se
3x aZ 4x opakuje. V kazdém pokusu se jako kontroly pouziva 30 az 50 pg plazmidu pZO601BS.

V3iechny ostatni plazmidy jsou testovany za pouziti ekvivalentniho molarniho mnozstvi DNA ve
srovnani s pZO601BS.

Ptiblizn& 10° protoplastt se vlozi do 1,5 ml zkumavek, centrifuguje se po dobu 2 minut p¥i 500 g,
a pfevazna Cast supernatantu se odstrani. Kazda DNA se prida k 75 ul 2M KCl. Objem se upravi
na 1 ml pfidanim CCM (pH se upravi na 8,0) a tato smés se elektroporuje a okamzité se rozfedi
v 5 ml CCM o pH 5,8 v Petriho misce. Nafedéné vzorky se skladuji ve tmé po dobu 1 az 2 dnii
pted provadénim testi "CAT assay".

Promotor Deletované oblasti Relativni aktivita
601BS Zidné 100 %

602 A3-2 -1568 az -1000 a -488 az -134 12522175 %
602 A3-3 -1568 a7 -948 a -488 az -134 75 az125%
602 A4-9 -1548 az -830 a -488 az-134 100 az 150 %
602 A4-6 -1548 az -628 a -488 az-134 75 az 100 %
601BS A2-3 -493 az -118 50az75%
603 -1125 az -134 Ptiblizné 10 %
604 -1568 az -1 125 a-496 az -134 Piiblizné 25 %
605 -1568 az -488 6az8%
601BS(BSph) -134 az -120 50 az75 %
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Ptiklad 4

Konstitutivni exprese v kompletni rostliné

Tabék se transformuje za pouziti nasledujiciho postupu:
Rostlinna tkan

Explantaty tabdkovych listd se ziskaji ze sterilné péstovanych rostlin tabéku. Sterilni rostliny
tabaku se vegetativng rozmnoZuji oddélovanim vrcholovych nodi existujici rostliny v pfiblizné
jednomési¢nich 1ntervalech ajejich rekultivaci v pérovitych nadobach obsahujicich 75 ml
ztuhlého agarového média prostého hormonii (médium 0/0), které obsahuje soli Murashige-
Skoog, 1 ml/l zroztoku 100 mg/l myo-inositolu, 5 ml/l vitamixu (coZ odpovida 0,5 mg/l
pyridoxin-hydrochloridu, 0,5 mg/l kyseliny nikotinové, a 1,0 mg/l thiaminu) a3 % sacharosy.
Rostliny tabidku se péstuji v nepfetrzitém svétle stfedni intenzity. Misky se uzaviou péasem
zeleného papiru, nebo se mohou nechat neuzaviené, aby byla umoznéna vyména vzduchu.

Agrobakterialni vektor

K transformaci Agrobacterium tumefaciens se pouZije systém binarnich vektori, a bakterie se
poté pouziji k transformaci bunék tabaku.

Obecné postupy

Agrobakterialni vektory se skladuji pfi -70 °C. Pfiblizn€ 18 hodin pred transformaci se 25 ml
sterilisovaného tekutého média LB3 (viz niZe) obsahujiciho vhodna antibiotika, inokuluje 100 az
500 mikrolitry kultury Agrobacteria. Kultura se neché riist pies noc na tfepacce s 250 otd¢kami
za minutu pfi 28 °C.

Médium LB3 (na 1 litr):

trypton 10g
kvasniny extrakt 5g
NaCl 4¢g
KCl lg
MgS0,.7H,0O 3g

doplni se vodou do 1 litru a rozdéli po 25 mU/bariku.

Antibiotiky jsou 25 pg/l streptomycinu a 50 ug/l kanamycinu. Transformace se obecné provadi
v dobé&, kdy jsou butiky ve své logaritmické fazi; O. D. pti 600 nm je svyhodou 0,50 az 1,0.

Kultura by méla byt nafedéna na koncentraci 10® bunék/ml v 50 ml tekutého média 0/0 prostého
hormond.

