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(57) Abstract: 
FIELD: genetic engineering, selection of

plants, agriculture.
SUBSTANCE: method involves preparing

dicotyledonous plants comprising seeds with
heterologous proteins. Expression of heterologous
proteins is possible owing to insertion the
expression system into the plant genome wherein
this system comprises regulatory sequences of

proteins synthesizing de novo and inducing in
germination of dicotyledonous plant seeds.
Preparing a heterologous protein is based on the
principle "source-flow" by mobilization of
protein depot in seeds accumulated during
culturing the plant.

EFFECT: improved preparing method.
18 cl, 8 dwg, 3 tbl, 3 ex
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ÎÁËÀÑÒÜ ÒÅÕÍÈÊÈ, Ê ÊÎÒÎÐÎÉ ÎÒÍÎÑÈÒÑß ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈÅ
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè áèîòåõíèêè è, â ÷àñòíîñòè, êàñàåòñ 

ñïîñîáà ïðåâðàùåíè  çàïàñíûõ âåùåñòâ òðàíñãåííûõ ñåì í äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé íà
îñíîâå ïðèíöèïà èñòî÷íèê - ñòîê â êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé îäèí èëè íåñêîëüêî
ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ ãåííûõ ïðîäóêòîâ. Â èçîáðåòåíèè òàêæå ðàñêðûâàþòñ 
êîìïîçèöèè íà îñíîâå ïðîðàñòàþùèõ ñåì í, âêëþ÷àþùèå êàê ìèíèìóì îäèí ãåííûé
ïðîäóêò â ñåì äîë õ ïðîðàñòàþùèõ ñåì í èëè â ñðåäå, îêðóæàþùåé ïðîðàñòàþùèå ñåìåíà
èëè ïðîðîñòêè.

ÓÐÎÂÅÍÜ ÒÅÕÍÈÊÈ
Â íàñòî ùåå âðåì  ñïîñîáû ïîëó÷åíè  òåðàïåâòè÷åñêè àêòèâíûõ áåëêîâ

ìëåêîïèòàþùèõ ïóòåì âûäåëåíè  è î÷èñòêè òàêèõ áåëêîâ íåïîñðåäñòâåííî èç ñàìèõ
ìëåêîïèòàþùèõ âñëåäñòâèå âûñîêîãî ðèñêà çàðàæåíè  ïî÷òè ïîëíîñòüþ áûëè çàìåíåíû
òåõíîëîãèåé ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ, êîòîðà  îáåñïå÷èâàåò íîâûå ñïîñîáû ïîëó÷åíè 
òðåáóåìûõ â ïðîìûøëåííîñòè áåëêîâ ìëåêîïèòàþùèõ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ. Ìåòîäû
ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ îáåñïå÷èâàþò áîëüøîé âûáîð õîç åâ è ñèñòåì ýêñïðåññèè. Åñëè
íóæíû áåëêè ìëåêîïèòàþùèõ, òî ïðåäïî÷èòàþò èñïîëüçîâàòü ýóêàðèîòè÷åñêèå ñèñòåìû
ýêñïðåññèè, ÷òîáû ïîëó÷èòü ãëèêîçèëèðîâàííûå ôîðìû ýòèõ áåëêîâ.

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíóþ ñèñòåìó ýêñïðåññèè äë  ïîëó÷åíè  ãëèêîçèëèðîâàííûõ áåëêîâ â
áîëüøîì îáúåìå è ñ íèçêèìè çàòðàòàìè îáåñïå÷èâàþò ãðèáû. Ãðèáû ñ óñïåõîì
ïðèìåí þòñ  äë  ïîëó÷åíè  èõ ñîáñòâåííûõ áåëêîâ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, îäíàêî îíè
ìåíåå ýôôåêòèâíû ïðè ïîëó÷åíèè ãåòåðîëîãè÷åñêèõ áåëêîâ, òàêèõ êàê áåëêè
ìëåêîïèòàþùèõ òåðàïåâòè÷åñêîãî íàçíà÷åíè .

Â íàñòî ùåå âðåì  ãðèáû èñïîëüçóþò â îñíîâíîì äë  øèðîêîìàñøòàáíîé ïðîäóêöèè
ãîìîëîãè÷åñêèõ ïðîìûøëåííûõ ôåðìåíòîâ, òîãäà êàê äë  ïîëó÷åíè  ãëèêîçèëèðîâàííûõ
ãåòåðîëîãè÷åñêèõ áåëêîâ èññëåäîâàíè  ñîñðåäîòî÷èëèñü íà ïîèñêàõ àëüòåðíàòèâíûõ
ñèñòåì ýêñïðåññèè. Ïîñêîëüêó ïðîôèëè ãëèêîçèëèðîâàíè  è ïðîöåññû óêëàäêè â
ðàñòèòåëüíûõ ñèñòåìàõ ýêñïðåññèè áëèçêè òàêîâûì ó ìëåêîïèòàþùèõ, òî ðàñòèòåëüíûå
ñèñòåìû ýêñïðåññèè  âë þòñ  íàèáîëåå ýêîíîìè÷åñêè ýôôåêòèâíûìè èç âñåõ èìåþùèõñ .
Îñíîâíîé èíòåðåñ áûë íàïðàâëåí íà ïðîäóêöèþ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ è âàæíûõ
äë  ïðîìûøëåííîñòè ôåðìåíòîâ. Ìîæíî óêàçàòü íà ïîëó÷åíèå èíòåðôåðîíà,
ýíêåôàëèíîâ, ôàêòîðà ðîñòà ýïèäåðìèñà è ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà â
ðàñòåíè õ òàáàêà è/èëè êàðòîôåë . Óðîâíè ýêñïðåññèè â òðàíñãåííûõ ðàñòåíè õ áûëè
äîñòàòî÷íî íèçêèìè.

Îáû÷íî ÷óæåðîäíûå ãåíû â ðàñòåíè õ ýêñïðåññèðóþò ïîä êîíòðîëåì ñèëüíûõ
òêàíåñïåöèôè÷íûõ ðàñòèòåëüíûõ ïðîìîòîðîâ â ðàçâèâàþùèõñ  îðãàíàõ ðàñòåíèé.
Òèïè÷íûìè ïðèìåðàìè  âë þòñ  ïðîìîòîð çàïàñíûõ áåëêîâ ñåì í èëè
êëóáíåñïåöèôè÷íûé ïðîìîòîð ïàòàòèíà â êëóáí õ êàðòîôåë . Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû
èñïîëüçóþò êóëüòóðû êëåòîê èëè îðãàíîâ è êóëüòóðû âîäîðîñëåé, à òàêæå åùå áîëåå
ñëîæíûå ñèñòåìû, âêëþ÷à  ñèñòåìû íà îñíîâå âèðóñîâ ðàñòåíèé, â êîòîðûõ èñêîìûé ãåí
âñòðîåí â ãåíîì âèðóñà è ýêñïðåññèðóåòñ  îäíîâðåìåííî ñ âèðóñíûìè áåëêàìè. Ñàìûå
ïåðåäîâûå ñèñòåìû îñíîâûâàþòñ  íà èíäóöèáåëüíîé ýêñïðåññèè è ñåêðåöèè
ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà â ñðåäó.

Â ïàòåíòàõ US 5,693,506 è US 5,994,628 ðàñêðûòà ïðîäóêöèîííà  ñèñòåìà äë  ïîëó÷åíè 
÷óæåðîäíûõ áåëêîâ â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé. Ðåêîìáèíàíòíûå
áåëêè ýêñïðåññèðóþò ïîä êîíòðîëåì ñèëüíîãî ïðîìîòîðà àìèëàçû â êëåòî÷íîé êóëüòóðå
èëè â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ, à áåëîê ñåêðåòèðóåòñ  â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó èëè
ýêñòðàãèðóåòñ  èç ñîëîäà. Â ñåìåíàõ îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé çàïàñíûå âåùåñòâà â
îñíîâíîì ñîñòî ò èç êðàõìàëà ýíäîñïåðìà. Çàïàñû áåëêà ó îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé
íåáîëüøèå ïî ñðàâíåíèþ ñ ñåìåíàìè äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé. Êðîìå òîãî, åñëè äàæå
óðîâåíü ýêñïðåññèè àìèëàçû â îòäåëüíûõ êëåòêàõ âûñîê, â ñåìåíàõ îíà ýêñïðåññèðóåòñ 
ëèøü â íåáîëüøîì ÷èñëå êëåòîê. Ýòè êëåòêè îãðàíè÷èâàþòñ  ùèòêîì çàðîäûøà è
àëåéðîíîâûì ñëîåì ýíäîñïåðìà. Ñóùåñòâóåò áîëüøà  ïîòðåáíîñòü â áîëåå ýêîíîìè÷íûõ
ñèñòåìàõ, â êîòîðûõ áû èñïîëüçîâàëèñü áåëêè è ìàñëà èç çàïàñíûõ âåùåñòâ ñåì í
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äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé. Â ïàòåíòàõ US 5,543,576 è US 5,714,474 ðàñêðûò ñïîñîá, â êîòîðîì
òðàíñãåííûå ñåìåíà äîáàâë þò â êîðìà áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî ïðîðàùèâàíè  è â
ðàçìîëîòîì âèäå â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî èñòî÷íèêà ôåðìåíòîâ.

Â ïàòåíòå US 5,670,349 ðàñêðûòî ïðèìåíåíèå èíäóöèðóåìûõ ïðè ïîâðåæäåíèè
ïðîìîòîðîâ HMGR/HMG2 äë  ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ëèñòü õ òàáàêà,
ñîáðàííûõ ñâåæèìè â ïîëå. Íàíåñåíèå ïîâðåæäåíèé íà ñâåæèé èëè õðàíèâøèéñ 
ðàñòèòåëüíûé ìàòåðèàë ïóòåì èññå÷åíè  èëè ñì òè  âûçûâàåò áûñòðîå óñèëåíèå
ýêñïðåññèè. Îäíàêî ñîäåðæàíèå áåëêà â ëèñòü õ òàáàêà íåâåëèêî ïî ñðàâíåíèþ ñ òåì, ÷òî
ìîæíî ïîëó÷èòü èç ñåì í äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé. Êðîìå òîãî, ñðîê ãîäíîñòè ó ñâåæèõ
ëèñòüåâ íåñðàâíèì ñ ñóõèìè ñåìåíàìè â îòíîøåíèè âðåìåíè, ïðîñòðàíñòâà è/èëè çàòðàò íà
õðàíåíèå. Èñïîëüçîâàíèå ñâåæåãî ðàñòèòåëüíîãî ìàòåðèàëà òèïà ëèñòüåâ, ñîáðàííûõ â
ïîëå, òàêæå  âë åòñ  âàæíûì èñòî÷íèêîì ìèêðîáíîãî çàðàæåíè , ÷òî ïðåäñòàâë åò
ñåðüåçíóþ ïðîáëåìó â òåõíîëîãèè ôåðìåíòàöèè.

Â ïàòåíòíûõ çà âêàõ WO 94/11519 è WO 97/32986 ðàñêðûòû ñïîñîáû è óñòàíîâêè äë 
ïîëó÷åíè  ïðîäóêòîâ äåãðàäàöèè è ïðåâðàùåíè  ó ðàñòåíèé ñ ïîìîùüþ ïðîöåññà
ñîëîäîâàíè . Â ýòèõ ñïîñîáàõ ïðåäëàãàåòñ  èñïîëüçîâàòü ôåðìåíòû ãëèîêñèñîì, êîòîðûå
êàòàëèçèðóþò ïðåâðàùåíèå æèðíûõ êèñëîò â àöåòèë-ÑîÀ. Â íîðìå àöåòèë-ÑîÀ èäåò íà
îáðàçîâàíèå îðãàíè÷åñêèõ êèñëîò, êîòîðûå ýêñïîðòèðóþòñ  èç ãëèîêñèñîì è ïîñòóïàþò â
äðóãèå ìåòàáîëè÷åñêèå ïóòè, òàêèå êàê äûõàíèå è ñèíòåç ñàõàðà, ÷òî ïðåäëàãàåòñ 
çàìåíèòü ãåíàìè, êîäèðóþùèìè ôåðìåíòû ïóòè, âåäóùåãî ê ïîëèãèäðîêñèàëêàíîàòàì,
êîòîðûå ïîëåçíû äë  ïîëó÷åíè  áèîðàçðóøàåìûõ òåðìîïëàñòèêîâ.

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî äàæå åñëè ïðîöåññ ñîëîäîâàíè  èçâåñòåí è ïðèìåí åòñ  ãëàâíûì
îáðàçîì äë  ïåðåðàáîòêè îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé, ýòîò ïðîöåññ îãðàíè÷èâàåòñ 
ïåðåðàáîòêîé êðàõìàëà. Ðàñêðûòûå â ïàòåíòàõ WO 94/11519 è WO 97/32986 ñïîñîáû, äàæå
åñëè îíè ïðåäïîëàãàþò èñïîëüçîâàíèå çàïàñíûõ âåùåñòâ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé,
îãðàíè÷èâàþòñ  ïðèìåíåíèåì ôåðìåíòîâ è ïóòåé, âåäóùèõ ê îáðàçîâàíèþ ñàõàðà è
ïîëó÷åíèþ ýíåðãèè, è ñïîñîáàìè ïåðåêëþ÷åíè  ýòèõ ïðîäóêòîâ èç äûõàòåëüíûõ ïóòåé íà
ðåñèíòåç.

Äàæå åñëè ïðîöåññ ñîëîäîâàíè  èçâåñòåí, êàê è ñïîñîáû ïåðåêëþ÷åíè  äûõàòåëüíûõ
ïóòåé ó ðàñòåíèé íà ïðîäóêöèþ ïîëèãèäðîêñèàëêàíîàòîâ, ïîëó÷åíèå áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ
òèïà ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ è ôåðìåíòîâ èç çàïàñíûõ âåùåñòâ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé íå áûëî
ðàçðàáîòàíî.

Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ñóùåñòâóåò áîëüøîé ñïðîñ íà áåëêîâûå ïðîäóêòû, ïîýòîìó
ãëàâíîé öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ðåøåíèå ïðîáëåìû ïðåâðàùåíè 
çàïàñíûõ âåùåñòâ ó ðàñòåíèé â ðàçëè÷íûå áåëêîâûå ïðîäóêòû, èç êîòîðûõ çàòåì ìîæíî
ïîëó÷àòü äðóãèå ïðîäóêòû.

Ãëàâíà  çàäà÷à íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  - îáåñïå÷èòü íîâûé, áîëåå ïðàêòè÷íûé,
ýêîíîìè÷åñêè ýôôåêòèâíûé, ýêîëîãè÷åñêè áëàãîïðè òíûé ñïîñîá è ïðîäóêöèîííóþ ñèñòåìó
äë  ïîëó÷åíè  ãåííûõ ïðîäóêòîâ, îñîáåííî áåëêîâûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ, â ñåì äîë õ
òðàíñãåííûõ ñåì í äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé. Äðóãèì ïðåèìóùåñòâîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
 âë åòñ  òî, ÷òî îíî ïðåäóñìàòðèâàåò ïðîäóêöèîííóþ ñèñòåìó çàêðûòîãî òèïà, â êîòîðîé
ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî âûðàáàòûâàòü â ïîìåùåíèè, à íå â ïîëå. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü
îñóùåñòâë òü íàñòî ùèé ñïîñîá â óñëîâè õ, ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíûõ îò çàðàæåíè .

ÑÓÙÍÎÑÒÜ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Öåëè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äîñòèãàþòñ  ïóòåì ïåðåêëþ÷åíè  ðåãóë òîðíûõ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ, âðåìåííî íàêàïëèâàþùèõñ  ïðè ïðîðàñòàíèè, íà ïðîäóêöèþ
òðåáóåìûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ.

Õàðàêòåðèñòèêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èçëîæåíû â Ôîðìóëå èçîáðåòåíè .
ÏÅÐÅ×ÅÍÜ ÔÈÃÓÐ
Íà ôèãóðå 1À ïîêàçàíî ïðîðîñøåå òðàíñãåííîå ñåì , ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí

GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà òåïëîâîãî øîêà ñîè. Ñïðàâà ïîêàçàí
íåòðàíñôîðìèðîâàííûé êîíòðîëüíûé ïðîðîñòîê.

Íà ôèãóðå 1Â ïîêàçàíî ïðîðîñøåå òðàíñãåííîå ñåì , ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí
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GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ýíäîïåïòèäàçû.
Íà ôèãóðå 1Ñ ïîêàçàíî ïðîðîñøåå òðàíñãåííîå ñåì , ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí

GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ñàëèöèëàò-èíäóöèðóåìîãî ïðîìîòîðà.
Íà ôèãóðå 1D ïîêàçàíî ïðîðîñøåå òðàíñãåííîå ñåì , ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí

GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà 35S.
Íà ôèãóðå 2 ïîêàçàíî, ÷òî áåñöâåòíûé ñóáñòðàò β-ãëþêóðîíèä (100 ìêã/ìë) ïðèîáðåòàåò

ñèíþþ îêðàñêó â ðåçóëüòàòå ôåðìåíòàòèâíîãî ïðåâðàùåíè  åãî â
ãëþêîïèðàíîçèäóðîíîâóþ êèñëîòó è àãëèêîí ïîä äåéñòâèåì ôåðìåíòà GUS,
âûðàáàòûâàåìîãî â ïðîðîñøèõ òðàíñãåííûõ ñåìåíàõ.

Íà ôèãóðå 3 ïîêàçàíû ðàçëè÷íûå ñòàäèè ïðîðàñòàíè  ñåì í Brassica campestris ÷åðåç
óêàçàííîå ÷èñëî äíåé ïîñëå íà÷àëà ïðîðàñòàíè .

Íà ôèãóðå 4 ïðåäñòàâëåí SDS-PAGE-ãåëü ïðîðàñòàþùèõ ñåì í. Îáðàçöû îòáèðàëè
åæåäíåâíî, íà÷èíà  ñ ñóõèõ ñåì í. Íà îêðàøåííîì Êóìàññè ãåëå îòìå÷åíû çàïàñíûå áåëêè
è ñóáúåäèíèöû ôåðìåíòà rubisco. Êàê âèäíî èç ôèãóðû, ïðîäóöèðóåìîå çà äåíü êîëè÷åñòâî
áåëêà rubisco çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñ  ÷åðåç 3 äí  ïîñëå ïðîðàñòàíè .

Íà ôèãóðå 5 ïðåäñòàâëåí ðåçóëüòàò Northem-ãèáðèäèçàöèè ñ ÐÍÊ-çîíäàìè
ïðîðàñòàþùèõ ñåì í. Îáðàçöû îòáèðàëè åæåäíåâíî, íà÷èíà  ñ ñóõèõ ñåì í.

Îïðåäåëåíè 
Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè áîëüøèíñòâî òåðìèíîâ èìåþò òå æå çíà÷åíè , êîòîðûå îíè

èìåþò â îáëàñòè òåõíîëîãèè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ, ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè è áîòàíèêè,
îñîáåííî â òåõ îáëàñò õ, ÷òî ñâ çàíû ñ ïîëó÷åíèåì òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé è ãåííûõ
ïðîäóêòîâ. Íåêîòîðûå òåðìèíû, îäíàêî, ïðèìåí þòñ  â íåñêîëüêî äðóãîì âèäå è áîëåå
ïîäðîáíî ðàçú ñí þòñ  íèæå.