Explantaty tabakovych listd se ponofi na 3 minuty do roztoku transformovaného Agrobacteria,
jak bylo ptipraveno vyse, o koncentraci 10® bun&k/ml. Explantaty se vyjmou a osusi na sterilnim
filtraénim papiru Whatman. Poté se na dva dny umisti do regeneracm média, ve kterém nejsou
74dna antibiotika. Treti den se ogetiené explantity prenesou do media obsahujiciho vhodna
antibiotika. Explantaty zlistanou na téchto deskach po dobu tii az &tyf tydnd, do té doby, neZ jsou
pravdépodobné transformované vyhonky dostatetné velké ktomu, aby byly pfeneseny do
zakotefiovaciho média. Zakofetiovaci médium je médium 0/0 o poloviéni koncentraci, které
obsahuje 250 mg/l carbenicillinu a, v zavislosti na konstruktu, bud 100 mg/l kanamycinu nebo
50 mg/l hygromycinu. P¥iblizn& za dva tydny vyhonky zakofeni a zezelenaji. Poté se pfenesou do



15

20

25

30

35

40

45

CZ 283124 B6

niadob akazdé rostliné se pridéli jeji vlastni identifika¢ni ¢islo. Poté se k demonstrovani
konstitutivni promotorové aktivity provedou testy na riiznych tkanich.

Transformacni vektory

pZ0639

Sestavi se plazmid podobné jako pZO601 s tim, Ze misto hsp80-gen pro CAT-terminator NOS
obsahuje hsp80-GUS-terminator NOS. Tento plazmid je oznacen pZO612.

Plazmid pBin19 (Clonetech) se rozstépi pomoci EcoRI a HindIIl. Plazmid pZO612 se rozstépi
Scal, EcoRI a HindIIl. Oba $tépy se rozdéli na nizkotajici agarose. Fragment vektoru pBinl9
o délce 12 kb a fragment hsp80-GUS-NOS o délce priblizné 3,6 kb se izoluji a nasledné liguji
k sobé. Vysledny plazmid, oznateny pZO639 lze identifikovat se St€pem Pstl.

pZO640

pZ0O640 se sestroji podle vySe popsaného postupu. Od pZO639 se lisi tim, Ze ma zkraceny
fragment hsp80 (o délce 0,624 kb ve srovnani s délkou celého promotoru 1,56 kb).

pZ0641

pZO641 se sestroji podle vySe popsaného postupu. pZO641 obsahuje misto celého promotoru
pouze ¢ast promotoru hsp80 o délce 0,252 kb.

pZ0642

pZ0642 se sestroji podle vySe popsaného postupu. Misto promotoru hsp80 nebo jeho derivatu
obsahuje pZO642 fragment promotor CaMV 35S-GUS-NOS.

Ptiklad 5
Promotorova aktivita

U rostlin ziskanych postupem z ptikladu 4 se testuje exprese heterologniho genu, GUS.
Odeberou se vzorky tkani a testuji se na pfitomnost GUS. Aktivita GUS se detekuje ve vzorcich
viech tkani. Kontrolni tkané (ziskané z netransformovanych rostlin podrobenych stejnému
kultivadnimu a regeneraénimu postupu) se téZ testuji na aktivitu GUS, ktera je naméfena nulova.
Cislo v zavorkach udéava celkovy poéet rostlin, z kterych byly odebirany vzorky. Vysledky jsou
vyjadfeny jako pocet pozitivné testovanych (bylo pozorovano modré zbarveni). "NT" znamena
netestovano, "NA" znamena neni k dispozici, "M" znamena mutant.

Plazmid Konstrukt (plus GUS; termindtor NOS)

pZ0639 plné délka hsp80

pZ0640 -1000 az -488 +-134 a7 -23 z hsp80 (obsahuje UAS 1 + UAS 2 + TATA oblast)
pZ0641 -628 a7 -488 + -134 az -23 z hsp80 (obsahuje UAS 1 + TATA oblast)

pZ0642 promotor 35S
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Tkai (7) pZ0639 (7) pZ0640(6) pZO641 (5) pZ0642 (7)
listovy mezofyl 177 1/5, INT 1/5 5/7

listové cévy 5/7 1/6 2/5 3/7

listové trichomy 4/7 1/6 2/5 1/7
lateralni meristém 2/7 0/5, INT 1/5 4/7
lateralni trichomy 1/7 0/6 0/5 1/7

cévy kalisnich listku 3/7 3/6 2/4, INA 4/6, INA
trichomy kaliSnich listka 4/7 1/6 0/4 0/6, INA
pestik 217 4/6 0/4, INA 4/6, INA
cévy kvétni trubky/ 1/7 1/6 1/4, INA 3/6, INT
/kvétnich platkt

trichomy kvétni 4/7 2/6 0/4 3/6, INT
trubky/kvétnich platku

nezraly pra$nik 4/7 5/6 2/3, INA, IM 3/5, INA, INT
pyl 5/5,2NA 5/6 3/3, INA, IM 0/6, INA
kofeny 6/7, INT 1/4,2NT 0/4, INT 3/6, INT
stonek 2/2, 6NT 0/2, ANT 0/1,ANT 1/1, 6NT

Tyto udaje ukazuji, Ze promotor hsp80 je v uréitém rozsahu aktivni ve vSech testovanych
tkanich, ackoli intenzita vybarvovani byla ve vét§in€ pfipadi niz$i neZ u promotoru 35S. Obecné
se mezofyly listll nebarvi az do vakuové infiltrace, ale potom se barvi velky pocet bunék, ackoli
jejich vzhled ptipomina spiSe trichomy neZ typické mezofylni buiiky.

Priklad 6
Hybridni promotory

K neaktivnimu heterolognimu minimélnimu promotoru se liguji rizné upstream oblasti
promotoru hsp80, aby se zjistilo, zda upstream oblast bude propujcovat aktivitu. Fragmenty
uvedené nize se klonuji upstream od zkraceného promotoru CaMV 35S, ktery je v poloze od -46
(relativné k mistu pocatku transkripce CaMV), do +131 (TATAAA box je v poloze -31 az -25),
ktery je zde dale oznacovan jako "promotor -46 35S". (Cislovani uvadéné zde pro popsani
zkraceného CaMV35S se tyka samotného CaMV35S aneni shodné s éislovanim pouZivanym
jinde pro hsp80 a jeho fragmenty) Plazmid pZ0625 se sklada z promotoru -46 35S, intronu 6
z genu ADHIS kukufice, oblasti kodujici B-glukuronidasu (GUS) a terminatoru NOS v pT7T3
18U (k dispozici od firmy Pharmacia). Nasledujici fragmenty hsp80 (Brassica) se liguji upstream
od -46 358S:

fragment promotoru:

Fragment (Eislovany podle tabulky 1)  Plazmid

-628 az -488 plus -134 az -120 pZO670
-1000 az -488 plus -134 az -120 pZ0681
-1000 az -604 pZ0O682
-488 az-120 pZO683
-1548 az -488 plus -134 az-120 pZO689

Hybridni promotory obsaZené ve vyse uvedenych plazmidech jsou oznafovany jako hybridni
promotory 670, 681, 682, 683, respektive 689.
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Testuje se téz pZO612 (ktery je stejny jako pZO601 s tim, Ze gen pro CAT se nahradi genem pro
GUS) a sestava z plné délky promotoru hsp80 fidiciho GUS s terminatorem NOS (ale ne intronu)
v pTZ 18R.

Z mrkve, jak je popsano vyse, kukufice (Black Mexican Sweet maize - BMS), atabéku se
pripravi protoplasty. Protoplasty se elektroporuji s pozadovanym plazmidem, nechaji se
regenerovat po dobu jednoho dne, poté se extrahuji a extrakty se testuji na aktivitu GUS, ktera se
méfi spektrofotometricky. Vysledky jsou uvedeny jako primémé hodnoty, vztaZené ke
konstruktu obsahujicimu plnou délku promotoru 35S, pZ0663 (35S od -366 do +131, intron 6,
GUS, terminator NOS). Promotor 35S o plné délce popsal Franck a kol., Cell., Sv. 21, 285 - 294
(1980).