Òåðìèí "ñåì ííûå ðàñòåíè " îçíà÷àåò Spermatophyta - íàèáîëåå âûñîêîðàçâèòûå
ðàñòåíè , îòëè÷àþùèåñ  íàëè÷èåì ñëîæíûõ ñòðóêòóð è ïîëíîñòüþ ðàçâèòûõ îðãàíîâ -
êîðíåé, ñòåáëåé, ëèñòüåâ, öâåòêîâ è ñîñóäèñòîé ñèñòåìû. Ñåì ííûå ðàñòåíè 
ïîäðàçäåë þòñ  íà 2 êëàññà - ïîêðûòîñåì ííûõ è ãîëîñåì ííûõ. Ïîêðûòîñåì ííûå
ïîäðàçäåë þòñ  íà ïîäêëàññû îäíîäîëüíûõ è äâóäîëüíûõ. Â çàðîäûøå çðåëûõ ñåì í
îäíîäîëüíûõ èìååòñ  òîëüêî îäíà ñåì äîë , êîòîðà  ðåäóöèðîâàíà äî âñàñûâàþùåãî
îðãàíà - ùèòêà. Ó äâóäîëüíûõ â çàðîäûøå èìååòñ  äâå ñåì äîëè, ñëóæàùèå çàïàñàþùèìè
îðãàíàìè. Óñâîåííûå âåùåñòâà, èäóùèå íà îòëîæåíèå çàïàñîâ â ñåì äîë õ äâóäîëüíûõ
ðàñòåíèé, ïîñòóïàþò èç ìàòåðèíñêîãî ðàñòåíè  ÷åðåç ñîñóäèñòóþ ñèñòåìó â îáîëî÷êó
ñåì í, à çàòåì â ñåì äîëè. Îáîëî÷êà ñåì í  âë åòñ  ìàòåðèíñêîé òêàíüþ, êîòîðà  íå
èìååò ñèìïëàñòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ ñ çàðîäûøåì. Óñâîåííûå âåùåñòâà ñíà÷àëà ïîñòóïàþò â
àïîïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî, à çàòåì â çàðîäûø, ãäå îíè ðàñïðîñòðàí þòñ 
ñèìïëàñòè÷åñêè è óòèëèçèðóþòñ  ïðè ñèíòåçå çàïàñíûõ âåùåñòâ.

Òåðìèí "ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé" îçíà÷àåò ñåìåíà, ïîëó÷àåìûå èç äâóäîëüíûõ
ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèå çàïàñû ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ èç áåëêîâ, æèðîâ è óãëåâîäîâ,
íàõîä ùèõñ  â ñåì äîë õ, â îòëè÷èå îò ñåì í îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé, ó êîòîðûõ çàïàñû
ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ ñîñòî ò ãëàâíûì îáðàçîì èç óãëåâîäîâ è ñîäåðæàò ëèøü íåáîëüøîå
êîëè÷åñòâî äðóãèõ ñîåäèíåíèé. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè òåðìèí "ñåìåíà äâóäîëüíûõ
ðàñòåíèé" îçíà÷àåò öåëûå ñåìåíà èëè èõ ôðàãìåíòû èëè ÷àñòè ñåì í, ïîëó÷åííûå ïðè
èçìåëü÷åíèè ñåì í, ïðåäïî÷òèòåëüíî â ñóõîì âèäå. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, òîãäà êàê îäíîäîëüíûå ðàñòåíè  íå ïðèãîäíû
äë  äîñòèæåíè  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ê íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì ðîäàì ðàñòåíèé, êîòîðûå ìîãóò ïðèìåí òüñ  äë 
ïîëó÷åíè  ãåííûõ ïðîäóêòîâ, â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,
îòíîñ òñ  äâóäîëüíûå ðàñòåíè  ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì áåëêà èëè æèðà â ñåìåíàõ, íî íå
îãðàíè÷èâàþòñ  èìè. Òèïè÷íûìè ïðèìåðàìè  âë þòñ  ðîäû Brassicaceae, Fabaceae è
Polygonaceae. Èç ðîäà Brassicaceae, íàïðèìåð, ê íèì îòíîñ òñ  ñëåäóþùèå âèäû:
Brassica napus, Brassica campestris, Camelina sativa, Sinapis alba, èç ðîäà
Fabaceae - Lupinus angustifolius, Phaseolus vulgaris, Glysine max. Vicia faba, Lens
culinaris, Pisum sativum, Vigna mungo è Medicago sativa. Èç ðîäà Polygonaceae - âèäû

Ñòðàíèöà: 5

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 273 665 C2

Polygonum. Ïîäñîëíå÷íèê Helianthus annuus ïîòåíöèàëüíî òîæå ïîëåçåí èç-çà âûñîêîãî
ñîäåðæàíè  æèðà â ñåìåíàõ.

Âûðàæåíèå ïî ïðèíöèïó èñòî÷íèê - ñòîê îçíà÷àåò òàêóþ ïðîäóêöèîííóþ ñèñòåìó èëè
áëîê, êîòîðà  ðàçäåë åòñ  íà 2 îòäåëüíûå ñòàäèè: ñòàäèþ íàêîïëåíè , íà êîòîðîé
ïðîèñõîäèò çàïàñàíèå áåëêîâ, óãëåâîäîâ è æèðîâ â ñåìåíàõ, è ñòàäèþ ìîáèëèçàöèè
ïðîäóêöèè, íà êîòîðîé íàêîïëåííûå çàïàñû, â íîðìå ìîáèëèçóþùèåñ  äë  çàïóñêà ðîñòà
ðàñòåíè , âìåñòî ýòîãî ìîáèëèçóþòñ  èëè ïåðåêëþ÷àþòñ  íà ïðîäóêöèþ îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ ïðîäóêòîâ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ ïðè âêëþ÷åíèè ñèñòåìû ýêñïðåññèè. Ñòàäè 
íàêîïëåíè  âêëþ÷àåò âûðàùèâàíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ïðàêòè÷åñêè ñîâñåì áåç
ýêñïðåññèè ãåííîãî ïðîäóêòà â ïîëå, òîãäà êàê ïðîäóêöè  ãåííûõ ïðîäóêòîâ
îãðàíè÷èâàåòñ  ïðîðàùèâàíèåì â çàêðûòîì ïîìåùåíèè. Ýòî äîñòèãàåòñ  ñïåöèôè÷íîñòüþ
ñèñòåì ýêñïðåññèè, êàê îïèñàíî áîëåå ïîäðîáíî â ñïåöèôèêàöèè.

Òåðìèí "îêðóæàþùà  ñðåäà" îçíà÷àåò âîäíûé áóôåðíûé ðàñòâîð â æèäêîì, ïîëóæèäêîì
èëè òâåðäîì âèäå, ñîäåðæàùèé âåùåñòâà, ñïîñîáíûå çàïóñêàòü, óñèëèâàòü, çàäåðæèâàòü
èëè ïðîäëåâàòü ñàìóþ áëàãîïðè òíóþ ñòàäèþ ïðîðàùèâàíè . "Îêðóæàþùà  ñðåäà" ìîæåò
ñîäåðæàòü ôàêòîðû, èíäóöèðóþùèå ïðîðàñòàíèå, ôàêòîðû, óñèëèâàþùèå îïðåäåëåííûå
ïðîöåññû, è/èëè ôàêòîðû, îñëàáë þùèå íåêîòîðûå äðóãèå ïðîöåññû, íàð äó ñ
ïèòàòåëüíûìè âåùåñòâàìè. "Îêðóæàþùà  ñðåäà" ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé âëàæíûé îòñåê
èëè êîìíàòó.

Òåðìèí "ñóáñòðàò" îçíà÷àåò òâåðäóþ, ïîëóæèäêóþ èëè æèäêóþ êîìïîçèöèþ èëè ñðåäó,
ñîäåðæàùóþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ñîåäèíåíèå èëè âåùåñòâî, êîòîðîå ìîæíî ïðåâðàòèòü
â äðóãîå ñîåäèíåíèå èëè âåùåñòâî ñ áîëåå æåëàòåëüíûìè ñâîéñòâàìè ñ ïîìîùüþ
êîìïîçèöèé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþùèõ îäèí èëè íåñêîëüêî èñêîìûõ ãåííûõ
ïðîäóêòîâ â êà÷åñòâå êàòàëèçàòîðîâ.

Âûðàæåíèå "ïðîèñõîä ùà  èç ñåì í êîìïîçèöè " îçíà÷àåò íåî÷èùåííóþ ñìåñü,
ïîëó÷åííóþ ñïîñîáîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èç ïðîðàñòàþùèõ ñåì í äâóäîëüíûõ
ðàñòåíèé, êîòîðà  âêëþ÷àåò îäèí èëè íåñêîëüêî ñèíòåçèðîâàííûõ de novo ãåííûõ
ïðîäóêòîâ, ýêñïðåññèðóåìûõ â ñåì äîë õ ïðîðàñòàþùèõ ñåì í äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé,
âêëþ÷à  ðîñòêè, èëè ñåêðåòèðóåìûõ â ñðåäó, îêðóæàþùóþ ïðîðàñòàþùèå ñåìåíà èëè
ðîñòêè. "Ïðîèñõîä ùà  èç ñåì í êîìïîçèöè " ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  êàê òàêîâà  ïóòåì
ïðèâåäåíè  åå â êîíòàêò ñ ñóáñòðàòîì. Åñòåñòâåííî, ïðîèñõîä ùà  èç ñåì í êîìïîçèöè 
ìîæåò áûòü âûñóøåíà è/èëè îáðàáîòàíà ñîîòâåòñòâóþùèìè ìåòîäàìè, à òàêæå âûäåëåíà
è/èëè î÷èùåíà ïåðåä óïîòðåáëåíèåì. Àëüòåðíàòèâíî â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ìîæåò
ïðèìåí òüñ  ðåàãåíò, ñîäåðæàùèé îäíî èëè íåñêîëüêî ñîåäèíåíèé, ñïîñîáíûõ
ìîäèôèöèðîâàòü îäèí èëè íåñêîëüêî ãåííûõ ïðîäóêòîâ â ýòîé êîìïîçèöèè. Íàïðèìåð,
ìîæíî äîáàâë òü çàìåùàþùèå ðåàãåíòû èëè ìîäèôèöèðîâàòü ïðîôèëè óêëàäêè ãåííûõ
ïðîäóêòîâ ëèáî óäàë òü èëè äîáàâë òü ôðàãìåíòû èëè ÷àñòè äë  òîãî, ÷òîáû ïîëó÷èòü
áîëåå ñòàáèëüíûé ïðîäóêò. "Ïðîèñõîä ùèå èç ñåì í êîìïîçèöèè" ìîæíî ôîðìóëèðîâàòü,
òî åñòü äîáàâë òü ñîîòâåòñòâóþùèå äîáàâêè òèïà ñðåäñòâ, ñïîñîáñòâóþùèõ ãðàíóë öèè,
íàïîëíèòåëåé, ñìàçûâàþùèõ âåùåñòâ è ò.ä. Ïðîèñõîä ùèå èç ïðîðàñòàþùèõ ñåì í
êîìïîçèöèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òàêæå ìîæíî äîáàâë òü â êîðìà æèâîòíûì äë 
óëó÷øåíè  èõ ïåðåâàðèâàíè .

Âûðàæåíèå "ïðàêòè÷åñêè ñòåðèëüíà  ïðîäóêöèîííà  ñèñòåìà òèïà èñòî÷íèê - ñòîê"
îçíà÷àåò, ÷òî ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé ìîæíî ñòåðèëèçèðîâàòü ñ ïîâåðõíîñòè òàêèìè
ñïîñîáàìè, êàê îáëó÷åíèå èëè õèìè÷åñêà  ñòåðèëèçàöè . Ïðîðàùèâàíèå ìîæåò
ïðîâîäèòüñ  â èëè íà ïðåäâàðèòåëüíî ñòåðèëèçîâàííîé ñðåäå, ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ,
ïðèìåí åìûõ ïðè àñåïòè÷åñêîé ðàáîòå è/èëè ïðè ðàáîòå â ñòåðèëüíûõ èëè ñâåðõ÷èñòûõ
óñëîâè õ. Òîò ôàêò, ÷òî âñå ïðîèçâîäñòâî ìîæåò ïðîâîäèòüñ  â ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ,
îçíà÷àåò, ÷òî óñòðàí þòñ  ãëàâíûå ïðè÷èíû ãèáåëè èëè íåïðîðàñòàíè  ñåì í - ãðèáêîâîå
èëè áàêòåðèàëüíîå çàðàæåíèå ñåì í. Áîëåå òîãî, è êîíå÷íûé ïðîäóêò ñòàíîâèòñ 
ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíûì îò çàðàæåíè  è íå ïîääàåòñ  äåãðàäàöèè ñî ñòîðîíû ïðèìåñåé,
îáëàäàþùèõ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëîæåííà  ïðîäóêöèîííà 
ñèñòåìà îñîáåííî ïîäõîäèò äë  ïîëó÷åíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ, òðåáóþùèõ
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âûñîêèõ ñòàíäàðòîâ ãèãèåíû.
Âûðàæåíèå "ïðîðàùèâàíèå òðàíñãåííûõ ñåì í äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé" îçíà÷àåò

ñîçäàíèå óñëîâèé, ñïîñîáñòâóþùèõ ïðîðàñòàíèþ. Íåîá çàòåëüíî îí âêëþ÷àåò õðàíåíèå,
ñóøêó, ñòåðèëèçàöèþ, äîáàâëåíèå âîäû, îáåñïå÷åíèå ñåì í èíäóöèðóþùèìè ôàêòîðàìè,
óñèëèâàþùèìè è/èëè îñëàáë þùèìè ôàêòîðàìè, à òàêæå äîïîëíèòåëüíîå ïèòàíèå. Ê
âñïîìîãàòåëüíûì ñðåäñòâàì îòíîñ òñ  êàê ôèçè÷åñêèå, òàê è õèìè÷åñêèå ñðåäñòâà.
Íàïðèìåð, äîïîëíèòåëüíîå ïèòàíèå âêëþ÷àåò èñòî÷íèêè N è/èëè Ñ, âèòàìèíû, ìèíåðàëû,
ìèêðîýëåìåíòû è ò.ï. Ôàêòîðû ðîñòà, ôàêòîðû ïðîðàñòàíè , èíäóêòîðû, ôàêòîðû,
óñèëèâàþùèå îäíè è îñëàáë þùèå äðóãèå ïðîöåññû âî âðåì  ñèíòåçà de novo, ê íèì
îòíîñ òñ , ê ïðèìåðó, òàêèå ãîðìîíû ðàñòåíèé, êàê àóêñèí è öèòîêèíèí. Ê ôèçè÷åñêèì
ñðåäñòâàì îòíîñ òñ , ê ïðèìåðó, êðàòêîâðåìåííîå èëè ïðîäîëæèòåëüíîå îñâåùåíèå,
ñòåðèëèçàöè  è/èëè íàãðåâ.

Òåðìèí "ýêñïðåññèîííà  ñèñòåìà" îçíà÷àåò êîíñòðóêöèþ èç ÄÍÊ, âêëþ÷àþùóþ îäíó èëè
íåñêîëüêî ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ îäèí èëè íåñêîëüêî èñêîìûõ ãåííûõ
ïðîäóêòîâ, êîòîðà  ôóíêöèîíàëüíî ñîåäèíåíà ñ ðåãóëèðóþùèìè ýêñïðåññèþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè - ýíõàíñåðàìè, ïðîìîòîðàìè è/èëè òåðìèíàòîðàìè. Ýêñïðåññèîííà 
ñèñòåìà ïðåäïî÷òèòåëüíî èíäóöèðóåòñ  èëè ìîæåò áûòü èíäóöèðîâàíà ïðè ïðîðàñòàíèè
ñåì í, íî îíà ïðàêòè÷åñêè íå ïðî âë åòñ  èëè ìîæåò íå ïðî âë òüñ , êîãäà äâóäîëüíûå
ðàñòåíè  ðàçìíîæàþò è âûðàùèâàþò â ïîëåâûõ óñëîâè õ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ðåãóë òîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîäåðæàò ïðîìîòîð, êîòîðûé ìîæíî íàçâàòü ïðîìîòîðîì "camera
obscura", òî åñòü ïðîìîòîð, àêòèâèçèðóþùèéñ  ïðè ïðîðàñòàíèè, êîãäà ñåìåíà õðàí òñ 
áåç îñâåùåíè  â òåìíîé êîìíàòå. Ýòî íå èñêëþ÷àåò ïðèìåíåíèå îñâåùåíè . Íàîáîðîò,
ïîäâåðãà  ïðîäóêöèîííóþ ñèñòåìó òèïà "èñòî÷íèê - ñòîê" âñïûøêàì ñâåòà, ìîæíî
óñèëèâàòü âûõîä èñêîìîãî ãåííîãî ïðîäóêòà ïîñðåäñòâîì èíäóêöèè è ïîâûøåíè 
àêòèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêèõ ïðîìîòîðîâ.

Â ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåìàõ èñïîëüçóþò òàêèå ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîòîðûå îñîáåííî àêòèâíû ïðè âðåìåííîì ñèíòåçå de novo áåëêîâ, íàêàïëèâàþùèõñ  â
ñåì äîë õ ïðè ïðîðàñòàíèè.

Èíäóöèáåëüíûå ýêñïðåññèîííûå ñèñòåìû ñîäåðæàò èíäóöèáåëüíûå ðåãóë òîðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îòîáðàííûå èç ðåãóë òîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òåõ ãåíîâ,
êîòîðûå êîäèðóþò áåëêè, âðåìåííî ñèíòåçèðóåìûå de novo ïðè ïðîðàñòàíèè è
íàêàïëèâàþùèåñ  â ñåì äîë õ è ýíäîñïåðìå ðàñòåíè .

Òàêèå ýêñïðåññèîííûå ñèñòåìû ïîëó÷àþò ïóòåì ñåëåêöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ
ðåãóë òîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ñåëåêöèîííûé ìåòîä âêëþ÷àåò ñëåäóþùèå ñòàäèè:

(a) âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÐÍÊ èç ñåì äîëåé è/èëè ëèñòüåâ äâóäîëüíîãî ðàñòåíè ;
(b) ïîëó÷åíèå êÄÍÊ íà îñíîâå ÐÍÊ ïóòåì àìïëèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ îäíîãî ïðàéìåðà,

ñïåöèôè÷íîãî ê äàííîìó ðàñòåíèþ, è âòîðîãî ïðàéìåðà, ñïåöèôè÷íîãî ê òîìó áåëêó,
êîòîðûé ñèíòåçèðóåòñ  de novo ïðè ïðîðàñòàíèè è íàêàïëèâàåòñ  â ñåì äîë õ èëè
ýíäîñïåðìå ðàñòåíè ;

(c) ñáîð è ðàññåâ êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ êÄÍÊ;
(d) ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ ñ êëîíàìè, ïîëó÷åííûìè èç âûäåëåííîé èç ëèñòüåâ ÐÍÊ;
(å) âûäåëåíèå êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ êÄÍÊ, ïðî âë þùóþ âûñîêóþ àêòèâíîñòü ïðè

ïðîðàñòàíèè ñåì í äâóäîëüíîãî ðàñòåíè .
Òåðìèí "ãåííûé ïðîäóêò" â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè îçíà÷àåò áåëêè è ïîëèïåïòèäû,

âêëþ÷à  ñòðóêòóðíûå áåëêè è/èëè ôåðìåíòû. Îáû÷íî "ãåííûì ïðîäóêòîì"  âë åòñ  ïåïòèä,
ñîäåðæàùèé, ïî ìåíüøåé ìåðå, 2 àìèíîêèñëîòû, ñîåäèíåííûå ïåïòèäíîé ñâ çüþ.
Ïåïòèäû, ñîäåðæàùèå 2-10 àìèíîêèñëîò, íàçûâàþò îëèãîïåïòèäàìè, à ïåïòèäû,
ñîäåðæàùèå áîëåå 10 àìèíîêèñëîò, íàçûâàþò ïîëèïåïòèäàìè. Ïîëèïåïòèä ìîæåò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé öåïü ïîëèàìèíîêèñëîòû, íàïðèìåð, öåïü ïîëèëèçèíà, ñîñòî ùóþ
òîëüêî èç ìîëåêóë ëèçèíà, íî ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé è áåëîê, áåëêîâûé êîìïëåêñ,
ëèáî ÷àñòü èëè ôðàãìåíò áåëêà.