Transientni "GUS assay”

Plazmid Tabak Mrkev BMS
pZO663 1,0 1,0 1,0
pZ0625 0,03 0,01 0,03
pZ0670 0,16 0,28 0,02
pZ0O681 0,13

pZ0682 0,24 0,23 0,08
pZ0O683 0,17

pZ0O689 0,16 0,32 0,03
pZ0612 0,65

Transientni "CAT assay"

Plazmid Mrkev
pZ0602 A4-6 0,75az1,0
pZ0602 A3-2 1,25 az 1,75
pZ0605 0,06 az 0,08
pZ0601 BS A2-3 0,05 az 0,75
pZ0601 BS 1,0

Jak je vidét z t&chto tabulek, viechny upstream oblasti vykazuji v podstaté stejnou ucinnost po
fazi s promotorem 35S -46, a zda se, Ze je zde maly aditivni efekt.

Vysvétlivky k obrazku 1:

sub = subklon hsp80 (Brassica)
I = Bglll-fragment klonovany do mista BamHI vektoru
Il = mutageneze in vitro pro vytvoieni restrikénich mist BamHI a Sphl.

Informace o SEQ. ID.¢. 1:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 2042 part bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) pocet fetézcii: dvoutetézcova
(D) topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

-10 -
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(iii) Hypotetické udaje: Zadné
(iv) Pozitivni fetézec: zadny
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(xi) Popis sekvence: SEQ. ID. €. 1:

-11-

ATCGATAACC ACGACCACGA  CCAAAACCAC  GATTGTGACC  ACGGCCACGA CCACGCCCAC 60
GATAGGAATA  ATTTCCTTTT TCCGGATTIT  TTATATCCGT  TGCATTTACC TCAGGAAATG 120
CTTTGGTTCC  CGTGGGTCGG  GCATTGTGGT  TTTTAATGAG  GAGTTCATTA  TTTCTCTCCG 180
CTATTATAAG CGCCACAGCG  AGTTCAGAGA  ACCTCGTATA  CCCACAATTT CTATATTGTT 240
CTIGTAGAAC ATAATGATTT  TTGTGGAACG  TTTGGTAAGT  TTTCTCGAGC ATTTCCGCTT 300
CCGAGACAGG CTTACCGCAA TAATCTAATT GCGCCGCTAT TCTCAATATA  GCGGAATTGT 360
ACGTTTCCAC  TTTTTCAAAA  TCTTGAAATC  GTAGATTTIT  CCACTCATCG AGTGCATGGG 420
GGAGAGTAAT  TTTCTTTTGG TTATCAAACC  TCTCCTTCAG  AGCTTTCCAA AGATCTAAGG 480
GATCTTTGGT TCTCGCATAA  TCATGCGTAA  GATTTTCATC  TAGATGICTT CTCAGAAATA 540
TCACGGCCTT  AGCCTTTTCA  TGAGAGGTTG  ATATATTGCC ~ TTCTCTTATT  GTTTCGAGTA 600
TTTTCTCGGA  ATCTAGATGA  AGCTCCATGT  TTGTAACCCA  TGCCGTGTAG TTTGTCCCAG 660
TTACTTCCAA  TGCCGGAAAC  TGAAGTTTCT  CGATTTTTGC  CATTTGTATT TCTAAAGAAC 720
ATAAATAAAA  ATTATTAGAA TATTATTCAT ATTAAAAGAA ACCGTTTACA TTGATCATGC 780
AAGCAATTAC  AAGGAGAAGC GATGTAAAGA AAAGTAAACC GATATTCATC CTAAATTICTC 840
TTGGAGTAAA TICTCCAACG  GATAAACCAT  AAATAGAAAC  ACAAATAAAA ATGGCACATA 900
AAAACAAAAG TGCGCGAATC  ATCTTTCTIG AAAAAAAAAA  TCGGAAGAGA GCGATTTGAA 960
ATTTTTGAGA  GAAGATGAAA  TATTTTGGAT  GATGAAATGG  AGTGAAAATG AGTTGTATTT 1020
ATAGATGAAA AACACTGTTC  ATAACCGTIG  GAGAAAGGGG  AAATTTTGAA AAAATTTCTT 1080
TGTGACCGTT GGGGTTAAAT  CGAGTGCACT  AAAAATCAGT  CTGAGAATAT CGTATTAAAC 1140
AGTCAATCAA  ATCTATAAAA TTTCATAAAA GTAAAAATTA TGGCAATGAA ATATTTATGT 1200
TATGACAACA  AATCATGCGA CGGCTCAGCC GATCAATGCA GAGTAATAAA TAAATTATAC 1260
GGCGGCTCGG CCGACCAATT  AATAATAAAC  AGAATATAAG  GCGGCTCGGC CGACCAATAA 1320
ATAATAAACA GAATATAAGG  CGGCTCGGCC  GACCATTAAT  AAATTAAATT  ATTAGTAAAT 1380
AATATAGGCG GTATTCCGGC  CATTATAACA  TAATATAAAT  AATAGTAGAG GCGGTATACC 1440
GACCATTATA ACAGGGTATA  AATGATACAA  ATAAATTTTA  CCGAATCGCA GAGTGATCGT 1500
GCTGATAACG TGTTATGAAA  ATAACTGAAA  TTTTATTATA TCGCGGGAAT TTAAATAAGG 1560
GCAAAATTIT ATACCCGTAA AAATTATAAC ACTGAAAGAA AGTGTTTATC TGAGAGAGAA 1620
GGGAAGAGTG AAGTGTGTTC TTGAAACGAT CGAACTTGAT CGTATATATA  AAGAAAAAAT 1680
CTACTGTGCA AATAGTGCAG CGGGCCCCAC ATCATTTATA ATTTCAACTT ATGCGGCGCT 1740
GTGTTCTCTG  ACTTTCATAA  CAAAATTATG  TTATTTGTTT TAACACAAAA AAGTAGAAAA 1800
TTATAAAGAA GAAGAAAATA  ACACATTGAC  CAAAAAGAAG  TAAATTAGTT ACACCCCAAG 1860
ATTATIGGGC  CCAACTTGTC  TCAAACTAAC  AAGTTAAGCA  TAATGGATCT CAGAAGGATC 1920
TAGAAACCCT ATAACGTTTG  TGTATATATA  CGTAACTIGT  CTCTTCACTA CCTCGCATCT 1980
GCTCTCTCTA  TTATCGTACC  TCCTTGATAA  ACCCTAGATC  TCCCCGATTC TCAGCAACGA 2040
TG 2042
Tabulka 1
Promotorova oblast hsp 80
-2030 2020 2010 -2000 -1990 -1980
ATCGATAACC  ACGACCACGA CCAAAACCAC GATTGTGACC ACGGCCACGA CCACGCCCAC
-1970 -1960 -1950 -1940 -1930 1920
GATAGGAATA ATTTCCTTTT TCCGGATTITT TTATATCCGT TGCATTTACC TCAGGAAATG
-1910 -1900 -1890 -1880 -1870 -1860
CTTTGGTTCC  CGTGGGTCGG GCATTGTGGT TTTTAATGAG GAGTTCATTA TTTCTCTCCG
-1850 -1840 -1830 -1820 -1810 -1800
CTATTATAAG  CGCCACAGCG AGTTCAGAGA ACCTCGTATA CCCACAATTT CTATATIGTT