Êàê ñêàçàíî â ïðåäûäóùåì àáçàöå, òåðìèí "ãåííûé ïðîäóêò" òàêæå ìîæåò îçíà÷àòü
ïðîäóêòû íà îñíîâå íóêëåîòèäîâ òèïà ìÐÍÊ. Ýòîò òåðìèí òàêæå îõâàòûâàåò è äðóãèå
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æåëàòåëüíûå áèîõèìè÷åñêèå ñîåäèíåíè  èëè âåùåñòâà, ïîëó÷àåìûå, ê ïðèìåðó, ïóòåì
áèîòðàíñôîðìàöèè, êîãäà îäèí èëè íåñêîëüêî ãåííûõ ïðîäóêòîâ, íàõîä ùèõñ  â
ïðîèñõîä ùèõ èç ñåì í êîìïîçèöè õ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , äåéñòâóþò êàê êàòàëèçàòîðû
ïðè êîíòàêòå ñ ñóáñòðàòîì, âêëþ÷àþùèì ñîåäèíåíèå èëè âåùåñòâî, êîòîðîå ìîæåò áûòü
ïðåâðàùåíî â òðåáóåìûé ïðîäóêò èëè òðàíñôîðìèðîâàòü ãåííûé ïðîäóêò äîëæíûì
îáðàçîì.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, "ïðîèçâîäíûå ãåííûõ ïðîäóêòîâ" ïîëó÷àþò ïóòåì áèîòðàíñôîðìàöèè,
ïðè êîòîðîé îäèí èëè íåñêîëüêî èñõîäíûõ "ãåííûõ ïðîäóêòîâ" íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ïîäâåðãàþòñ  ìîäèôèêàöèè ïðè ðåàêöèè ñ ðåàãåíòîì, âõîä ùèì â ñîñòàâ ñóáñòðàòà.
Ãåííûå ïðîäóêòû ìîæíî ñäåëàòü áîëåå ñòàáèëüíûìè èëè áîëåå àêòèâíûìè, èçìåí   èõ
âòîðè÷íóþ è/èëè òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðó, íàïðèìåð, ïóòåì ðàçâîðà÷èâàíè  èëè ñâîðà÷èâàíè 
àìèíîêèñëîòíîé öåïè, óäàëåíè  èëè äîáàâëåíè  ôðàãìåíòîâ, êîìïëåêñèðîâàíè ,
äîáàâëåíè  ñòðóêòóð èëè çàìåùàþùèõ ãðóïï ê ýòèì ãåííûì ïðîäóêòàì. Òàêèå "ïðîèçâîäíûå
ãåííûõ ïðîäóêòîâ" ïîêðûâàþòñ  òåðìèíîì "ãåííûå ïðîäóêòû" íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .
Îáû÷íî ãåííûå ïðîäóêòû, ïîëó÷åííûå ñïîñîáîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,  âë þòñ 
ãåòåðîëîãè÷íûìè ÷óæåðîäíûìè áåëêàìè. Ýòî çíà÷èò, ÷òî "ãåííûå ïðîäóêòû" íå
âûðàáàòûâàþòñ  ðàñòåíè ìè äèêîãî òèïà. Äðóãèìè ñëîâàìè, îíè íå  âë þòñ  ñâîèìè äë 
ýòèõ ðàñòåíèé. Åñòåñòâåííî, ñîáñòâåííûå ïðîäóêòû ñåì í òîæå ìîæíî ïîëó÷àòü ñïîñîáîì
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ïðè ýòîì îñîáåííî óäîáíî ïîâûñèòü ïðîäóêöèþ îïðåäåëåííûõ,
ôàðìàöåâòè÷åñêè ïîëåçíûõ, ãîìîëîãè÷íûõ, ñîáñòâåííûõ ïðîäóêòîâ äàííîãî ðàñòåíè .

Âûðàæåíèå "âûäåëèòü ñ èëè áåç äàëüíåéøåé îáðàáîòêè ãåííîãî ïðîäóêòà,
ýêñïðåññèðîâàííîãî â ïðîðàñòàþùèõ òðàíñãåííûõ ñåìåíàõ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé"
îçíà÷àåò, ÷òî ñåì äîëè è ðîñòêè ìîæíî ïîëó÷èòü â öåëîì âèäå, âûäåë   èõ èç îêðóæàþùåé
æèäêîé ñðåäû ñ äàëüíåéøåé îáðàáîòêîé èëè áåç íåå. Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâíû ìîæíî
âûäåëèòü âìåùàþùóþ èõ ñðåäó. Ñîõðàííîñòü "ïðîèñõîä ùèõ èç ñåì í êîìïîçèöèé" ìîæíî
óëó÷øèòü ïîñðåäñòâîì âûñóøèâàíè , ýêñòðàãèðîâàíè , ôèëüòðîâàíè , èçìåëü÷åíè  è ò.ä.
Ìíîãèå èç ýòèõ ñïîñîáîâ ïðèìåí þòñ  îäíîâðåìåííî äë  ïðåêðàùåíè  ïðîðàñòàíè .
Íàãðåâàíèå, ñóøêà, èçìåëü÷åíèå, îòäåëåíèå, ýêñòðàãèðîâàíèå, âûæèìàíèå è ôèëüòðîâàíèå
îáû÷íî ïðèìåí þòñ  äë  ïðåêðàùåíè  ïðîðàñòàíè  äî òîãî, êàê ñêîðîñòü ñèíòåçà de novo
è/èëè êîíöåíòðàöè  òðåáóåìûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ íà÷èíàåò ñíèæàòüñ . Ïðåêðàùåíèå
ïðîðàñòàíè  âàæíî ïîòîìó, ÷òî åñëè îíî ïðîäîëæàåòñ  ñëèøêîì äîëãî, òî èñêîìûå,
ñèíòåçèðîâàííûå de novo, áåëêè íà÷èíàþò èñïîëüçîâàòüñ  äë  âûðàáîòêè äðóãèõ âåùåñòâ,
íåîáõîäèìûõ ðàñòóùåìó ðàñòåíèþ.

Çàïàñíûå âåùåñòâà, íàêîïëåííûå â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, â
÷èñëî êîòîðûõ âõîä ò ñâîáîäíûå àìèíîêèñëîòû è äðóãèå áèîõèìè÷åñêèå ñóáñòðàòû,
ñîñòàâë þò ìîäóëü âîçîáíîâë åìûõ èñòî÷íèêîâ ñûðü , òîãäà êàê ýêñïðåññè  òðåáóåìîãî
òðàíñãåíà ïóòåì ðåãóë öèè òðàíñêðèïöèè, ôóíêöèîíèðóþùà  â ñåì äîë õ ïðè ïðîðàñòàíèè
è ïîñëåäóþùåì ðîñòå, îáðàçóåò ìîäóëü ïðîäóêöèè (ñòîêà). Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå ïðåæäå âñåãî êàñàåòñ  ïðîäóêöèîííîé ñèñòåìû, ñîñòî ùåé èç äâóõ ìîäóëåé -
èñòî÷íèêà è ñòîêà, òî åñòü äâóõ ðàçäåëüíûõ ñòàäèé: ñòàäèè íàêîïëåíè  ñûðü  è ñòàäèè
ïðîäóêöèè, íà êîòîðîé èñòî÷íèê ñûðü  èñïîëüçóåòñ  äë  ñèíòåçà de novo ãåííûõ
ïðîäóêòîâ è èõ ïðîèçâîäíûõ, èëè ïðîäóêòîâ, ìîäèôèöèðóåìûõ ãåííûì ïðîäóêòîì èç
èñòî÷íèêà ñûðü , ïîëó÷åííîãî íà ïåðâîé ñòàäèè ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû.

Öåëü íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â ðàçðàáîòêå íîâîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíè 
ãåííûõ ïðîäóêòîâ â ñåìåíàõ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé íà îñíîâå ïðîäóêöèîííîé ñèñòåìû òèïà
èñòî÷íèê - ñòîê. Ïðîäóêöèîííà  ñèñòåìà âêëþ÷àåò äâå îòäåëüíûå ñòàäèè. Íà ïåðâîé
ñòàäèè èñïîëüçóþòñ  óíèâåðñàëüíûå âîçîáíîâë åìûå èñòî÷íèêè ñûðü  - áåëêè è æèðû,
êîòîðûå íàêàïëèâàþòñ  â âèäå çàïàñíûõ âåùåñòâ ïðè âûðàùèâàíèè äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé
è íåîá çàòåëüíî ìîãóò áûòü ñîáðàíû â âèäå ñåì í. Äðóãà  ñòàäè  âêëþ÷àåò ìîáèëèçàöèþ
çàïàñíûõ âåùåñòâ â ïðîðàñòàþùèõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíè õ äë  ïðîäóêöèè îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ ïóòåì ñèíòåçà de novo òðåáóåìûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ ñ
äîáàâëåíèåì èëè áåç äîáàâëåíè  äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ ïèòàíè  è îáåñïå÷åíè 
ôèçè÷åñêèõ è/èëè õèìè÷åñêèõ ñðåäñòâ, à òàêæå ãåííîé èíæåíåðèè äë  èíäóêöèè
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ïðîðàñòàíè  è óñèëåíè  è/èëè îñëàáëåíè  ïðîöåññîâ ñèíòåçà de novo, âêëþ÷à 
òðàíñêðèïöèþ, ýêñïðåññèþ è/èëè ñåêðåöèþ.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè íà ïåðâîé ñòàäèè èñïîëüçóþòñ  óíèâåðñàëüíûå çàïàñíûå
âåùåñòâà - áåëêè, æèðû è/èëè óãëåâîäû, êîòîðûå èìåþòñ  â äâóäîëüíûõ ðàñòåíè õ, íî
îòñóòñòâóþò ó îäíîäîëüíûõ, ó êîòîðûõ çàïàñíûå âåùåñòâà ñîñòî ò â îñíîâíîì èç äâóõ
ðîäñòâåííûõ ôîðì êðàõìàëà - àìèëîçû è àìèëîïåêòèíà. Ó îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé êðàõìàë
ìîáèëèçóåòñ  ïîä äåéñòâèåì àìèëàç âî âðåì  ïðîðàñòàíè  è ïîñëåäóþùåãî ðîñòà
ìîëîäîãî ðàñòåíè . Ïðè ýòîì îáðàçóåòñ  ñàõàðîçà, êîòîðà  èñïîëüçóåòñ  êàê èñòî÷íèê
ýíåðãèè è ñîåäèíåíèé óãëåðîäà, íî èñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ äë  ñèíòåçà de novo, îñîáåííî
áåëêîâ, ó íèõ íàìíîãî ìåíüøå, ÷åì ó äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, âñëåäñòâèå ÷åãî ïðîðàñòàþùèå
ñåìåíà äâóäîëüíûõ îáðàçóþò íåñðàâíåííî ëó÷øóþ ïðîäóêöèîííóþ ñèñòåìó òèïà èñòî÷íèê -
ñòîê.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ñåìåíà òðàíñãåííûõ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé ñîáèðàþò ñ ïîë ,
òðàíñïîðòèðóþò è õðàí ò êàê îáû÷íî. Æèçíåñïîñîáíîñòü ñåì í ïðè õðàíåíèè ìîæíî
ïîääåðæèâàòü â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, îáû÷íî íåñêîëüêî ëåò. Òåìïåðàòóðà è
âëàæíîñòü ñåì í  âë þòñ  ãëàâíûìè ôàêòîðàìè, îïðåäåë þùèìè æèçíåñïîñîáíîñòü
ñåì í ïðè õðàíåíèè. Îáû÷íî ñåìåíà õðàí ò ïðè òåìïåðàòóðå 0-5°Ñ. Â íîðìå âëàæíîñòü
ñåì í ïðè õðàíåíèè ñîñòàâë åò 4-10%. Åñëè âëàæíîñòü ñåì í ñîñòàâë åò ìåíüøå 20%, îíè
áóäóò äûøàòü è âûäåë òü òåïëî. Ïðè ïëîõîé âåíòèë öèè ñåìåíà ìîãóò ïîãèáíóòü îò
âûäåë åìîãî òåïëà. Åñëè âëàæíîñòü ñåì í áîëüøå 20%, òî ýòî ìîæåò âûçâàòü èõ ïîð÷ó èç-
çà ðîñòà ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Âûñûõàíèå ïðè ñîçðåâàíèè  âë åòñ  íîðìàëüíûì ïðîöåññîì â ðàçâèòèè ñåì í, ïðè
êîòîðîì ñåìåíà ïåðåõîä ò â ñîñòî íèå ìåòàáîëè÷åñêîãî ïîêî . Îäíàêî ñåìåíà ìíîãèõ
âèäîâ ñïîñîáíû ê ïðîðàñòàíèþ áåç âûñûõàíè . Ñåìåíà ïîìèäîðîâ ïðîðàñòàþò, åñëè èõ
âûíóòü èç ñîçðåâàþùåãî ïëîäà è ïîìåñòèòü â âîäó. Ó íåêîòîðûõ äðóãèõ âèäîâ, âêëþ÷à 
Brassica campestris, çàïàñû êðàõìàëà áûñòðî óìåíüøàþòñ , à êîíöåíòðàöè  íåêîòîðûõ
ñàõàðîâ è îëèãîñàõàðèäîâ ïîâûøàåòñ  ïðè âûñûõàíèè ñåì í. Ê òîìó æå íåêîòîðûå
ãèäðîôèëüíûå áåëêè ñèëüíî ýêñïðåññèðóþòñ  ïðè âûñûõàíèè ñåì í. Îíè îáëàäàþò
ñïîñîáíîñòüþ ïðèò ãèâàòü âîäó è, ïî-âèäèìîìó, èãðàþò âàæíóþ ðîëü â çàùèòå îò âðåäíûõ
ýôôåêòîâ âûñûõàíè . Çðåëûå ñóõèå ñåìåíà ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ê ïðîðàñòàíèþ ïðè
õðàíåíèè îò íåñêîëüêèõ äíåé äî ìíîãèõ ëåò. Êàê íåî÷èùåííûé èñõîäíûé ìàòåðèàë áåç
äîáàâîê ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé ìîãóò ñòàáèëüíî õðàíèòüñ  â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ
ëåò.

Ó äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé îñíîâíûì âèäîì çàïàñíûõ ëèïèäîâ  âë þòñ 
òðèàöèëãëèöåðèíû, õðàí ùèåñ  â ñóáêëåòî÷íûõ îðãàíåëëàõ â âèäå æèðîâûõ âêëþ÷åíèé.
Ñîäåðæàíèå æèðà â ñåìåíàõ ìîæåò äîñòèãàòü 64% ó êëåùåâèíû è 48% ó ðàïñà. Çàïàñíûå
æèðû ñèíòåçèðóþòñ  èç ñàõàðîçû, ïîñòóïàþùåé â ðàçâèâàþùèåñ  ñåìåíà. Â öèòîçîëå
ñàõàðîçà ïîäâåðãàåòñ  ïðåâðàùåíèþ äî ãåêñîçîôîñôîñôàòà, êîòîðûé ïåðåíîñèòñ  â
ïëàñòèäû èëè ïðåâðàùàåòñ  â ãëèöåðîë-3-ôîñôàò (îñòîâ ãëèöåðèíà). Â ïëàñòèäàõ èç
ãåêñîçîôîñôîñôàòà, ìàëàòà è àöåòàòà ñèíòåçèðóþòñ  æèðíûå êèñëîòû. Â
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå (ÝÐ) îñòîâ ãëèöåðèíà ïîäâåðãàåòñ  ýòåðèôèêàöèè ñ
îáðàçîâàíèåì òðèàöèëãëèöåðèíîâ.

Ó äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé îñíîâíûì âèäîì àìèíîêèñëîò, ïåðåíîñèìûõ ïî ôëîýìå,
 âë þòñ  ãëóòàìèí è àñïàðàãèí. Â îáîëî÷êå ñåì í ïåðåä ïåðåíîñîì â ñåì äîëè ÷àñòü
ãëóòàìèíà è àñïàðàãèíà ïðåâðàùàåòñ  â äðóãèå àìèíîêèñëîòû. Â ñåì äîë õ àìèíîêèñëîòû
èñïîëüçóþòñ  äë  ñèíòåçà çàïàñíûõ áåëêîâ, êîòîðûå õðàí òñ  â áåëêîâûõ âêëþ÷åíè õ. Íà
ðàííèõ ñòàäè õ ðàçâèòè  ñåì í êëåòêè ñåì äîëåé ñîäåðæàò îäíó èëè äâå áîëüøèå âàêóîëè,
êîòîðûå ïîòîì çàïîëí þòñ  çàïàñíûìè áåëêàìè è ïîñòåïåííî ôðàãìåíòèðóþò, îáðàçó 
îòäåëüíûå íåáîëüøèå áåëêîâûå âêëþ÷åíè . Îáû÷íî ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé
ñîäåðæàò äâà èëè áîëüøå ðàçëè÷íûõ çàïàñíûõ áåëêîâ. Íàïðèìåð, Brassica campestris â
öåëîì ñîäåðæèò 24% áåëêà, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîä ò 2S-àëüáóìèí, íàïèí, 11S-ãëîáóëèí è
êðóöèôåðèí. Íàïèí ñîñòàâë åò 20%, à êðóöèôåðèí - 60% îò îáùåãî ñîäåðæàíè  áåëêà â
ñåìåíàõ. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü ãåíû, êîäèðóþùèå ýòè
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áåëêè.
Â îáùåì ñëó÷àå çàïàñíûå áåëêè êîäèðóþòñ  ìóëüòèãåííûìè ñåìåéñòâàìè. Îáùåé

÷åðòîé áåëêîâ ïðîñâåòà ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà ýóêàðèîò  âë åòñ  íàëè÷èå
êîíñåðâàòèâíîãî êàðáîêñèêîíöåâîãî òåòðàïåïòèäà KDEL, êîòîðûé ñëóæèò ñèãíàëîì
óäåðæàíè  â ÝÐ è âñåãäà íàõîäèòñ  ïîñëåäíèì íà Ñ-êîíöå. Íåò íèêàêèõ äàííûõ, ÷òî ìîæåò
ïîíàäîáèòüñ  áîëüøå 4 êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò (Pelham H.R.B., TIBS 15: 483-486, 1990),
õîò  è áûëè óòâåðæäåíè , ÷òî äë  ýôôåêòèâíîãî óäåðæàíè  ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå ñîñòàâ
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ ñðåäè ïîñëåäíèõ 20 àìèíîêèñëîò (Wandelt C.I. et al. Plant J., 2:
181-192, 1992). Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî ìåõàíèçì óäåðæàíè  ñêîðåå âñåãî îïîñðåäîâàí
ðåöåïòîðàìè è âêëþ÷àåò ñâ çûâàíèå ñèãíàëà KDEL ñ ìåìáðàííûì ðåöåïòîðîì è áûñòðûé
âîçâðàò êîìïëåêñà ñèãíàë-ðåöåïòîð â ÝÐ, ãäå îí âûñâîáîæäàåòñ  â âèäå âåçèêóëû (Pelham
H.R.B., TIBS 15: 483-486, 1990).

Ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå áåëêè íå âñåãäà íàõîä òñ  â ñâîåì åñòåñòâåííîì
êëåòî÷íîì êîìïàðòìåíòå. Íàïðèìåð, ïðè ýêñïðåññèè â òðàíñãåííîì òàáàêå îáîãàùåííûé
Met ôàçåîëèí îáíàðóæèâàåòñ  òîëüêî â ÝÐ (ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå), öèñòåðíàõ
Ãîëüäæè è âåçèêóëàõ Ãîëüäæè. Â íîðìå ôàçåîëèí íàêàïëèâàåòñ  â ìàòðèêñå çàïàñàþùèõ
áåëîê âàêóîëåé ðàñòóùèõ ñåì í òàáàêà. Ýòè äàííûå îçíà÷àþò, ÷òî îáîãàùåííûé Met
ôàçåîëèí ïîäâåðãàåòñ  äåãðàäàöèè â âåçèêóëàõ Ãîëüäæè èëè ñðàçó ïîñëå ïîïàäàíè  â
çàïàñàþùèå áåëîê âàêóîëè (Hoffinan L.M. et al. Plant Mol. Biol, 11: 717-730, 1988).
Ñîîáùàëîñü î âûñîêîì óðîâíå àêêóìóë öèè çàïàñíîãî áåëêà ñåì í Vicia faba âèöèëèíà,
ñîäåðæàùåãî äîïîëíèòåëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü KDEL íà Ñ-êîíöå, â òàáàêå è ëþöåðíå
(Wandelt C.I. et al.. Plant J., 2: 181-192, 1992). Ïðè ïðèìåíåíèè êîíñòðóêöèé ñ
ìîäèôèöèðîâàííûìè ãåíàìè, ñëèòûìè ñ ïðîìîòîðîì 35S âèðóñà ìîçàè÷íîñòè öâåòíîé
êàïóñòû, áåëîê íàêàïëèâàåòñ  â ÝÐ ëèñòüåâ   òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé. Ñîîòâåòñòâåííî
ïðåäñòàâë åòñ  âåðî òíûì, ÷òî ïðè îáðàçîâàíèè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ
çàïàñíûõ áåëêîâ óäåðæàíèå â ÝÐ ïðåäîòâðàùàåò èõ äåãðàäàöèþ è ÷òî ÄÍÊ-êîíñòðóêöèè ñ
ïðîìîòîðîì 35S âèðóñà ìîçàè÷íîñòè öâåòíîé êàïóñòû ìîæíî ïðèìåíèòü â íàñòî ùåì
èçîáðåòåíèè.

Êðóöèôåðèí - ãåêñàìåð èç 6 ñóáúåäèíèö, êàæäà  èç êîòîðûõ ñîñòîèò èç îäíîé öåïè,
êîäèðóåìîé îäíèì ãåíîì (Rodin J. & Rask L., Physiol. Plant. 79: 421-426, 1990).
Íàïðèìåð, ó Brassica napus ãåíû êðóöèôåðèíà ãîìîëîãè÷íû ïðèìåðíî íà 60%. Íàïèí -
âòîðîé ïî çíà÷åíèþ áåëîê ñåì í ó Brassica napus. Êàê è ñóáúåäèíèöû êðóöèôåðèíà,
 âë þùèåñ  ïðîäóêòàìè îòäåëüíûõ ãåíîâ, íàïèí ñîñòîèò èç äâóõ ðàçíûõ ïîëèïåïòèäíûõ
öåïåé, ñîåäèíåííûõ äèñóëüôèäíûìè ìîñòèêàìè. Êðóöèôåðèí è íàïèí ñèíòåçèðóþòñ  íà
ìåìáðàíå ÝÐ â âèäå ïðåäøåñòâåííèêîâ, ñîäåðæàùèõ àäðåñíûé ñèãíàë ÝÐ (Ericson M.L. et
al., J. Biol. Chem., 261: 14576-14581, 1986).

Êàê óêàçàíî âûøå, êðóöèôåðèí è íàïèí ñîäåðæàò àäðåñíûé ñèãíàë ÝÐ íà N-êîíöàõ.
Áåëêè ïîñòóïàþò â ÝÐ â ðàçâåðíóòîì âèäå è ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îòùåïë åòñ 
âñêîðå ïîñëå ïîïàäàíè  â ÝÐ. Â ïîñëåäíèå ãîäû ñòàëî  ñíî, ÷òî íå âñå áåëêè,
ïîïàäàþùèå â ÝÐ, ïîäâåðãàþòñ  äàëüíåéøåìó ïðîöåññèíãó è ïîñòóïàþò â âàêóîëè. Â
ïðîñâåòå ÝÐ ïîñòî ííî èìååòñ  áîëüøîå ÷èñëî áåëêîâ, ñïîñîáñòâóþùèõ ñîçðåâàíèþ
ñåêðåòîðíûõ áåëêîâ íà íà÷àëüíûõ ñòàäè õ. Ìíîãèå èç ýòèõ áåëêîâ òàêæå îïèñàíû ó
ìëåêîïèòàþùèõ (Pelham H.R.B., TIBS 15: 483-486, 1990), çíà÷èò, ãëèêîçèëèðîâàíèå
ãåííûõ ïðîäóêòîâ, îñîáåííî áåëêîâ ïðîòåêàåò ñõîäíûì îáðàçîì ó ìëåêîïèòàþùèõ è ó
ðàñòåíèé. Íàïðèìåð, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó ðàñòåíèé àóêñèí-ñâ çûâàþùèé áåëîê îñòàåòñ  â
ÝÐ (Inohara N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3564-3568, 1989).

Îáû÷íî ïðè ïðîðàñòàíèè ïåðâûìè ïî âë þòñ  ïðîòåèíàçû èç ãðóïïû SH-çàâèñèìûõ
ïðîòåèíàç, êîòîðûå äåéñòâóþò íà íåðàñòâîðèìûå íàòèâíûå çàïàñíûå áåëêè. Ó Vigna mungo
ñèíòåç SH-çàâèñèìîé ïðîòåèíàçû â ñåì äîë õ íà÷èíàåòñ  ñðàçó ïîñëå âûìà÷èâàíè  è
óñèëèâàåòñ  äî 4-ãî äí , ïîñëå ÷åãî ñíèæàåòñ  (Okamoto Ò. & Minamikawa Ò., Plant
Physiol., 152 (6). 675-682, 1998). Êîðîòêèå ïåïòèäû, îáðàçóþùèåñ  â ðåçóëüòàòå
ýíäîïåïòèäàçíîé àêòèâíîñòè, îòùåïë þòñ  îò íàòèâíûõ áåëêîâ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü
ïîâûøàåò èõ ïîäâåðæåííîñòü äåéñòâèþ äðóãèõ ïðîòåèíàç.
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Ïðîòåèíàçû âòîðîé ãðóïïû íåàêòèâíû â îòíîøåíèè íàòèâíûõ çàïàñíûõ áåëêîâ, íî
ãèäðîëèçèðóþò êîðîòêèå ïåïòèäû äî îëèãîïåïòèäîâ. Â òî æå ñàìîå âðåì  àêòèâèðóþòñ 
êàðáîêñèïåïòèäàçû è èç ïåïòèäîâ îòùåïë þòñ  àìèíîêèñëîòû. Ýòîò ïðîòåîëèç ïðîèñõîäèò
â áåëêîâûõ âêëþ÷åíè õ, èç êîòîðûõ îëèãîïåïòèäû è àìèíîêèñëîòû âûõîä ò â öèòîçîëü, ãäå
îëèãîïåïòèäû ïîäâåðãàþòñ  äàëüíåéøåé äåãðàäàöèè äî àìèíîêèñëîò ïîä äåéñòâèåì
àìèíî-, äè- èëè òðèïåïòèäàç. Àìèíîêèñëîòû, âûñâîáîæäàåìûå èç çàïàñàþùèõ îðãàíîâ,
ïîäâåðãàþòñ  äàëüíåéøåìó ìåòàáîëèçìó ñ îáðàçîâàíèåì ãëàâíûõ òðàíñïîðòíûõ ôîðì
àìèíîêèñëîò - àñïàðàãèíà è ãëóòàìèíà. Çàïàñíûå áåëêè  âë þòñ  èñòî÷íèêîì àìèíîêèñëîò
äë  ñèíòåçèðóåìûõ de novo áåëêîâ âî âðåì  ïðîðàñòàíè .

Âòîðà  ñòàäè  ñïîñîáà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â ïðîðàñòàíèè ñåì í, ïðè
êîòîðîì ñûðüåâûå ìàòåðèàëû, íàêîïëåííûå ïðè âûðàùèâàíèè â çàïàñíûõ âåùåñòâàõ
ñåì í äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, ìîáèëèçóþòñ  äë  âûðàáîòêè òðåáóåìûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ.
Ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïðîðàñòàíè  îòíîñèòåëüíî êîðîòêà, à çàòðàòû íèçêèå. Îáúåì
ïðîäóêöèè ïðàêòè÷åñêè íåîãðàíè÷åí, òàê êàê ñûðüåâûå ìàòåðèàëû ïîëó÷àþò èç
âîçîáíîâë åìûõ èñòî÷íèêîâ, à íåîáõîäèìà  ýíåðãè  ïîñòóïàåò îò ñîëíöà.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðîðàñòàíèå îçíà÷àåò ýòàï ðàçâèòè  ñåì í äâóäîëüíûõ
ðàñòåíèé, íà÷èíà  ñ ïîãëîùåíè  âîäû, óñèëåíèå äûõàíè  è ñèíòåç ìàêðîìîëåêóë,
ìîáèëèçàöè  çàïàñíûõ âåùåñòâ è ñóáêëåòî÷íûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíè . Ïðîðàñòàíèå â
ôèçèîëîãè÷åñêîì ñìûñëå - ýòî êîðîòêèé ýòàï, êîòîðûé çàâåðøàåòñ  íà÷àëîì óäëèíåíè 
çàðîäûøåâîé îñè. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðîðàñòàíèå òàêæå âêëþ÷àåò ôàçó ðîñòà
ïîñëå íà÷àëà óäëèíåíè  çàðîäûøåâîé îñè. Ñåìåíà îáû÷íî ïîãëîùàþò âîäó â êîëè÷åñòâå,
â äâà-òðè ðàçà ïðåâûøàþùåì èõ ñóõîé âåñ, íî íà áîëåå ïîçäíåé ñòàäèè ðàçâèòè  ðîñòêîâ
òðåáóåòñ  áîëüøåå êîëè÷åñòâî âîäû. Ïðîðàñòàíèå âêëþ÷àåò ìíîæåñòâî  âëåíèé, òàêèõ êàê
óñèëåíèå äûõàíè , ñèíòåç ìàêðîìîëåêóë è ñóáêëåòî÷íûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíè .
Ïðîðàñòàíèå â îáùåì çàâåðøàåòñ  óäëèíåíèåì êîðåøêà, êîòîðîå ïðîèñõîäèò ïóòåì
óâåëè÷åíè  ðàçìåðà êëåòîê áåç äåëåíè . Âûäåë þò 2 òèïà ðîñòêîâ, îòëè÷àþùèõñ  ñóäüáîé
ñåì äîëåé ïîñëå ïðîðàñòàíè . Â ïîäçåìíîì òèïå ïðîðàñòàíè  ñåì äîëè íå âûõîä ò èç-ïîä
çåìëè ïðè ïî âëåíèè ðîñòêîâ. Ãèïîêîòèëü îñòàåòñ  êîðîòêèì, à ýïèêîòèëü óäëèí åòñ  è
âûïóñêàåò ïåðâûå íàñòî ùèå ëèñòü  èç-ïîä çåìëè. Â íàäçåìíîì òèïå ïðîðàñòàíè 
ñåì äîëè âûíîñ òñ  íà ïîâåðõíîñòü ðàñòóùèì ãèïîêîòèëåì. Ñåì äîëè îáû÷íî ñòàíîâ òñ 
ôîòîñèíòåòè÷åñêè àêòèâíûìè äî ïî âëåíè  íàñòî ùèõ ëèñòüåâ.

Ïðè ïðîðàñòàíèè ñåì í â ïðèðîäå èëè â ïîëå çàïàñíûå âåùåñòâà ñåì äîëåé îáû÷íî
èñïîëüçóþòñ  äë  çàïóñêà ôèçèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîñëå ñòàäèè ïîêî  â âèäå ñóõèõ
ñåì í. Æèçíåííûå ôóíêöèè áûñòðî óñèëèâàþòñ , âêëþ÷à  ýêñïðåññèþ ãåíîâ. Èç çàïàñíûõ
âåùåñòâ ñåì äîëåé âûñâîáîæäàþòñ  çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà àìèíîêèñëîò è äðóãèõ
áèîëîãè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé ïðè ïðîðàñòàíèè, êîòîðûå çàòåì èäóò íà ðîñò.

Ñòåðèëèçîâàííûå ñ ïîâåðõíîñòè ñåìåíà òàêæå ñïîñîáíû ê ïðîðàñòàíèþ ïðè èíêóáàöèè â
âîäå èëè âîäíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì ñîåäèíåíè , ñïîñîáñòâóþùèå âûðàáîòêå
òðåáóåìîãî ãåííîãî ïðîäóêòà. Âî âðåì  ïðîðàñòàíè  àêòèâèðóåòñ  ýêñïðåññè  ãåíîâ äë 
ïîëó÷åíè  íóæíîãî ãåííîãî ïðîäóêòà. Äë  ïðîðàùèâàíè  ñåìåíà ñíà÷àëà âûìà÷èâàþò äî
ñîäåðæàíè  âëàãè â 40-50%, âûäåðæèâà  èõ â ÷àíàõ ñ âîäîé, â êîòîðûõ ïîääåðæèâàþò
òåìïåðàòóðó ñîãëàñíî òèïó ñåì í è îðãàíèçóþò àýðàöèþ ñæàòûì âîçäóõîì. Ïîñëå
âûìà÷èâàíè  ñåìåíà äë  ïðîðàùèâàíè  îáû÷íî ïåðåíîñ ò â êàìåðû ñ âëàæíîñòüþ 100%.
Â òèïè÷íûõ ñëó÷à õ ïîääåðæèâàåòñ  òåìïåðàòóðà 10-30°Ñ ïðè ïðîäîëæèòåëüíîñòè
èíêóáàöèè îò 2 äî 10 äíåé, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 3 äî 6 äíåé, è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
îò 4 äî 5 äíåé.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðîðàñòàþùèå ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé ñîäåðæàò
òðàíñãåííûå ñåì äîëè, òî åñòü ñåì äîëè äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, ñòàáèëüíî
òðàíñôîðìèðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé òðåáóåìûé ãåííûé ïðîäóêò.
Ñåì äîëè  âë þòñ  ñîñòàâíîé ÷àñòüþ çàðîäûøà è ñëóæàò çàïàñàþùèì îðãàíîì. Ñåì äîëè
èìåþò îòíîñèòåëüíî ïðîñòóþ ôèçèîëîãè÷åñêóþ ñòðóêòóðó è íàáîð êëåòî÷íûõ òèïîâ. Ïîñëå
ïðîðàñòàíè  íà÷èíàåòñ  ìîáèëèçàöè  áîëüøåé ÷àñòè çàïàñíûõ âåùåñòâ ñåì äîëåé. Òðè
îñíîâíûõ âèäà çàïàñíûõ âåùåñòâ â ñåì äîë õ - áåëêè, æèðû è óãëåâîäû - ïîäâåðãàþòñ 
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ôåðìåíòàòèâíûì ïðåâðàùåíè ì â ïîäâèæíûå ôîðìû âî âðåì  ðîñòà ðîñòêîâ. Çàïàñíûå
áåëêè ðàñùåïë þòñ  ïîñòåïåííî öåëûì ð äîì ïðîòåèíàç, ýêñïðåññèðóåìûõ â êëåòêàõ
ñåì äîëåé. Ïðîòåèíàçû ñèíòåçèðóþòñ  de novo ñòðóêòóðíûìè ãåíàìè, êîòîðûå
ðåãóëèðóþòñ  ïðîìîòîðíûìè ó÷àñòêàìè, ôóíêöèîíèðóþùèìè â ñåì äîë õ.

Ïðè ïðîðàñòàíèè è ïîñëåäóþùåì ðîñòå ðîñòêîâ ìîáèëèçàöè  çàïàñíûõ ëèïèäîâ
íà÷èíàåòñ  ñ ëèïîëèçà â æèðîâûõ îòëîæåíè õ, êîãäà èç òðèàöèëãëèöåðèíà îáðàçóåòñ 
ãëèöåðèí è ñâîáîäíûå æèðíûå êèñëîòû. Â çàïàñàþùèõ êëåòêàõ ñåì í ãëèöåðèí è
ñâîáîäíûå æèðíûå êèñëîòû ïðåâðàùàþòñ  â ñàõàðîçó ïîñðåäñòâîì ñëîæíûõ ðåàêöèé, â
êîòîðûõ ó÷àñòâóþò äåñ òêè ôåðìåíòîâ, à òàêæå òàêèå îðãàíåëëû, êàê ãëèîêñèñîìû è
ìèòîõîíäðèè. Ñàõàðîçà ïîñòóïàåò â âàêóîëü èëè â çàðîäûø.

Íà ñòàäèè ìîáèëèçàöèè/ïðîäóêöèè íàêîïëåííûå çàïàñû áåëêîâ, óãëåâîäîâ è æèðîâ
ñëóæàò èñòî÷íèêîì èñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ è ïîäâåðãàþòñ  ïðåâðàùåíèþ â êîììåð÷åñêè
ïðèâëåêàòåëüíûå ïðîäóêòû âìåñòî íîðìàëüíûõ áåëêîâ, âûðàáàòûâàåìûõ ïðè
ôîðìèðîâàíèè ðàñòåíè . Ìîáèëèçàöè  íà÷èíàåòñ  ïðè äîáàâëåíèè ê ñåìåíàì æèäêîé,
ïîëóæèäêîé èëè òâåðäîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé âîäó, â êîòîðóþ íåîá çàòåëüíî äîáàâë þò
ôèçè÷åñêèå èëè õèìè÷åñêèå ñðåäñòâà, âêëþ÷à  ïèòàíèå, èíäóöèðóþùèå ïðîðàñòàíèå
ôàêòîðû, à òàêæå ôàêòîðû, ñïîñîáíûå óñèëèâàòü è/èëè îñëàáë òü îïðåäåëåííûå ïðîöåññû
ïðè ïðîäóêöèè (òðàíñêðèïöèþ, ýêñïðåññèþ è/èëè ñåêðåöèþ). Ïðè ýòîì ìîáèëèçàöè 
çàïóñêàåò ïðîðàñòàíèå è ïðîäóêöè  ïðîäîëæàåòñ  äî ïî âëåíè  çåëåíûõ ëèñòüåâ.

Èçâåñòíî, ÷òî çàðàæåíèå ïðåäñòàâë åò ñåðüåçíóþ ïðîáëåìó â òåõíîëîãèè ôåðìåíòàöèè.
Ïðè ïðîìûøëåííîé ïðîäóêöèè çíà÷èòåëüíà  ÷àñòü (20-25%) âûïóñêàåìûõ ïàðòèé
îêàçûâàåòñ  çàðàæåííîé. Ïðè ïðîâåäåíèè òàêèõ ïðîöåññîâ, â êîòîðûõ èñïîëüçóåòñ  ñâåæèé
ðàñòèòåëüíûé ìàòåðèàë, êàê ïîëó÷åíèå êðàõìàëà èç êàðòîôåë  èëè ìîêðûé ïîìîë çåðíà,
òîæå ñòàëêèâàþòñ  ñ ïðîáëåìàìè ðîñòà ìèêðîîðãàíèçìîâ. Òàêîé ñâåæèé ðàñòèòåëüíûé
ìàòåðèàë, êàê ñîáðàííûå â ïîëå ëèñòü ,  âë åòñ  ãëàâíûì èñòî÷íèêîì çàðàæåíè , ÷òî
ìîæåò âûçâàòü ñåðüåçíûå ïîòåðè êîíå÷íîé ïðîäóêöèè.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè îïèñûâàåòñ  ñèñòåìà, â êîòîðîé èñõîäíûì ìàòåðèàëîì
ñëóæàò ñóõèå ñåìåíà. Â ïîëå ïðîèñõîäèò ëèøü îãðàíè÷åííà  ýêñïðåññè  ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ,
âìåñòî ýòîãî ýêñïðåññè  ïðîâîäèòñ  íà ïðåäïðè òèè, â êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâè õ,
ýêîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûì îáðàçîì. Ñóõèå ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé ëåã÷å ïîääàþòñ 
ñòåðèëèçàöèè ñ ïîâåðõíîñòè, ÷åì îäíîäîëüíûå ðàñòåíè , ïîòîìó ÷òî îíè îáû÷íî èìåþò
ïëîòíóþ, ãëàäêóþ îáîëî÷êó â îòëè÷èå îò çåðåí îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé. Ñòåðèëèçàöè 
ìîæåò ïðîâîäèòüñ  ïóòåì îáðàáîòêè òàêèìè õèìèêàòàìè, êàê ãèïîõëîðèò, ïåðåêèñü
âîäîðîäà, èëè ñ ïîìîùüþ äðóãèõ äåçèíôèöèðóþùèõ ñîåäèíåíèé. Ïîñêîëüêó ñåìåíà
äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé èìåþò ãëàäêóþ ïîâåðõíîñòü â îòëè÷èå îò ìîðùèíèñòîé òåêñòóðû
ñåì í îäíîäîëüíûõ, ñòåðèëèçàöè  ñåì í äâóäîëüíûõ çíà÷èòåëüíî áîëåå ýôôåêòèâíà.
Âñëåäñòâèå ýòîãî ïðîäóêöè  òðåáóåìûõ ÷óæåðîäíûõ èëè ñîáñòâåííûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ
ìîæåò ïðîâîäèòüñ  â ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ, ÷òî äàåò áîëüøîå ïðåèìóùåñòâî, îñîáåííî
êîãäà èñêîìûì ãåííûì ïðîäóêòîì  âë åòñ  òåðàïåâòè÷åñêè àêòèâíûé áåëîê, åùå è ïîòîìó,
÷òî ìîæíî èçáåæàòü äåãðàäàöèè êîíå÷íîãî ïðîäóêòà ìèêðîîðãàíèçìàìè.

Ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî âûäåëèòü ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíûì îò çàðàæåíè , â âèäå
êîìïîçèöèè, ïðîèñõîä ùåé èç ñóõèõ ñåì í ðàñòåíè , ñîäåðæàùåé îäèí èëè íåñêîëüêî
ãåííûõ ïðîäóêòîâ, íàêîïëåííûõ ïðè ïðîðàñòàíèè òðàíñãåííûõ ñåì í äâóäîëüíîãî
ðàñòåíè , ïðè÷åì ïðåäïî÷òèòåëüíî âûäåëèòü â òî÷êå ìàêñèìàëüíîãî íàêîïëåíè  ïóòåì
îñòàíîâêè ïðîöåññà ïðîðàñòàíè . Ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî ïîëó÷èòü â âèäå ñìåñè èç
ïðîðîñøèõ ñåì í äâóäîëüíîãî ðàñòåíè  äë  äàëüíåéøåé îáðàáîòêè èëè â ñòàáèëüíîì ïðè
õðàíåíèè âèäå. Êîìïîçèöè  ìîæåò ñîäåðæàòü, ê ïðèìåðó, áåëêè, ôåðìåíòû, ïåïòèäû,
ãîðìîíû, ôàêòîðû ðîñòà, âàêöèíû, àìèíîêèñëîòû, âèòàìèíû è/èëè àíòèáèîòèêè.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïðèìåí åòñ  èñêóññòâåííà  ñèñòåìà ýêñïðåññèè, ÷òîáû
íàïðàâèòü ñèíòåç íà ïðîäóêöèþ íóæíûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ, ïðè ýòîì àìèíîêèñëîòû,
óãëåðîäíûå ñîåäèíåíè  è äðóãèå ãåííûå ïðîäóêòû, âûñâîáîæäàåìûå ïðè ïðîðàñòàíèè,
ñëóæàò èñòî÷íèêîì ñûðü  äë  ñèíòåçà de novo òðàíñãåííîãî ïðîäóêòà. Ïðèðîäíûå èëè
ñîáñòâåííûå ãåííûå ïðîäóêòû - ïðîòåèíàçû, ëèïàçû, àìèëàçû è äð., îáðàçîâàâøèåñ  â
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ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ, ìîãóò ñëóæèòü ñóáñòðàòàìè äë  òðàíñãåííîãî ôåðìåíòà èëè
âûðàáàòûâàòü íóæíûå áèîõèìè÷åñêèå ñîåäèíåíè .

Öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîëó÷åíèå òðàíñãåííîãî ðàñòåíè ,
ñîäåðæàùåãî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó ñèñòåìó ýêñïðåññèè, âêëþ÷àþùóþ, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èñêîìûé ãåííûé
ïðîäóêò, ïðè÷åì ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ôóíêöèîíàëüíî ñîåäèíåíà ñ ðåãóëèðóþùèìè
ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, êîòîðûå èíäóöèðóþòñ  èëè ìîãóò áûòü èíäóöèðîâàíû
ïðè ïðîðàñòàíèè, íî ïðàêòè÷åñêè íå ïðî âë þòñ  èëè íå ìîãóò ïðî âèòüñ  ïðè
âûðàùèâàíèè äâóäîëüíîãî ðàñòåíè  â ïîëåâûõ óñëîâè õ. Â ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåìàõ
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò ïðèìåí òüñ  ïðîìîòîðû, àêòèâíûå â òåìíîòå (áåç
îñâåùåíè ), êîòîðûå â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè èìåíóþòñ  ïðîìîòîðàìè camera obscura,
âêëþ÷à  áîëåå èëè ìåíåå ñâåòîíåçàâèñèìûå ïðîìîòîðû rubisco.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàåò âîçìîæíîñòü ïîëó÷àòü ðàçëè÷íûå èñêîìûå ãåííûå
ïðîäóêòû, à òàêæå äðóãèå íåãåííûå áèîõèìè÷åñêèå ñîåäèíåíè . Ýêñïðåññèðóåìûé ïðè
ïðîðàñòàíèè òðàíñãåí îáðàçóåò ïåðâûé ãåííûé ïðîäóêò - ÐÍÊ, èç êîòîðîé ìîæíî ïîëó÷èòü
äðóãèå ÐÍÊ-ïðîäóêòû ñðàçó èëè ïîñëå òðàíñôîðìàöèè. Îáû÷íî ñòàäè  ÐÍÊ
íåïðîäîëæèòåëüíà, à ãåííûé ïðîäóêò ïîëó÷àþò â âèäå áåëêîâîãî ïðîäóêòà. Â îñíîâíîì
ñóùåñòâóåò äâà âèäà áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ - ôåðìåíòû è íåôåðìåíòíûå ïðîäóêòû, êîòîðûå
÷àñòî  âë þòñ  ñòðóêòóðíûìè áåëêàìè, âàêöèíàìè, ãîðìîíàìè è ò.ä. Ôåðìåíòû ñïîñîáíû
ìîäèôèöèðîâàòü âíóòðèêëåòî÷íûå ñóáñòðàòû ñàìîãî ðàñòåíè , êîòîðûå ïðåâðàùàþòñ  â
èñêîìûå áèîõèìè÷åñêèå ñîåäèíåíè . Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìîæíî äîáàâèòü âíåêëåòî÷íûé
ñóáñòðàò, êîòîðûé áóäåò ïðåâðàùåí â äðóãîå áèîõèìè÷åñêîå ñîåäèíåíèå. Ïîñëå ýòîãî
áåëîê, îáëàäàþùèé èëè íå îáëàäàþùèé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, ìîæíî ïðèâåñòè â
êîíòàêò ñ ðåàãåíòîì è ïîëó÷èòü ïðîèçâîäíîå ýòîãî áåëêà.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè èñïîëüçóþò ãåòåðîëîãè÷íûå ÷óæåðîäíûå ãåíû èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  îïòèìàëüíîé ýêñïðåññèè â ïðîðàñòàþùèõ
ñåì äîë õ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé. Õàðàêòåðèñòèêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ ðàñòåíè  è
ãåòåðîëîãè÷íûõ ãåíîâ ïðîâåð þò, ÷òîáû ýêñïðåññèðîâàëèñü ÷óæåðîäíûå òðàíñãåííûå ãåíû
èç ãåòåðîëîãè÷íûõ èñòî÷íèêîâ. Ó ðàñòåíèé ïîëåçíî ñðàâíèòü ñòðóêòóðó ýòèõ ãåíîâ ñ
èçâåñòíûìè ãåíàìè ðàñòåíèé. Ïîèñêîâûå ðàáîòû â ýòîé îáëàñòè ïðîâîäèëèñü íà ãåíàõ
ýíäîòîêñèíà (cry) èç Bacillus thuringiensis. Äë  óñèëåíè  ýêñïðåññèè áîãàòûõ AT ãåíîâ
cry â ðàñòåíè õ íåîáõîäèìî ïðîèçâåñòè íåêîòîðûå ìîäèôèêàöèè â èñõîäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ.

Ó ðàñòåíèé ïðåäïî÷òèòåëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íà÷àëà òðàíñêðèïöèè
 âë åòñ  AACAATGG (íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûå ïîëîæåíè  íóêëåîòèäîâ âûäåëåíû
æèðíûì øðèôòîì). Èç ÷èñëà ñòîï-êîäîíîâ TGA, TAG, TAA ïåðâûé èìååò íåáîëüøîå
ïðåäïî÷òåíèå, à TAA ïî÷òè íå èñïîëüçóåòñ  ó îäíîäîëüíûõ ðàñòåíèé. Êîäîíû â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ìîæíî ïðåîáðàçîâàòü â êîäîíû, ñâîéñòâåííûå ðàñòåíè ì, ñ
ïîìîùüþ òàáëèö ÷àñòîòû óïîòðåáëåíè  êîäîíîâ. Ïîñëå ïðåîáðàçîâàíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ñëåäóåò ïðîàíàëèçèðîâàòü íà ïðèñóòñòâèå ñàéòîâ, ñïîñîáíûõ
óìåíüøèòü ýêñïðåññèþ â ðàñòåíè õ. Îáû÷íî ñèãíàëàìè ïîëèàäåíèëèðîâàíè  ó ðàñòåíèé
ñëóæàò ÀÀÒÀÀÀ, ÀÀÒÀÀÒ è èõ
âàðèàíòû: ÀÀÑÑÀÀ, ÀÒÀÒÀÀ, ÀÀÒÑÀÀ, ÀÒÀÑÒÀ, ÀÒÀÀÀÀ, ATGAAA, AAGCAT,
ÀÒÒÀ ÀÒ, ÀÒÀÑÀÒ, ÀÀÀÀÒÀ (íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûå ïîëîæåíè  íóêëåîòèäîâ âûäåëåíû
æèðíûì øðèôòîì). Ïðåäïîëàãàåìûå ñàéòû ñïëàéñèíãà, êîòîðûå ñëåäóåò óáðàòü èç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, - ýòî CAN7-9AGTNNA. Êðîìå òîãî, â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ íå
äîëæíî áûòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÀÒÒÒÀ, êîòîðà  ïðåäïîëîæèòåëüíî  âë åòñ  ýëåìåíòîì
äåãðàäàöèè ìÐÍÊ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè ìîæíî ïîëó÷èòü èç ðàçëè÷íûõ ãåíîâ,
ýêñïðåññèðóåìûõ â ñåìåíàõ, èëè èç äðóãèõ ãåíîâ ðàñòåíèé, íàïðèìåð èç ãåíà Rubisco.
Ìîæíî èñïîëüçîâàòü ñèãíàëû òåðìèíàöèè èç ðàçëè÷íûõ áàêòåðèé, íàïðèìåð èç
Agrobacterium, à òàêæå èç ãåíîâ nos èëè ocs. Ãåí nos êîäèðóåò íîïàëèí-ñèíòåòàçó
(Depicker A. et al. (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1: 561-573; Shaw C.H. et al. (1984)
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Nucl. Acids Res. 12: 7831-7846; è An G. et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 203: 245-250).
Ãåí ocs êîäèðóåò îêòîïèí-ñèíòåòàçó (Koncz Ñ. et al. (1983) EMBO J. 3: 1597-1603;
Dhaese P. et al. (1983) EMBO J. 2: 419-426).

ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà II òðàíñêðèáèðóåò áåëîê-êîäèðóþùèå ãåíû ó ðàñòåíèé ïðàêòè÷åñêè
òàêèì æå îáðàçîì, êàê ó äðóãèõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ. Â ó÷àñòêàõ èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè (ïðîìîòîðàõ) ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê íàõîä òñ  î÷åíü áëèçêèå â ñâîåé
îñíîâå ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû. Ðàìêà ÒÀÒÀ íàõîäèòñ  íà 25-40 íóêëåîòèäîâ âïåðåäè, à
êîäîí èíèöèàöèè òðàíñë öèè ATG - íà 40-80 íóêëåîòèäîâ ïîçàäè îò ñàéòà èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè. Â çðåëîé ìÐÍÊ çà êîäîíîì ATG ñëåäóåò îòêðûòà  ðàìêà ñ÷èòûâàíè ,
êîòîðà  îêàí÷èâàåòñ  îäíèì èç òðåõ ñòîï-êîäîíîâ: UGA, UAG èëè UAA.

Äë  ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ â ðàñòåíè õ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïðîìîòîðû èç ðàçëè÷íûõ
èñòî÷íèêîâ. Ìíîãèå èç íèõ ïðîèñõîä ò èç Agrobacterium ssp. è èç âèðóñîâ ðàñòåíèé, êàê
êîíñòèòóòèâíûé ïðîìîòîð nos èç Agrobacterium è ïðîìîòîð 35S âèðóñà ìîçàè÷íîñòè
öâåòíîé êàïóñòû. Òêàíåñïåöèôè÷íûå ïðîìîòîðû ïîëåçíû â òåõ ñëó÷à õ, êîãäà òðåáóåòñ 
ýêñïðåññè  â êîíêðåòíûõ òêàí õ. Îáû÷íî òêàíåñïåöèôè÷íûå ïðîìîòîðû ê òîìó æå
ïîäâåðãàþòñ  îíòîãåíåòè÷åñêîé ðåãóë öèè òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíè àêòèâíû òîëüêî íà
îïðåäåëåííûõ ñòàäè õ ðàçâèòè  òêàíè. Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè æåëàòåëüíî, ÷òîáû
ïðîìîòîð îáëàäàë ñïåöèôè÷íîñòüþ ê ïðîðàñòàþùèì ñåìåíàì.

Â ïðîðàñòàþùèõ ñåì äîë õ ôåðìåíò rubisco (ðèáóëîçî-1,5-áèôîñôàòêàðáîêñèëàçà/
îêñèãåíàçà) ñîñòàâë åò äî 50% îò îáùåãî áåëêà. Îí  âë åòñ  íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì
áåëêîì ðàñòåíèé è êàòàëèçèðóåò ðåàêöèþ êîíäåíñàöèè ìåæäó ìîëåêóëîé ÑÎ2 è ðèáóëîçî-
1,5-áèôîñôàòîì ñ îáðàçîâàíèåì äâóõ ìîëåêóë 3-ôîñôîãëèöåðàòà. Rubisco íàõîäèòñ  íà
ñòðîìàëüíîé ïîâåðõíîñòè òèëàêîèäíûõ ìåìáðàí. Ôåðìåíò ñîñòîèò èç 8 áîëüøèõ
ñóáúåäèíèö, êîäèðóåìûõ â ãåíîìå õëîðîïëàñòîâ, è 8 ìàëûõ ñóáúåäèíèö. Ìàëà 
ñóáúåäèíèöà êîäèðóåòñ   äåðíûì ìóëüòèãåííûì ñåìåéñòâîì (ãåíû rbcS). Ìàëà 
ñóáúåäèíèöà ñèíòåçèðóåòñ  íà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïîëèñîìàõ â âèäå ïðåäøåñòâåííèêà.
Îíà ïåðåíîñèòñ  â ïëàñòèäû è ïîäâåðãàåòñ  ïðîöåññèíãó ïåðåä ñáîðêîé ãîëîôåðìåíòà.
Ýêñïðåññè  ãåíîâ rbcS ñïåöèôè÷íà ê òêàíè è ñòàäèè ðàçâèòè  è êîíòðîëèðóåòñ 
îñâåùåíèåì ÷åðåç ñèñòåìó ôèòîõðîìà.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ãåííûõ ïðîäóêòàõ èëè
ñèñòåìàõ ïðîäóêöèè áåëêà ïðèìåí þòñ  ïðîìîòîðû ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco. Èõ
ìîæíî âûäåëèòü èç âûðàùåííûõ â òåìíîòå (camera obscura) èëè áåç îñâåùåíè  ñåì äîëåé
Brassica campestris. Ýòîò âèä ïðîìîòîðà ñïîñîáåí ïðîäóöèðîâàòü ÷óæåðîäíûå áåëêè íà
î÷åíü âûñîêîì óðîâíå. Íàøè ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî îêîëî 50% îò âñåõ ñèíòåçèðîâàííûõ de
novo áåëêîâ, ïðîðàñòàþùèõ â òåìíîòå ñåì äîëåé Â. campestris, ñîñòàâë þò áåëêè ìàëûõ è
áîëüøèõ ñóáúåäèíèö rubisco. Ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ïðèðîäíîãî òðàíñêðèïòà ãåíà rbcS â
ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ äîñòèãàåò 500 ïã â 1 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ. Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü
ýêñïðåññèè äîñòèãàåòñ  ïðèìåðíî ÷åðåç 60 ÷àñîâ ïîñëå íà÷àëà âûìà÷èâàíè . Áëèçêèå
ðåçóëüòàòû îòìå÷àëèñü â îòíîøåíèè óðîâí  ìÐÍÊ ïðèðîäíûõ òðàíñêðèïòîâ ãåíîâ rbcS ó
Brassica napus (Fiebig Ñ. et al., Bot. Acta 103 (3): 258-265, 1990). Ïðîðàñòàþùèå
ñåìåíà ìîæíî îñâåùàòü âèäèìûì ñâåòîì â êîðîòêèå èëè äëèííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè äë 
ïîâûøåíè  ýêñïðåññèè. Ìîæíî äîáàâë òü ìîíî-, äè- è îëèãîñàõàðèäû, ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñàõàðîçó èëè ãëþêîçó, ÷òîáû ðåïðåññèðîâàòü àêòèâíîñòü ïðèðîäíîãî ïðîìîòîðà rbcS. Åñëè
èç òðàíñãåííîãî ïðîìîòîðà óäàëèòü ðåàãèðóþùèé íà ñàõàðîçó ýëåìåíò, òî îí íå áóäåò
ðåïðåññèðîâàòüñ  ñàõàðîçîé. ×åì ìåíüøå âûðàáàòûâàåòñ  ôåðìåíòà rubisco, òåì áîëüøå
îñòàåòñ  ñâîáîäíûõ àìèíîêèñëîò äë  ýêñïðåññèè òðàíñãåíà. Òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü
àíòèñìûñëîâûå ìåòîäû äë  ïîäàâëåíè  ýêñïðåññèè ýíäîãåííîãî ãåíà rbcS -
ýêñïðåññèðîâàòü àíòèñìûñëîâîé ãåí rbcS â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ.

Ïîñêîëüêó rubisco  âë åòñ  ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì ðàñòèòåëüíûì áåëêîì, åãî
ïðîìîòîð ïðèìåí ëñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, îäíàêî ýêñïðåññèîííà 
ñèñòåìà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íèêîèì îáðàçîì íå îãðàíè÷èâàåòñ  ïðèìåíåíèåì äàííîãî
ïðîìîòîðà. Òðàíñãåííûå ñåì äîëè äë  ïðîäóêöèè áåëêîâ ïðåèìóùåñòâåííî ñîäåðæàò
ïðîìîòîðíóþ ñèñòåìó äë  ïðîäóêöèè áåëêîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî èíäóöèðóåìûé ñâåòîì
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ïðîìîòîð rubisco, îáëàäàþùèé âûñîêîé àêòèâíîñòüþ â ñåì äîë õ. Ìîæíî ïîëó÷èòü äðóãèå
ñèëüíî ýêñïðåññèðóþùèå ïðîìîòîðû rubisco ïóòåì ñêðèíèðîâàíè  êÄÍÊ rubisco,
ýêñïðåññèðóåìîé â ñåì äîë õ, îñîáåííî â îòñóòñòâèå îñâåùåíè . êÄÍÊ ìîæíî ïîëó÷èòü
ìåòîäîì RT-ÏÖÐ ñ ïîìîùüþ îëèãî-Ò-ïðàéìåðîâ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà 5'-êîíöå
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñèëüíî êîíñåðâàòèâíîãî ôåðìåíòà rubisco. Ìîæíî
ñåêâåíèðîâàòü êÄÍÊ ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè â ñåì äîë õ è èñïîëüçîâàòü
âàðèàáåëüíóþ 3'-íåòðàíñëèðóåìóþ îáëàñòü (UTR) â êà÷åñòâå çîíäà äë  âû âëåíè  óðîâí 
ýêñïðåññèè â òêàí õ ðàñòåíè . Ìîæíî âîñïîëüçîâàòüñ  áàçàìè äàííûõ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì êÄÍÊ è âûäåëèòü ïðîìîòîðû, ýêñïðåññèðóþùèåñ  òîëüêî â
ñåì äîë õ, ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè. Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì ìîæíî èñïîëüçîâàòü
èíôîðìàöèþ ïî êÄÍÊ äë  ïîëó÷åíè  äðóãèõ, â ñèëüíîé ñòåïåíè ñïåöèôè÷íûõ ê ñåìåíàì è
àêòèâèðóåìûõ è/èëè èíäóöèðóåìûõ ïðè ïðîðàñòàíèè ïðîìîòîðîâ, êîòîðûå â íàñòî ùåì
èçîáðåòåíèè èìåíóþòñ  ïðîìîòîðàìè camera obscura.