Tabulka 1 - pokratovani

-1790
CTTGTAGAAC

-1730
CCGAGACAGG

-1670
ACGTTTCCAC

-1610
GGAGAGTAAT

-1550
GATCTTTGGT

-1490
TCACGGCCTT

-1430
TTTTCTCGGA

-1370
TTACTTCCAA

-1310
ATAAATAAAA

-1250
AAGCAATTAC

-1190
TTGGAGTAAA

-1130
AAAACAAAAG

-1070
ATTTTTGAGA

-1010
ATAGATGAAA

-950
TGTGACCGTT

-890
AGTCAATCAA

-830
TATGACAACA

-770
GGCGGCTCGG

-710
ATAATAAACA
-650
AATATAGGCG
-590
GACCATTATA
-530
GCTGATAACG

-470
GCAAAATTTT

-410
GGGAAGAGTG

-1780
ATAATGATTT

-1720
CTTACCGCAA

-1660
TTTTTCAAAA

-1600
TTTCTTTTGG

-1540
TCTCGCATAA

-1480
AGCCTTTTCA

-1420
ATCTAGATGA

-1360
TGCCGGAAAC

-1300
ATTATTAGAA

-1240
AAGGAGAAGC

-1180
TTCTCCAACG

-1120
TGCGCGAATC

-1060
GAAGATGAAA

-1000
AACACTGTTC

-940
GGGGTTAAAT

-880
ATCTATAAAA

-820
AATCATGCGA

-760
CCGACCAATT

-700
GAATATAAGG

-640
GTATTCCGGC

-580
ACAGGGTATA
-520
TGTTATGAAA

-460
ATACCCGTAA

-400
AAGTGTGTTC
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-1770
TTGTGGAACG