Ìíîãèå ïðîòåèíàçû è ëèïàçû ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññèðóþòñ  â ñåì äîë õ
ïðîðàñòàþùèõ ñåì í. Îäíîé èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ  âë åòñ  ñóëüôãèäðèë-ýíäîïåïòèäàçà
(SH-EP) Vigna mungo, êîòîðà  ñèíòåçèðóåòñ  de novo â ñåì äîë õ âñêîðå ïîñëå
âûìà÷èâàíè . Îáû÷íî óðîâåíü ìÐÍÊ SH-EP ïîâûøàåòñ  âïëîòü äî 3-ãî èëè 4-ãî äí .
Ïðîìîòîðíûé ó÷àñòîê SH-EP (íîìåð â áàíêå ãåíîâ: EMBL X51900) ñîåäèí þò ñ ãåíîì GUS,
÷òîáû îáëåã÷èòü èçìåðåíèå óðîâí  ýêñïðåññèè ïðè ïðîðàñòàíèè ñåì í äâóäîëüíûõ
ðàñòåíèé.

Íàð äó ñ ïðîìîòîðàìè, êîòîðûå ðåãóëèðóþòñ  òêàíåñïåöèôè÷íûì îáðàçîì, ìîãóò
ïðèìåí òüñ  èíäóöèáåëüíûå ïðîìîòîðû, àêòèâèðóåìûå ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâè õ. Ó
âñåõ îðãàíèçìîâ, îò áàêòåðèé äî ÷åëîâåêà, âñòðå÷àþòñ  ãåíû îäíîãî êëàññà, èçâåñòíûå
êàê ãåíû òåïëîâîãî øîêà èëè ñòðåññà. Òðàíñêðèïöè  ýòèõ ãåíîâ íà÷èíàåòñ  ïîñëå
ñòðåññîâîãî âîçäåéñòâè  (ê ïðèìåðó, òåïëîâîãî øîêà), à ïðè òðàíñë öèè ýòèõ
òðàíñêðèïòîâ îáðàçóþòñ  áåëêè, êîòîðûå, âåðî òíî, âðåìåííî çàùèùàþò êëåòêè.
Ïðîäóêöè  ìÐÍÊ è áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà  âë åòñ  âðåìåííûì  âëåíèåì: ýêñïðåññè 
ãåíîâ òåïëîâîãî øîêà âûõîäèò íà ïëàòî ÷åðåç íåñêîëüêî ÷àñîâ, à çàòåì ñïàäàåò. Åñëè
òåìïåðàòóðà ïîâûøàåòñ  ìåäëåííî, à íå ñêà÷êîì, òî îðãàíèçì âûäåðæèâàåò òåìïåðàòóðû,
êîòîðûå ìîãëè áû îêàçàòüñ  ëåòàëüíûìè, òî åñòü îðãàíèçì ìîæåò àäàïòèðîâàòüñ  ê
âûñîêîé òåìïåðàòóðå. Ïðîðîñøèå ñåìåíà ìîæíî íàãðåâàòü, ÷òîáû ïîâûñèòü àêòèâíîñòü
ïðîìîòîðîâ òåïëîâîãî øîêà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ òåïëîâîãî øîêà (ÒØ) ñîè
ïîâûøàåòñ  îò åäâà çàìåòíîãî äî 15000-20000 êîïèé ÷åðåç 2 ÷àñà ïîñëå îáðàáîòêè ïðè
40 °Ñ. Â êà÷åñòâå èíäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïðîìîòîðíûé ó÷àñòîê ÒØ, îïèñàííûé â ïàòåíòå US
5,447,858. Äë  èçìåðåíè  óðîâí  ýêñïðåññèè ïðè ïðîðàñòàíèè ñåì í ïðîìîòîð ÒØ
êëîíèðóþò ìåòîäîì ÏÖÐ è ñîåäèí þò ñ ãåíîì GUS.

Ïðè ìîáèëèçàöèè çàïàñíûõ âåùåñòâ â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ ñèíòåçèðóþòñ  de novo è
ôóíêöèîíèðóþò íåñêîëüêî òèïîâ ãèäðîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ. Â ïðåâðàùåíèè çàïàñíûõ
âåùåñòâ â ïîäâèæíûå ôîðìû, íàïðèìåð òðèàöèëãëèöåðèíà â ñàõàðîçó, ó÷àñòâóþò
íåñêîëüêî ñèëüíî ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíîâ òèïà èçîöèòðàòëèàçû è ìàëàòäåãèäðîãåíàçû.
Ïðîìîòîðû èç ýòèõ ãåíîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ. Ìîæíî
êëîíèðîâàòü ïðîìîòîð, èíäóöèðóåìûé ñàëèöèëàòîì, èç ðàñòåíèé òàáàêà Nicotiana tabacum
ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ. Åãî ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ýêñïðåññèè ãåòåðîëîãè÷íûõ ãåíîâ â
ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ.

Áîëüøèì äîñòîèíñòâîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñ òî÷êè çðåíè  ýêîëîãèè  âë åòñ  òî,
÷òî ÷óæåðîäíûé ãåí íå ýêñïðåññèðóåòñ  ïðè âûðàùèâàíèè â ïîëåâûõ óñëîâè õ. Ãåí
ðàçìíîæàåòñ  è îòëàãàåòñ  âìåñòå ñ çàïàñíûìè âåùåñòâàìè, òîãäà êàê ýêñïðåññè 
ïðîäóêòà ÷óæåðîäíîãî ãåíà ìîæåò ïðîâîäèòüñ  â çàêðûòûõ óñëîâè õ.

Â ïðèíöèïå, ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîëó÷èòü ëþáîé êîììåð÷åñêè
ïðèâëåêàòåëüíûé ãåííûé ïðîäóêò. Ê íèì îòíîñ òñ  ôåðìåíòû, ãåòåðîëîãè÷íûå äë  äàííîãî
ðàñòåíè . Èíûìè ñëîâàìè, îíè ÷óæåðîäíû äë  òåõ ðàñòåíèé, êîòîðûå èõ ïðîäóöèðóþò. Ê
íèì æå îòíîñ òñ  ôåðìåíòû, ãîìîëîãè÷íûå äë  òåõ ðàñòåíèé, êîòîðûå èõ ïðîäóöèðóþò. Ýòè
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ãîìîëîãè÷íûå áåëêè îáû÷íî ïîäâåðãàþò ñóïåðýêñïðåññèè ìåòîäàìè ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ.
Ê ÷èñëó ôåðìåíòîâ, ïðåäñòàâë þùèõ èíòåðåñ, îòíîñ òñ  òàêèå ãèäðîëàçû, êàê
ïðîòåàçû, β-ãëþêàíàçû, öåëëþëàçû, ãåìè-öåëëþëàçû, ôîñôàòàçû, ëèïàçû, ôîñôîëèïàçû,
ïåêòèíàçû, àìèëàçû, àìèëîãëèêîçèäàçû, ëèçîöèìû, ïóëëóëàíàçû è õèòèíàçû, à òàêæå
ïåðîêñèäàçû, ëèàçû òèïà ïåêòèíîëèàçû, èçîìåðàçû òèïà ãëþêîçîèçîìåðàçû, íî èìè ìîæíî
íå îãðàíè÷èâàòüñ .

Òàêæå âîçìîæíî ïîëó÷åíèå ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ ñïîñîáîì è ñ ïîìîùüþ ïðîäóêöèîííîé
ñèñòåìû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ê èíòåðåñíûì âîïëîùåíè ì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
îòíîñ òñ  êîëëàãåí, æåëàòèí, ñïèäðîèí, áåëîê øåëêà, à òàêæå ìîæíî ïîëó÷àòü ìíîãî
äðóãèõ áåëêîâûõ ãåííûõ ïðîäóêòîâ, âêëþ÷à  èíãèáèòîðû ôåðìåíòîâ òèïà èíãèáèòîðà
òðèïñèíà, òåðàïåâòè÷åñêèå ïåïòèäû - èíòåðôåðîíû, èíñóëèí, íåéðîïåïòèäû, ýíêåôàëèí,
ñîìàòîñòàòèí è ò.ä. Òàêæå ìîæíî ïîëó÷àòü ïîëèàìèíîêèñëîòû - ïîëèëèçèí è ïîëèãëóòàìàò,
à òàêæå âîëîêíà, ìåìáðàíû, ïëåíêè, ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû, àíòèíàêèïèíû, èëè æå
ïèùåâûå äîáàâêè, âàêöèíû òèïà LTB, ôàêòîðû ðîñòà òèïà GM-CSF. Òàêæå ìîãóò áûòü
ñèíòåçèðîâàíû íåáåëêîâûå ãåííûå ïðîäóêòû, âêëþ÷à  ïîëè-β-ãèäðîêñèáóòèðàò.

Ïîñêîëüêó ñèíòåç de novo ïðè ïðîðàñòàíèè ïðåäñòàâë åò áûñòðî ïðîõîä ùóþ ñèòóàöèþ,
ïðîðàñòàíèå íåîáõîäèìî ïðåðâàòü èëè îñòàíîâèòü äî òîãî, êàê êîëè÷åñòâî èñêîìîãî
ãåííîãî ïðîäóêòà íà÷íåò ñíèæàòüñ . Ýòî äîñòèãàåòñ  âûäåëåíèåì òðåáóåìîãî ãåííîãî
ïðîäóêòà ïåðåä ñíèæåíèåì åãî êîíöåíòðàöèè, îñòàíàâëèâà  ïðîðàñòàíèå ëèáî ïóòåì
íàãðåâàíè  â àòìîñôåðå N2, èëè æå ïóòåì èçìåëü÷åíè  èëè ñðåçàíè  ïðîðîñøèõ ñåì í
äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé. Åñëè ïðîðàñòàíèå îñòàíàâëèâàþò ïóòåì íàãðåâàíè , òî èñêîìûé
ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî ïîëó÷èòü â âèäå íåî÷èùåííîãî âûñóøåííîãî ïðîäóêòà, êîòîðûé
õîðîøî õðàíèòñ , à ýòî çíà÷èò, ÷òî òàêèì æå îáðàçîì ìîæíî ïîëó÷èòü ôåðìåíò â
íåî÷èùåííîì, ñòàáèëüíîì ïðè õðàíåíèè âèäå. Ñèíòåç èñêîìîãî áåëêà òàêæå ìîæíî
îñòàíîâèòü íà ïèêå ïóòåì èçìåëü÷åíè  èëè ñðåçàíè  ïðîðàñòàþùèõ ñåì í. Åñëè
ïðîðàñòàíèå îñòàíàâëèâàþò ïóòåì ñðåçàíè  èëè èçìåëü÷åíè , òî ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî
ïîëó÷èòü â âèäå íåî÷èùåííîé ñìåñè è èñïîëüçîâàòü â òàêîì âèäå èëè ïîäâåðãíóòü
äàëüíåéøåé îáðàáîòêå - ôîðìóëèðîâàòü, õðàíèòü, ïåðåâîçèòü. Ïðåäïî÷òèòåëüíî åãî
èñïîëüçóþò èìåííî â òàêîì âèäå, íàïðèìåð, â ïðîöåññàõ áèîòðàíñôîðìàöèè. Åñòåñòâåííî,
èñêîìûé ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî âûäåëèòü è î÷èñòèòü ñòàíäàðòíûìè, õîðîøî èçâåñòíûìè
ìåòîäàìè.

Êîãäà ãåííûé ïðîäóêò èñïîëüçóþò äë  áèîòðàíñôîðìàöèè, òî åãî ïðèâîä ò â êîíòàêò ñ
ñóáñòðàòîì - îïðåäåëåííûì ñîåäèíåíèåì èëè ñìåñüþ ñîåäèíåíèé, ïðè ýòîì ãåííûå
ïðîäóêòû (÷àñòî ýòî ôåðìåíòû) ðåàãèðóþò ñ ñîåäèíåíè ìè ñóáñòðàòà. Ïðè ýòîì ëèáî
ãåííûé ïðîäóêò (ôåðìåíò) äåéñòâóåò êàê êàòàëèçàòîð è ìîäèôèöèðóåò ñîåäèíåíè 
ñóáñòðàòà ëèáî æå ñóáñòðàò èëè ðåàãåíò ñîäåðæèò êàê ìèíèìóì îäíî âåùåñòâî èëè
ñîåäèíåíèå, ñïîñîáíîå ìîäèôèöèðîâàòü ãåííûé ïðîäóêò, íàïðèìåð èçìåíèòü åãî ïðîôèëü
óêëàäêè, îñóùåñòâèòü ãëèêîçèëèðîâàíèå èëè äåãëèêîçèëèðîâàíèå, âñòàâèòü çàìåùàþùóþ
ãðóïïó, ñïîñîáñòâóþùóþ êîíúþãàöèè ýòîãî ãåííîãî ïðîäóêòà ñ äðóãèìè ïðîäóêòàìè.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ïîñëå ïðîðàñòàíè , â óñëîâè õ, ñïîñîáñòâóþùèõ âûðàáîòêå
èñêîìîãî ãåííîãî ïðîäóêòà, ïðîèñõîäèò îáîãàùåíèå ñóáñòðàòà ýòèì ãåííûì ïðîäóêòîì.
Ïðîèñõîä ùèå èç ñåì í êîìïîçèöèè âêëþ÷àþò ñåì äîëè, ãèïîêîòèëè, êîðåøêè, à ó
ðàñòåíèé ñ ïîäçåìíûì òèïîì ïðîðàñòàíè  - òàêæå ýïèêîòèëè è èíîãäà ïåðâè÷íûå ëèñòî÷êè.
Ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî ýêñòðàãèðîâàòü èëè îñòàâèòü â êîìïîçèöèè.

Ãåííûì ïðîäóêòîì ìîæåò áûòü áåëîê, êîäèðóåìûé ãåíîì, ââåäåííûì â ñîñòàâå
ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , èëè äðóãîå áèîõèìè÷åñêîå ñîåäèíåíèå,
âûðàáàòûâàåìîå òðàíñãåííûì ôåðìåíòîì, êîãäà ïðîäóêòû ñîáñòâåííûõ ãåíîâ, çàïàñåííûå
â ñåìåíàõ, ìîáèëèçóþòñ  ïðè ïðîðàñòàíèè è èñïîëüçóþòñ  íåïîñðåäñòâåííî äë  ðåàêöèè ñ
äîáàâëåííûì èçâíå ñóáñòðàòîì, îñóùåñòâë   òðåáóåìóþ áèîòðàíñôîðìàöèþ ñóáñòðàòà.

Êîãäà ãåííûé ïðîäóêò ýêñòðàãèðóþò èç êîìïîçèöèè, òî åãî èñïîëüçóþò ëèáî â ñâåæåì
ëèáî â âûñóøåííîì âèäå. Ñóøêà ïðîâîäèòñ  ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóøèëüíîãî øêàôà ïðè 40-
80°Ñ èëè â ëèîôèëüíîé ñóøêå ïðè -20-80°Ñ. Âûñóøåííûé ìàòåðèàë ìîæíî èçìåëü÷èòü èëè
ïðåâðàòèòü â ïîðîøîê. Ïåðåä ýêñòðàêöèåé êîìïîçèöèþ ìîæíî ðàçðóøèòü ìåõàíè÷åñêèì
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ïóòåì è/èëè îáðàáîòàòü ôåðìåíòîì, ïîëó÷à  âåñü áåëîê â âèäå êàøèöû èëè ðàñòâîðà.
Çàòåì ìîæíî îòäåëèòü îñòàòêè êëåòîê ëþáûì óäîáíûì ñïîñîáîì - öåíòðèôóãèðîâàíèåì,
îñàæäåíèåì è/èëè ôèëüòðîâàíèåì.

Â ñóïåðíàòàíòå èëè ôèëüòðàòå îáû÷íî ñîäåðæèòñ  îò 1 äî 40% èñêîìîãî ãåííîãî
ïðîäóêòà îò îáùåãî âåñà áåëêà â ñðåäå, ïðåäïî÷òèòåëüíî íå ìåíåå 30%. Êîãäà èñêîìûé
ïðîäóêò íå ðàñòâîð åòñ  â âîäå, åãî ìîæíî, ê ïðèìåðó, ýêñòðàãèðîâàòü ñîîòâåòñòâóþùèì
ðàñòâîðèòåëåì. Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû ïðèìåí þòñ  äðóãèå ïðîöåññû, ïîçâîë þùèå
ðåíàòóðèðîâàòü, ñîëþáèëèçèðîâàòü è/èëè ýêñòðàãèðîâàòü ïðîäóêò áåç ïîòåðè åãî
àêòèâíîñòè.

Ïîñëå âûäåëåíè  èñêîìîãî áåëêà èç âîäíîé ñðåäû ãåííûé ïðîäóêò ìîæíî î÷èñòèòü
ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè. Ïîñêîëüêó ãåííûé ïðîäóêò îáû÷íî ñîñòàâë åò çíà÷èòåëüíóþ
÷àñòü îáùåãî áåëêà â ñìåñè, çà÷àñòóþ áîëüøå, ÷åì ëþáîé äðóãîé áåëîê, òî î÷èñòêà
ñèëüíî óïðîùàåòñ . Êðîìå òîãî, ïðèìåñè â ïðîäóêòå ïîñëå î÷èñòêè âð ä ëè áóäóò èìåòü
ôèçèîëîãè÷åñêîå çíà÷åíèå äë  ëþáûõ ïðèìåíåíèé ãåííûõ ïðîäóêòîâ, âêëþ÷à  ïðèìåíåíèå
â òåðàïèè.

Êîãäà ãåííûé ïðîäóêò íå ýêñòðàãèðóåòñ  èç êîìïîçèöèè, à îñòàåòñ  â íåé, åãî îï òü
æå ìîæíî ïîëó÷èòü â ñâåæåì èëè âûñóøåííîì âèäå. Ñóøêà ïðîâîäèòñ , êàê îïèñàíî âûøå.
Çàòåì âûñóøåííûé ìàòåðèàë ìîæíî èçìåëü÷èòü èëè ïðåâðàòèòü â ïîðîøîê. Ñâåæèé
ìàòåðèàë ìîæíî ðàçìåëü÷èòü ìåõàíè÷åñêèì ïóòåì èëè îáðàáîòàòü ôåðìåíòîì. È ñóõîé è
ñâåæèé ìàòåðèàë ìîæåò ñëóæèòü èñòî÷íèêîì ãåííîãî ïðîäóêòà. Åñëè ãåííûé ïðîäóêò
 âë åòñ  ôåðìåíòîì, ìîæíî äîáàâèòü ñîîòâåòñòâóþùèå ñóáñòðàòû â âîäíóþ ñìåñü èëè â
ñóõóþ êîìïîçèöèþ èëè èñïîëüçîâàòü â ñâåæåì âèäå.

Â îäíîì èç âîïëîùåíèé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðîðîñøèå ñåìåíà, ñåì äîëè è/èëè
ðîñòêè äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèå îäèí èëè íåñêîëüêî èñêîìûõ áåëêîâ, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå êîðìîâîé äîáàâêè. Ïðîðîñøèå ñåìåíà äâóäîëüíûõ ìîæíî
ñìåøèâàòü ñ îáû÷íûìè íåòðàíñãåííûìè ñåìåíàìè, ÷òîáû ïîëó÷èòü òðåáóåìóþ
êîíöåíòðàöèþ èñêîìîãî ãåííîãî ïðîäóêòà â êîðìå äë  æèâîòíûõ.

Ïðîèñõîä ùèå èç ïðîðîñøèõ ñåì í ñìåñè èëè êîìïîçèöèè ìîæíî âûñóøèâàòü äë 
õðàíåíè . Ãåííûå ïðîäóêòû ìîæíî âûäåë òü èëè îñòàâë òü â ñàìîì ìàòåðèàëå, íàïðèìåð,
êîãäà ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ïðèìåí åòñ  êàê êîðì äë  æèâîòíûõ. Ãåííûå ïðîäóêòû ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  ïîâûøåíè  ñîäåðæàíè  áåëêà â êîðìàõ äë  æèâîòíûõ èëè, ê ïðèìåðó, â
êà÷åñòâå ãîðìîíà ðîñòà èëè âàêöèíû. Òàêæå ìîæíî ïîëó÷àòü ëàáèëüíûå èëè òîêñè÷åñêèå
âåùåñòâà â ñòðîãî êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâè õ è ïðè ýòîì ýôôåêòèâíà  ïðîäóêöè  áåëêà
ñî÷åòàåòñ  ñ ýêîëîãè÷åñêèìè àñïåêòàìè è èíòåðåñàìè ñåëüñêîãî õîç éñòâà.

Ñâåäåíè , ïîäòâåðæäàþùèå âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
Áîëåå ïîäðîáíî èçîáðåòåíèå îïèñûâàåòñ  íèæå. Ïðåäñòàâëåííûå ïðèìåðû è

ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû ñëóæàò äë  ëó÷øåãî ïîíèìàíè  è â êà÷åñòâå ðóêîâîäñòâà
äë  ñïåöèàëèñòîâ â ýòîé îáëàñòè.

ÏÐÈÌÅÐ 1
Ýêñïðåññè  ãåíà GUS â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ Brassica campestris
Ýêñïðåññèþ GUS îïðåäåë ëè ãèñòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì. Äë  ðåãóë öèè ýêñïðåññèè GUS

ïðèìåí ëè 4 ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðà. Èñïîëüçîâàëè ïðîìîòîð òåïëîâîãî øîêà ñîè, ïðîìîòîð
ýíäîïåïòèäàçû Vigna mungo, ïðîìîòîð pr Nicotiana tabacum è ïðîìîòîð 35S âèðóñà
ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû (CaMV). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîìîòîðîâ ïîëó÷àëè ìåòîäîì
ÏÖÐ, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèöû òîòàëüíóþ ÄÍÊ ðàñòåíè .

Ïðîìîòîðû ïðèñîåäèí ëè ê ãåíó GUS ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà Ncol. Êîíñòðóêöèè ïðîìîòîð-
GUS êëîíèðîâàëè â âåêòîðå äë  òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé pGPTV-hpt (Becker et al., 1992,
Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197). Â. campestris òðàíñôîðìèðîâàëè ïî ìåòîäèêå,
îïèñàííîé Kuvshinov V. et al. (Plant Cell Reports 18: 773-777, 1999). Òðàíñãåííûå
ðàñòåíè  âûðàùèâàëè â òåïëèöå äî îáðàçîâàíè  ñåì í. Òðàíñãåííûå ñåìåíà ïðîðàùèâàëè
è èñïîëüçîâàëè äë  ãèñòîõèìè÷åñêîãî îïðåäåëåíè  GUS.

Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ôèã.1-5.
Íà ôèãóðå 1À ñëåâà ïîêàçàíî ïðîðîñøåå ñåì  òðàíñãåííîãî ðàñòåíè  Â. campestris,
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ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà òåïëîâîãî øîêà
ñîè. Ñïðàâà ïîêàçàí íåòðàíñôîðìèðîâàííûé êîíòðîëüíûé ðîñòîê.

Íà ôèãóðå 1Â ïîêàçàíî ïðîðîñøåå ñåì  òðàíñãåííîãî ðàñòåíè  Brassica campestris,
ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ýíäîïåïòèäàçû.

Íà ôèãóðå 1Ñ ïîêàçàíî ïðîðîñøåå ñåì  òðàíñãåííîãî ðàñòåíè  Brassica campestris,
ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ñàëèöèëàò-èíäóöèðóåìîãî
ïðîìîòîðà.

Íà ôèãóðå 1D ïîêàçàíî ïðîðîñøåå ñåì  òðàíñãåííîãî ðàñòåíè  Brassica campestris,
ýêñïðåññèðóþùåå ãåí GUS. Ãåí GUS íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà 35S.

Íà ôèãóðå 2 ïîêàçàíî, ÷òî áåñöâåòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé β-ãëþêóðîíèä
(100 ìêã/ìë), ïðèîáðåòàåò ñèíþþ îêðàñêó â ðåçóëüòàòå ôåðìåíòàòèâíîãî ïðåâðàùåíè 
ýòîãî ñóáñòðàòà â ãëþêîïèðàíîçèäóðîíîâóþ êèñëîòó è àãëèêîí ïîä äåéñòâèåì ôåðìåíòà
GUS, âûðàáàòûâàåìîãî â ïðîðîñøèõ òðàíñãåííûõ ñåìåíàõ.

Íà ôèãóðå 3 ïîêàçàíû ðàçëè÷íûå ñòàäèè ïðîðàñòàíè  ñåì í Brassica campestris ÷åðåç
óêàçàííîå ÷èñëî äíåé ïîñëå íà÷àëà ïðîðàñòàíè . Ñòåðèëèçîâàííûå ñ ïîâåðõíîñòè ñåìåíà
ïðîðàùèâàëè â óñëîâè õ in vitro ñ îñâåùåíèåì â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 22°Ñ èëè
áåç îñâåùåíè  (â òåìíîòå) â òå÷åíèå 8 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 18°Ñ.

Íà ôèãóðå 4 ïðåäñòàâëåí SDS-PAGE-ãåëü ïðîðàñòàþùèõ ñåì í. Îáðàçöû îòáèðàëè
åæåäíåâíî, íà÷èíà  ñ ñóõèõ ñåì í. Ìàòåðèàë ãîìîãåíèçèðîâàëè â æèäêîì àçîòå è
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìÌ òðèñ, ðÍ 8,0, â ïðèñóòñòâèè 850 ìÌ NaCl. Ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðîçðà÷íûé ñóïåðíàòàíò ñìåøèâàëè ñ áóôåðîì äë  îáðàçöà. Íà
îêðàøåííîì Êóìàññè ãåëå îòìå÷åíû çàïàñíûå áåëêè è ñóáúåäèíèöû ôåðìåíòà rubisco.
×åðåç òðè äí  ïîñëå ïðîðàñòàíè  ïðîäóöèðóåìîå çà äåíü êîëè÷åñòâî áåëêà rubisco
ñòàíîâèòñ  çíà÷èòåëüíûì.

Íà ôèãóðå 5 ïðåäñòàâëåí ðåçóëüòàò Northern-ãèáðèäèçàöèè ïðîðàñòàþùèõ   ñåì í ñ
ïîìîùüþ ÐÍÊ-çîíäîâ. Îáðàçöû îòáèðàëè åæåäíåâíî, íà÷èíà  ñ ñóõèõ ñåì í.
Àíòèñìûñëîâîé çîíä ñîäåðæèò 197 bp èç ýêçîíà ¹3 è 153 bp èç ó÷àñòêà 3'-UTR êÄÍÊ ìàëîé
ñóáúåäèíèöû rubisco (íå îïóáëèêîâàíî). Çîíä ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìèäû
pBluescript (ïðîìîòîð Ò7), èñïîëüçó  ïðè ðåàêöèè DIG-UTP. Âíîñèëè ïî 3 ìêã òîòàëüíîé
ÐÍÊ íà äîðîæêó. ÐÍÊ âûäåë ëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà RNeasy Plant Mini Kit ôèðìû Qiagen.
Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ áóôåðà DIG Easy Hyb â îñíîâíîì ñîãëàñíî ìåòîäèêå
ôèðìû-èçãîòîâèòåë .

ÏÐÈÌÅÐ 2
Ïîëó÷åíèå íîâûõ ïðîìîòîðîâ rbcS äë  ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû
a) Âûäåëåíèå íîâîãî ïðîìîòîðà rbcS
Ñåêâåíèðîâàëè êëîíû êÄÍÊ rbc èç 4-äíåâíûõ òðàíñãåííûõ ñåì äîëåé Brassica

campestris. Êëîíû ðàçäåë ëè íà 2 ãðóïïû ñ áëèçêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè íà îñíîâàíèè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó÷àñòêîâ 3'-UTR.

Àíàëèç ìåòîäîì SDS-PAGE ðîñòêîâ Brassica campestris. Ñåìåíà Brassica campestris
ïðîðàùèâàëè ñåðè ìè îò 1 äî 7 äíåé. Ï òü ïàð ñåì äîëåé èçìåëü÷àëè â æèäêîì àçîòå è
ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå äë  ëèçèñà îáðàçöîâ (50 ìÌ òðèñ-HCl ðÍ 8,5, 2% SDS, 0,1%
áðîìôåíîëà ñèíåãî, 10% ãëèöåðèíà, 2% ìåðêàïòîýòàíîëà. Îáðàçöû êèï òèëè 10 ìèí íà
âîä íîé áàíå è àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì SDS-PAGE â 15%-íîì ãåëå ïî ìåòîäó Laemmli
(1970). Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññè  ãåíà rbc íà÷èíàåòñ  ÷åðåç 4 äí  ïîñëå
âûìà÷èâàíè .

b) Î÷èñòêà ÐÍÊ èç ñåì äîëåé Brassica campestris
ÐÍÊ î÷èùàëè èç 4-äíåâíûõ ñåì äîëåé ñ ïîìîùüþ íàáîðà RNeasy Kit ôèðìû Qiagen.
c) Ñèíòåç êÄÍÊ èç òîòàëüíîé ÐÍÊ ñåì äîëåé Brassica campestris
2 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ è 10 íã ïðàéìåðà notI-d(T)18 â 16 ìêë âîäû èíêóáèðîâàëè 5 ìèí

ïðè òåìïåðàòóðå 70°Ñ. Ñìåñü ïåðåíîñèëè íà ëåä è äîáàâë ëè 5 ìêë 5-êðàòíî
êîíöåíòðèðîâàííîãî áóôåðà äë  ðåàêöèè, 2,5 ìêë 5 ìÌ dNTP, 20 Åä. èíãèáèòîðà
ðèáîíóêëåàçû è 200 Åä. îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû M-MLV. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü èíêóáèðîâàëè
1 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 42°Ñ.
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d) ÏÖÐ-àìïëèôèêàöè  êëîíîâ êÄÍÊ, ýêñïðåññèðóåìûõ â ñåì äîë õ
ÏÖÐ ïðåäâàðèòåëüíî îïòèìèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñåðèè èç 12 ïðàéìåðîâ, ïðè÷åì 3'-

ïðàéìåðû ñîñòî ëè èç òèìèíîâûõ íóêëåîòèäîâ è ïåðåìåííîãî äèíóêëåîòèäíîãî  êîð , à 5'-
ïðàéìåðû ïðåäñòàâë ëè ñîáîé 49-ìåðíûé îëèãîíóêëåîòèä èç íà÷àëüíîãî ó÷àñòêà ýêçîíà
¹3 ãåíà rbc Brassica napus (íîìåð äîñòóïà â GeneBank g 17849. Ïðåäâàðèòåëüíà 
îïòèìèçàöè  ïîêàçàëà, ÷òî èç 3'-ïðàéìåðîâ òîëüêî GCT11 äàâàë ïðîäóêò ÏÖÐ. Äë 
êëîíèðîâàíè  ýòîãî ïðîäóêòà ÏÖÐ áûë ñêîíñòðóèðîâàí 49-ìåðíûé îëèãîíóêëåîòèä,
ñîäåðæàùèé ñàéò ðåñòðèêöèè NotI. Ïðàéìåðû ïåðå÷èñëåíû â òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1. ÏÖÐ-ïðàéìåðû äë  âûäåëåíè  êëîíîâ êÄÍÊ rubisco
3'-Ïðàéìåðû äë  ïðåäâàðèòåëüíîãî ñêðèíèðîâàíè :
1. 5'-ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÑÀ-3' (Ïîñë. ¹1)
2. 5'-ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÑÒ-3' (Ïîñë. ¹2)
3. 5'-ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÑÑ-3' (Ïîñë. ¹3)
4. 5'-TTTTTTTTTTTCG-3' (Ïîñë. ¹4)
5. 5'-TTTTTTTTTTTGA-3' (Ïîñë. ¹5)
6. 5'-TTTTTTTTTTTGT-3' (Ïîñë. ¹6)
7. 5'-TTTTTTTTTTTGC-3' (Ïîñë. ¹7)
8. 5'-TTTTTTTTTTTGG-3' (Ïîñë. ¹8)
9. 5'-ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÀÀ-3' (Ïîñë. ¹9)
10. 5'-ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÀÒ-3' (Ïîñë. ¹10)
11. 5'-ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒÀÑ-3' (Ïîñë. ¹11)
12. 5'-TTTTTTTTTTTAG-3' (Ïîñë. ¹12)
5'-Ïðàéìåð (Ïîñë. ¹13):
5'-CGCGGATCCCACGGGTTTGTTTACCGTGAGCACGGAAGCACCCCCGGAT-3'
3'-Ïðàéìåð äë  êëîíèðîâàíè  êëîíîâ êÄÍÊ ãåíà rbc (Ïîñë. ¹14):
5'-AAGGAAAAAAGCGGCCGCAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGC-3'
Äë  êëîíèðîâàíè  ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ ãåíà rbc ïðîâîäèëè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèþ, èñïîëüçó 

â êà÷åñòâå ìàòðèöû 1 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè äë  ñèíòåçà êÄÍÊ, 100 íÌ 5'-ïðàéìåðà, 100
íÌ 3'-ïðàéìåðà, 100 ìêÌ dNTP è 1,25 Åä. ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Pfu â îáúåìå 25 ìêë.
Ïîëó÷åííûé ÏÖÐ-ôðàãìåíò êëîíèðîâàëè â âåêòîðå pUK21 ïî ñàéòàì NotI è BamHI. Ñåìü
èíäèâèäóàëüíûõ êëîíîâ ñåêâåíèðîâàëè. Èñõîä  èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êëîíû ðàçäåëèëè
íà 2 ãðóïïû, ñîñòî ùèå èç 3 è 4 ïðåäñòàâèòåëåé ñîîòâåòñòâåííî. Äë  äàëüíåéøåãî
àíàëèçà áûëî îòîáðàíî ïî îäíîìó ïðåäñòàâèòåëþ èç êàæäîé ãðóïïû. Èõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëó÷èëè íàèìåíîâàíè  utr2 (Ïîñë. ¹15) è utr8 (Ïîñë. ¹16).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü utr2 (Ïîñë. ¹15):
TTCGCGTTGT AAGACATTTC ÀÒÀÀÀÒÀÀÒÀ ÒÑÒÀÑÑÒÑÀÒ
ÒÒÑÀÒÒÒÑÑÀ TTTGTCTGTTT TCTTTGGCTTT TTGTTTCTGA
GGCATGTTAT ATCGGATTGT CAAGTGTCTG ATTTATGAAC
AACATGTAAT CTCTATATGC ÀÒÀÒÒÒÑÒ
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü utr8 (Ïîñë. ¹16):
TTCGCTTTCA ÒÀÒÀÀÒÀÀÒÀ ÒÑÒÒÑÑÒÑÀÒ ÒÒÑÀÒÒÒÑÑÀ
ATAAGTCTGT ÒÒÑÒÒÒÒÒÒÑ TCTTTGGATT TCTGTTACGA
GACTTTCTAT ATCGGATTGT AAAATGTCTG ATTTTATGAA
CATGTAATTT CGGCAAATA
å) Êëîíèðîâàíèå ïðîìîòîðà 1 òèïà (65À) ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco èç Brassica

campestris
Ôðàãìåíò â 2,8 kb, ñîäåðæàùèé ïðîìîòîð è ãåí, ñîîòâåòñòâóþùèé UTR 65À (Ïîñë. ¹24),

àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 5'-ïðàéìåðà bnrbl (Ïîñë. ¹17) (5'-GAATTCTAAC
GACCCTTTTCCG-3'), êîìïëåìåíòàðíîãî ãåíó ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco Â. napus, è 3'-
ïðàéìåðà UTR2 (Ïîñë. ¹18) (5'-GGCCACACTT GACAATCCGA TATAACATGC CTCA-3'),
ñïåöèôè÷íîãî ê UTR 65A (Ïîñë. ¹24). Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû Pfx Platinum (Life Technologies) ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöè ì èçãîòîâèòåë .
Ïðîìîòîðíûå ó÷àñòêè àìïëèôèöèðîâàëè, èñïîëüçó  â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïîëó÷åííûé
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ôðàãìåíò. Â êà÷åñòâå 5'-ïðàéìåðà èñïîëüçîâàëè bnrb3 (Ïîñë. ¹19) (5'-AAAAAGCTTC
TAGACCCTTT TCCGTCATAA GTTTTATA-3'), êîòîðûé êîìïëåìåíòàðåí ãåíó ìàëîé
ñóáúåäèíèöû rubisco Â. napus, à â êà÷åñòâå 3'-ïðàéìåðîâ - RbSiB (Ïîñë. ¹20) èëè RBNCO
(Ïîñë. ¹21) â îòäåëüíûõ ðåàêöè õ. 3'-Êîíåö RbSiB (5'-CAGGTCTCCC ATGCAGCTAA
CTCTTCCTCC GTTGCT-3') êîìïëåìåíòàðåí êîíöåâîìó ó÷àñòêó ïðåäïîëàãàåìîãî ïåïòèäà
àäðåñíîãî ñèãíàëà õëîðîïëàñòîâ ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco Â. napus, à 5'-êîíåö
ñîäåðæèò ñàéò Åñî31I, êîòîðûé ïîñëå ðàñùåïëåíè  îáðàçóåò ñîäåðæàùèé ATG è
ñîâìåñòèìûé ñ ñàéòîì NcoI êîíåö äë  êëîíèðîâàíè  â ýêñïðåññèîííûå âåêòîðû ðàñòåíèé.
RBNCO (Ïîåë. ¹21) (5'-GAGGAAGCCATGGCT ÀÑÒÒÑÒÒ-3') êîìïëåìåíòàðåí íà÷àëüíîìó
ó÷àñòêó êîäèðóþùåé îáëàñòè ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco Â. napus, çà èñêëþ÷åíèåì
çàìåíû äâóõ íóêëåîòèäîâ, ïðè êîòîðîé îáðàçóåòñ  ñàéò Ncol âîêðóã êîäîíà ATG.

f) Àíàëèç ïóëà ìÐÍÊ, êîäèðóþùåé ìàëóþ ñóáúåäèíèöó ðèáóëîçî-1,5-
áèôîñôàòêàðáîêñèëàçû â ëèñòü õ è ñåìåíàõ Brassies campestris

Òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåë ëè èç çðåëûõ ëèñòüåâ è 4-äíåâíûõ ðîñòêîâ ñ ïîìîùüþ íàáîðà
RNeasy (Qiagen). Ìàòðè÷íóþ ÐÍÊ äîïîëíèòåëüíî î÷èùàëè íà êîëîíêå ñ îëèãî((1Ò)-
öåëëþëîçîé ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöè ì èçãîòîâèòåë  (New England Biolabs). Äë  ñèíòåçà
òîòàëüíîãî ïóëà êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè îëèãîÒ-ïðàéìåð (Ïîñë. ¹22) (CUACUACUACUA
GCGGCCGCTT ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒ ÒÒÒÒÒÒÒÒÒÒ TTTVN) è îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó âèðóñà
ëåéêåìèè ìûøåé Ìîëîíè (Promega). êÄÍÊ ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco àìïëèôèöèðîâàëè
çà 2 öèêëà ÏÖÐ (1 ìèí ïðè 94°Ñ, 1 ìèí ïðè 55°Ñ, 1 ìèí ïðè 72°Ñ) ñ ïîìîùüþ îëèãîÒ-
ïðàéìåðà è ïðàéìåðà, êîìïëåìåíòàðíîãî êîíöåâîìó ó÷àñòêó ïîñëåäíåãî ýêçîíà ìàëîé
ñóáúåäèíèöû rubisco (Ïîñë. ¹23) (CAUCAUCAUCAU TCGACGATCA TCGGATTCGA CA).
Ïðîäóêò ÏÖÐ îáðàáàòûâàëè óðàöèë-ÄÍÊ-ãëèêîçèëàçîé è êëîíèðîâàëè â âåêòîð pAMPI
(CloneAMP pAMP System ôèðìû Life Technologies). Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû 102 êëîíà
ïóòåì ñåêâåíèðîâàíè  ÄÍÊ: 42 êëîíà èç ïðîðîñøèõ ñåì í è 60 êëîíîâ èç çðåëûõ ëèñòüåâ.
Áûëè îáíàðóæåíû 3 ðàçëè÷íûõ òèïà ìÐÍÊ (I, II è III òèï). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è
ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ïðîðîñøèõ ñåìåíàõ è
çðåëûõ ëèñòü õ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 2.