-1710
TAATCTAATT

-1650
TCTTGAAATC

-1590
TTATCAAACC

-1530
TCATGCGTAA

-1470
TGAGAGGTTG

-1410
AGCTCCATGT

-1350
TGAAGTTTCT

-1290
TATTATTCAT

-1230
GATGTAAAGA

-1170
GATAAACCAT

-1110
ATCTTTCTTG

-1050
TATTTTGGAT

-990
ATAACCGTTG

-930
CGAGTGCACT

-870
TTTCATAAAA

-810
CGGCTCAGCC

=750
AATAATAAAC

-690
CGGCTCGGCC

-630
CATTATAACA
-570
AATGATACAA

-510
ATAACTGAAA

-450
AAATTATAAC

-390
TTGAAACGA

-1760
TTTGGTAAGT

-1700
GCGCCGCTAT

-1640
GTAGATTTTT

-1580
TCTCCTTCAG

-1520
GATTTTCATC

-1460
ATATATTGCC

-1400
TTGTAACCCA

-1340
CGATTTTTGC

-1280
ATTAAAAGAA

-1220
AAAGTAAACC

-1160
AAATAGAAAC

-1100
AAAAAAAAAA

-1040
GATGAAATGG

-980
GAGAAAGGGG

-920
AAAAATCAGT

-860
GTAAAAATTA

-800
GATCAATGCA

-740
AGAATATAAG

-680
GACCATTAAT

-620
TAATATAAAT
-560
ATAAATTTTA

-500
TTTTATTATA

-440
ACTGAAAGAA

-380
CGAACTTGAT

-12-

-1750
TTTCTCGAGC

-1690
TCTCAATATA

-1630
CCACTCATCG

-1570
AGCTTTCCAA

-1510
TAGATGTCTT

-1450
TTCTCTTATT

-1390
TGCCGTGTAG

-1330
CATTTGTATT

-1270
ACCGTTTACA

-1210
GATATTCATC

-1150
ACAAATAAAA

-1090
TCGGAAGAGA

-1030
AGTGAAAATG

-970
AAATTTTGAA
-910
CTGAGAATAT

-850
TGGCAATGAA

-790
GAGTAATAAA

-730
GCGGCTCGGC

-670
AAATTAAATT

-610
AATAGTAGAG
-350
CCGAATCGCA
-190
TCGCGGGAAT
-430
AGTGTTTATC

-370
CGTATATATA

-1740
ATTTCCGCTT

-1680
GCGGAATTGT

-1620
AGTGCATGGG

-1560
AGATCTAAGG

-1500
CTCAGAAATA

-1440
GTTTCGAGTA

-1380
TTTGTCCCAG

-1320
TCTAAAGAAC

-1260
TTGATCATGC

-1200
CTAAATTCTC

-1140
ATGGCACATA

-1080
GCGATTTGAA

-1020
AGTTGTATIT

-960
AAAATTTCTT

-900
CGTATTAAAC

-840
ATATTTATGT

-780
TAAATTATAC

=720
CGACCAATAA

-660
ATTAGTAAAT

-600
GCGGTATACC
-540
GAGTGATCGT
-480
TTAAATAAGG
-420
TGAGAGAGAA

-360
AAGAAAAAAT
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-350 -340 -330 =320 =310 =300
CTACTGTGCA AATAGTGCAG CGGGCCCCAC ATCATTTATA ATTTCAACTT ATGCGGCGCT
290 -280 =270 -260 =250 -240
GTGTTCTCTG ACTTTCATAA CAAAATTATG TTATTTGTTT TAACACAAAA AAGTAGAAAA
=230 =220 -210 =200 -190 -180
TTATAAAGAA GAAGAAAATA ACACATTGAC CAAAAAGAAG TAAATTAGTT ACACCCCAAG
-170 -160 -150 -140 -130 -120
ATTATTGGGC CCAACTTGTC TCAAACTAAC AAGTTAAGCA TAATGGATCT CAGAAGGATC
-110 -100 -90 -80 -70 -60
TAGAAACCCT ATAACGTTTG TGTATATATA CGTAACTIGT CTCTTCACTA CCTCGCATCT
-50 -40 -30 =20 -10 -1
GCTCTCTCTA TTATCGTACC TCCTTGATAA ACCCTAGATC TCCCCGATTC TCAGCAACG

+1

ATG

PATENTOVE NAROKY

1. DNA-konstrukt, ktery obsahuje

(a) promotor o délce 1568 paril bazi se sekvenci nukleotidd 472 az 2039 ze SEQ. ID. €. 1, nebo
konstitutivni promotor, ktery je deletovanym derivatem tohoto promotoru, vybrany ze skupiny
zahrnujici promotor 602 A3-2, definovany v tabulce v pfikladu 3 jako promotor hsp80, ze
kterého byly deletovany oblasti -1568 aZ -1000 a -488 az -134, a promotor 602 A4-9, definovany

v tabulce v ptikladu 3 jako promotor hsp80, ze kterého byly deletovany oblasti -1548 aZ -628 a
-488 az-134,a

(b) heterologni kédujici sekvenci operabilné spojenou s regulaéni oblasti uvedenou v bodé (a).

2. Zpisob regulace exprese heterologniho genu v eukaryotickém hostiteli konstitutivnim
zpisobem, vyzmnacdujici se tim, Zese

(a) transformuji rostlinné buiiky nebo protoplasty DNA-konstruktem podle néroku 1,
(b) vyberou se rostlinné butiky nebo protoplasty, které byly transformovany,

(c) uvedené rostlinné buriky nebo protoplasty se regeneruji, a

(d) vybere se transformovana rostlina, ktera exprimuje uvedeny heterologni gen.

3. Zplsob podle naroku2, vyznadujici se tim, Zeuvedena heterologni kodujici
sekvence je ziskana z genu vybraného ze skupiny zahrnujici insekticidni geny, geny rezistence
vii¢i herbicid@im, antimikrobialni geny, antifungalni geny a antivirové geny.

4. Zpusob podle narokii 2 nebo 3, vyzmnacdujici se
eukaryotickym hostitelem je buiika nebo protoplast dvoudélozné rostliny.

tim, Ze uvedenym

2 vykresy

-13-



CZ 283124 B6

BamH!
Sall
Pstl
Hindlll

pZ0217
8450 bp
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