Òàáëèöà 2

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ìÐÍÊ

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Ïðîðîñøèå ñåìåíà Çðåëûå ëèñòü 

I òèïà 29% 26%

II òèïà 15% 30%

III òèïà 56% 44%

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òðåõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ìÐÍÊ ïðèâîä òñ  íèæå.
I òèï (Ïîñë. ¹24):
TTAATTCGCG TTGTAAGACA ÒÒÒÑÀÒÀÀÀÒ ÀÀÒÀÒÑÒÀÑÒ ÑÀÒÒÒÑÀÒÒÒ
CCATTTGTCT GTTTTCTTTG GCTTTTTGTT TCTGAGGCAT GTTATATCGG ATTGTCAAGT
GTCTGATTTA TGAACATGTA ATCTCTATAT TGCATATTTT CTTCTTGGAA ÀÀÀÀÀ
ÀÀÀÀÀ ÀÀÀÀÀÀÀÀÀÀ
II òèï (Ïîñë. ¹25):
TTAATTTGCT ATGACATTCA CATAATAATC TCTGCTCATT TCATTTCCAA TTGT
CTGTTT ÑÒÒÒÒÑÑÑÒÒ TGGTTTTCTG TTTCTCAGAC ATTCTATATC GGATTGTC
AAATGTGTGATT GTGAACATGT ÀÀÒÑÒÑÒÀÒÀ TTGCTTCTTC GTCTTGGTAAA
ÀÀÀÀÀÀÀÀÀ ÀÀÀÀÀÀÀÀÀÀ
III òèï (Ïîñë. ¹26):
TTAATTCGCT ÒÒÑÀÒÀÒÀÀÒ ÀÀÒÀÒÑÒÒÑÒ ÑÀÒÒÒÑÀÒÒÒ CCAATAAGTC TGTTT
ÑÒÒÒÒ TTTCTCTTTG GATTTCTGTT ACGAGACTTT CTATATCGGA TTGTAAAAT
GTCTGATTTTA TGAACATGTA ATTTCTAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA
AAAAAAAA AAAAAA
g) Êëîíèðîâàíèå íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîãî ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco èç

Brassica campestris
Îäèí èç ãåíîâ ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco Â. campestris ñîñòàâë åò 56% îò âñåõ
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òðàíñêðèïòîâ, êàê ïîêàçàë êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 102
êëîíèðîâàííûõ UTR-êëîíîâ ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco. Ýòîò êëîí ïîëó÷èë íàèìåíîâàíèå
UTR56 (III òèï. Ïîñë. ¹26). Äë  êëîíèðîâàíè  ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà è åãî âûøåëåæàùåãî
ó÷àñòêà áûëè ðàçðàáîòàíû 4 ïðàéìåðà äë  2 ñòàäèé ÏÖÐ. Íà ïåðâîé ñòàäèè ÏÖÐ â
êà÷åñòâå 5'-ïðàéìåðà èñïîëüçîâàëè ïðàéìåð bnrb4 (Ïîñë. ¹27) (5'-GGCCATGAAT TC
TAACGACC CTTTTCCGTC ATAAAAGT-3'), ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé ÷àñòü ãåíà ìàëîé
ñóáúåäèíèöû rubisco Â. napus (íîìåð äîñòóïà õ61097). Â êà÷åñòâå 3'-ïðàéìåðà
èñïîëüçîâàëè ïðàéìåð 56r6 (Ïîñë. ¹28) (5'-CGCGATATAG AAATTACATG ÒÒÑÀÒÀÀÀÀÒ
CAGACATTTT ÀÑ-3'), îáëàäàþùèé ñïåöèôè÷íîñòüþ ê UTR56 (Ïîñë. ¹26). Ñîñòàâ ñìåñè
äë  ïåðâîé ðåàêöèè ÏÖÐ: 75 ìÌ òðèñ, ðÍ 8,0 ïðè 25°Ñ, 20 ìÌ (NH4)2S04, 0,01% òâèí 20,
2 ìÌ MgCI2, 200 ìêÌ dNTPs, ïî 0,2 ìêÌ ïðàéìåðîâ, 0,025 åä./ìêë ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Taq,
0,0016 åä./ìêë ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Pfu è 100 ïã/ìêë ÄÍÊ Â. campestris. Ïðîãðàììà: ñíà÷àëà
4 ìèí ïðè 94°Ñ, çàòåì 30 ðàç ïîâòîð ëè öèêë èç 30 ñ ïðè 94°Ñ, 30 ñ ïðè 38°Ñ, 3 ìèí ïðè
72 °Ñ. Îæèäàåìûé ôðàãìåíò â 2,8 kb î÷èùàëè èç àãàðîçíîãî ãåë . Ââèäó îòñóòñòâè 
íàäåæíîé èíôîðìàöèè î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîò ôðàãìåíò àìïëèôèöèðîâàëè ïîâòîðíî ñ
ïîìîùüþ ïðàéìåðà bnrb5 (Ïîñë. ¹29) (5'-GAGGTACCCG CGGCC GCGAA TTCTAACGAC
CCTTTTCCGT CATAAAAG-3'), ó êîòîðîãî 3'-êîíåö êîìïëåìåíòàðåí bnrb4 (Ïîñë. ¹27), à 5'-
êîíåö èìååò óäëèíåíèå ñ ñàéòîì ðàñùåïëåíè  NotI èç 8 îñíîâàíèé, è ïðàéìåðà 56r7
(Ïîñë. ¹30) (5'-GAGAATTCGG CGCGCCATAG AAATT ACATG ÒÒÑÀÒÀÀÀÀÒ CAGACA-3'), ó
êîòîðîãî 3'-êîíåö êîìïëåìåíòàðåí 56r6 (Ïîñë. ¹28), à 5'-êîíåö èìååò óäëèíåíèå ñ
ñàéòîì ðàñùåïëåíè  AscI èç 8 îñíîâàíèé. Ñîñòàâ ñìåñè äë  ÏÖÐ áûë òàêèì æå, êàê â
ïåðâîé ðåàêöèè ÏÖÐ, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè
î÷èùåííûé â ãåëå ôðàãìåíò îò ïåðâîé ðåàêöèè ÏÖÐ (25 ïã/ìêë) è ïðîâîäèëè òîëüêî 7
öèêëîâ.

Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò îñàæäàëè, ðàñùåïë ëè ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè AscI è NotI è
î÷èùàëè â ãåëå. Ôðàãìåíò êëîíèðîâàëè â âåêòîðå pAN, ïðåäñòàâë þùåì ñîáîé
ìîäèôèöèðîâàííûé pNEB193 (ñàéò Pmel çàìåíåí íà NotI), êîòîðûé áûë ðàñùåïëåí AscI è
NotI, îáðàáîòàí ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé êðåâåòîê è ïîñëå òåïëîâîé èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà
î÷èùåí â ãåëå. Ñåêâåíèðîâàëè 4 èç ïîëó÷åííûõ êëîíîâ, ÷òîáû óäîñòîâåðèòüñ , ÷òî îíè
ñîäåðæàò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü UTR56.

Ïðîìîòîðíûé ó÷àñòîê àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 5'-ïðàéìåðà bnrb5 (Ïîñë. ¹29) è 3'-
ïðàéìåðîâ RbSiB (Ïîñë. ¹20) RBNCO (Ïîñë. ¹21) (ñì. âûøå). Óñëîâè  ÏÖÐ áûëè òàêèìè
æå, êàê ïðè àìïëèôèêàöèè öåëîãî ãåíà, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî â êà÷åñòâå ìàòðèöû
èñïîëüçîâàëè ëèíåàðèçîâàííóþ ñ ïîìîùüþ AscI ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ (5 íã/ìêë), ñîäåðæàùóþ
êëîíû, è ïðîâîäèëè òîëüêî 10 öèêëîâ.

ÏÐÈÌÅÐ 3
Ñðàâíåíèå ðàçëè÷íûõ êîíñòèòóòèâíûõ è èíäóöèáåëüíûõ ïðîìîòîðîâ äë 

ñóïåðýêñïðåññèè òðàíñãåíà (GUS) â òàáàêå è Brassica campestris
Ïðîðîñøèå ñåìåíà çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå è èçìåëü÷àëè. Ýêñòðàãèðîâàëè áåëêè

ôîñôàòíûì áóôåðîì ñ ÝÄÒÀ. Îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè, à â ñóïåðíàòàíòàõ
îïðåäåë ëè β-ãëþêóðîíèäàçíóþ àêòèâíîñòü ñ ïîìîùüþ íàáîðà (Sigma). Êîíöåíòðàöèþ
áåëêà â îáðàçöàõ îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà íà áåëîê (Biorad), èñïîëüçó  â
êà÷åñòâå ñòàíäàðòà ÁÑÀ.

Òàáëèöà 3

Óäåëüíûå àêòèâíîñòè GUS ñ ðàçëè÷íûìè êîíñòèòóòèâíûìè è èíäóöèáåëüíûìí ïðîìîòîðàìè â òàáàêå è Brassica campestris

Ðàñòåíèå Ïðîìîòîð Óäåëüíà  àêòèâíîñòü (íìîëü MU/ìèí/ìã ðàñòâîðèìîãî áåëêà)

Òàáàê I òèï rubisco Â. 7

Â. campestris Òåïëîâîãî øîêà 44

Â. campestris Àìèëàçû òåïëîâîãî øîêà 5

Â. campestris 35S 28

Ïðè èçìåðåíèè àêòèâíîñòè ïðîìîòîðîâ â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ, íàïðèìåð ïðîìîòîðà
rubisco, íàáëþäàëîñü ýêñïîíåíöèàëüíîå âîçðàñòàíèå óäåëüíîé àêòèâíîñòè ïðè

Ñòðàíèöà: 21

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 273 665 C2

ïðîðàñòàíèè íà ïðîò æåíèè 7 äíåé. Óäåëüíà  àêòèâíîñòü ïðîìîòîðà rubisco ñîñòàâèëà
0,25 íà 4-é äåíü, 0,5 íà 5-é äåíü, 1,6 íà 6-é äåíü è 7 íà 7-é äåíü.

Âëè íèå èíãèáèòîðîâ ðàçâèòè  õëîðîïëàñòîâ íà óðîâíè áåëêà è ìÐÍÊ rubisco â
ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ

Èññëåäîâàíèå ïðîðàñòàþùèõ íàòóðàëüíûõ ñåì í Â. campestris ïîêàçàëî, ÷òî ñàìà 
âûñîêà  êîíöåíòðàöè  áåëêà ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco äîñòèãàåòñ  ÷åðåç 3 äí  ïîñëå
íà÷àëà ïðîðàñòàíè , à ìÐÍÊ ìàëîé ñóáúåäèíèöû rubisco - íà îäèí äåíü ðàíüøå. Ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî äîáàâëåíèå ñòðåïòîìèöèíà (100 ìã/ë) â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÷åðåç 48
÷àñîâ ïîñëå íà÷àëà ïðîðàñòàíè  äàåò âîçìîæíîñòü îñëàáèòü ñèíòåç áåëêà rubisco, íî ïðè
ýòîì óðîâåíü ìÐÍÊ îñòàåòñ  ïîñòî ííûì. Ïîñêîëüêó áåëîê rubisco  âë åòñ  îñíîâíûì
áåëêîì â îïðåäåëåííûõ òèïàõ ïðîðàñòàþùèõ ñåì äîëåé, òî îñëàáëåíèå åãî ñèíòåçà áóäåò
ïîëåçíûì. Ñåìåíà ïðîðàùèâàëè â àýðèðîâàííîé âîäå ñ äîáàâëåíèåì ñòðåïòîìèöèíà.
Îáðàçöû îòáèðàëè ñ èíòåðâàëîì â 12 ÷àñîâ. Ñîäåðæàíèå áåëêà îïðåäåë ëè ìåòîäîì SDS-
PAGE, à óðîâåíü ìÐÍÊ - ìåòîäîì òî÷å÷íîé ÐÍÊ-ãèáðèäèçàöèè.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ãåòåðîëîãè÷íîãî áåëêà â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ äâóäîëüíûõ

ðàñòåíèé ïóòåì ìîáèëèçàöèè áåëêîâûõ çàïàñîâ, íàêîïëåííûõ âî âðåì  êóëüòèâèðîâàíè ,
êîòîðûé âêëþ÷àåò ñòàäèè:

(a) ïîëó÷åíèå è êóëüòèâèðîâàíèå òðàíñãåííîãî äâóäîëüíîãî ðàñòåíè ,
òðàíñôîðìèðîâàííîãî îäíîé èëè íåñêîëüêèìè ýêñïðåññèîííûìè ñèñòåìàìè, âêëþ÷àþùèìè
ãåí ãåòåðîëîãè÷íîãî áåëêà, íàõîä ùèéñ  ïîä êîíòðîëåì ðåãóë òîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé;

(b) ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ñåì í èç äàííîãî òðàíñãåííîãî äâóäîëüíîãî ðàñòåíè ;
(c) ïîìåùåíèå òðàíñãåííûõ ñåì í äâóäîëüíîãî ðàñòåíè , ñîäåðæàùèõ îäíó èëè

íåñêîëüêî ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåì, âñòðîåííûõ â ãåíîì ðàñòåíè , â óñëîâè , ïîäõîä ùèå
äë  ïðîðàñòàíè , ïðè êîòîðîì ïðîèñõîäèò çàïóñê ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû;

(d) ýêñïðåññè  îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ãåòåðîëîè÷íûõ áåëêîâ âî âðåì  ïðîðàñòàíè  ïîä
êîíòðîëåì ðåãóë òîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé;

(e) ïîëó÷åíèå ïðîðàñòàþùèõ ñåì í è/èëè ïðîðîñòêîâ äâóäîëüíîãî ðàñòåíè ;
(f) âûäåëåíèå ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåòåðîëîãè÷íîãî áåëêà,
õàðàêòåðèçóþùèéñ  òåì, ÷òî ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âêëþ÷àþò ðåãóë òîðíûå

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêîâ, ñèíòåçèðóþùèõñ  de novo, è îáåñïå÷èâàþò âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè âî âðåì  ïðîðàñòàíè  ñåì í äâóäîëüíîãî ðàñòåíè .

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âêëþ÷àþò
ïðîìîòîðû, îáåñïå÷èâàþùèå âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè è ñèíòåç de novo ýíäîãåííîãî
áåëêà â ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé.

3. Ñïîñîá ïî ï.2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîìîòîð  âë åòñ  ïðîìîòîðîì ãåíà rubisco.
4. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîðàñòàþùèå ñåìåíà è/èëè ïðîðîñòêè,

ñîäåðæàùèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãåí, êîäèðóþùèé ãåòåðîëîãè÷íûé áåëîê, ïðèâîä ò â
êîíòàêò ñ ñóáñòðàòîì, âêëþ÷àþùèì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ñîåäèíåíèå, êîòîðîå ìîæåò
áûòü òðàíñôîðìèðîâàíî ïðè áèîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé äàííûì
ãåòåðîëîãè÷íûì áåëêîì.

5. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîðàñòàþùèå ñåìåíà è/èëè ïðîðîñòêè,
ñîäåðæàùèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ãåí, ýêñïðåññèðóþùèé ãåòåðîëîãè÷íûé áåëîê,
ïðèâîä ò â êîíòàêò ñ ðåàãåíòîì, âêëþ÷àþùèì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ñîåäèíåíèå,
ñïîñîáíîå ìîäèôèöèðîâàòü, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç äàííûõ ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ.

6. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî òðàíñãåííûå ñåìåíà äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, ïðè
íåîáõîäèìîñòè, ïîäâåðãàþò ñòåðèëèçàöèè, à ïðîðàùèâàíèå ïðîâîä ò â ïðàêòè÷åñêè
ñòåðèëüíûõ óñëîâè õ, îáåñïå÷èâà  ïðàêòè÷åñêè ñòåðèëüíóþ ýêñïðåññèîííóþ ñèñòåìó.

7. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîìîòîð ïðàêòè÷åñêè íå àêòèâåí ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé â ïîëåâûõ óñëîâè õ.

8. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî óñëîâè , ïîäõîä ùèå äë  ïðîðàñòàíè  ñåì í,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé âîäíûé ðàñòâîð.

9. Ñïîñîá ïî ï.8, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âîäíûé ðàñòâîð çàáóôåðåí.
10. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðè ïðîðàùèâàíèè ñåì í èñïîëüçóþò, ïðè

íåîáõîäèìîñòè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ôèçè÷åñêîå èëè õèìè÷åñêîå ñðåäñòâî äë 
èíäóöèðîâàíè  ïðîðàñòàíè .

11. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðè ïðîðàùèâàíèè ñåì í èñïîëüçóþò, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíî ïèòàòåëüíîå âåùåñòâî.
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12. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðè ïðîðàùèâàíèè ñåì í èñïîëüçóþò, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíî ñðåäñòâî äë  óñèëåíè  ñèíòåçà de novo ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ.

13. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðè ïðîðàùèâàíèè ñåì í èñïîëüçóþò, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíî ñðåäñòâî äë  îñëàáëåíè  ñèíòåçà de novo ýíäîãåííûõ áåëêîâ, â íîðìå
îáðàçóþùèõñ  ïðè ïðîðàñòàíèè.

14. Ñïîñîá ïî ï.13, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî îñëàáëåíèå ñèíòåçà ýíäîãåííûõ áåëêîâ
îñóùåñòâë åòñ  ïóòåì ðåïðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ äàííûå ýíäîãåííûå áåëêè.

15. Ñïîñîá ïî ï.13, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî îñëàáëåíèå ñèíòåçà ýíäîãåííûõ áåëêîâ
îñóùåñòâë åòñ  àíòèñìûñëîâûìè ìåòîäàìè.

16. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-13, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ãåí, ýêñïðåññè  êîòîðîãî
ïîäâåðãàåòñ  îñëàáëåíèþ, êîäèðóåò áåëîê Rubisco.

17. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
îáåñïå÷èâàþùèå âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè â ñåì äîë õ ïðîðàñòàþùèõ ñåì í
äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé, âûáèðàþò ñïîñîáîì, êîòîðûé âêëþ÷àåò ñòàäèè:

(à) âûäåëåíèå òîòàëüíîé ÐÍÊ èç ñåì äîëåé è ëèñòüåâ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé;
(b) ïîëó÷åíèå êÄÍÊ ïóòåì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è àìïëèôèêàöèè ýòîé ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ

îäíîãî ïðàéìåðà, ñïåöèôè÷íîãî ê äàííîé ÐÍÊ, è äðóãîãî ïðàéìåðà, ñïåöèôè÷íîãî ê òîìó
áåëêó, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåòñ  íà âûñîêîì óðîâíå â ñåìåíàõ äâóäîëüíûõ ðàñòåíèé âî
âðåì  ïðîðàñòàíè ;

(c) ñáîð è ðàññåâ êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ êÄÍÊ;
(d) ñðàâíåíèå êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ êÄÍÊ, ïîëó÷åííóþ èç ÐÍÊ, âûäåëåííóþ èç ñåì äîëåé

è èç ëèñòüåâ;
(e) âûäåëåíèå êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ êÄÍÊ, ïðî âë þùóþ âûñîêóþ àêòèâíîñòü â

ïðîðàñòàþùèõ ñåìåíàõ äâóäîëüíîãî ðàñòåíè .
18. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîðàñòàíèå íåîá çàòåëüíî ïðåðûâàþò ñ

ïîìîùüþ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ñðåäñòâ, âêëþ÷à  íàãðåâàíèå, âûñóøèâàíèå, èçìåëü÷åíèå,
îòäåëåíèå, ýêñòðàãèðîâàíèå, âûæèìàíèå è ôèëüòðîâàíèå, à çàòåì âûäåë þò ñ
ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé èëè áåç íåå, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç ãåòåðîëîãè÷íûõ áåëêîâ.
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